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a multidrog rezisztenciában
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1. Bevezetés

• 1945. december 11: Fleming Nobel-díjas előadása
„But I would like to sound one note of warning. Penicillin is to all
intents and purposes non-poisonous […]. It is not difficult to make
microbes resistant to penicillin in the laboratory by exposing them to
concentrations not sufficient to kill them, and the same thing has
occasionally happened in the body.”



2. Multidrog rezisztencia

http://textbookofbacteriology.net/resantimicrobial_3.html

Az antibiotikum rezisztencia 
lehetséges útjai: 

• A hatóanyag elbontása, enzimatikus 
inaktiválás (extra- vagy intracelluláris) 

• A hatásos koncentráció kialakulásának 
megakadályozása:
a membrán átjárhatóságának változása 
aktív kiáramoltatás (efflux) 

• Az antibiotikum támadáspontjának 
védelme 
a támadáspont módosítása 
a biokémiai folyamatláncok módosulása 



Efflux pumpákhoz köthető rezisztencia



Efflux pumpák szupercsaládjai
Major facilitator superfamily (MFS)
ATP-binding cassette (ABC) superfamily
 Small multidrug resistance (SMR) superfamily
 Resistance-nodulation-cell division (RND) superfamily
Multidrug and toxic compound extrusion superfamily (MATE)
 Proteobacterial antimicrobial compound efflux superfamily (PACE)



3. GRAM-NEGATÍV 
BAKTÉRIUMOK EFFLUX 
PUMPÁI



Gram-negatív baktériumok efflux
rendszerei



RND efflux pumpa gének hasonlósága 
különböző baktériumokban



RND EFFLUX PUMPA

Külső membrán (OM)

Belső membrán (IM)

TolC

Transzporter

Fúziós protein

Efflux-pump a komponensek:

a) TolC trimer (kék), AcrB trimer
(zöld), AcrA molekula (sárga)

b) Trimer TolC zárt állapotban
(kék, egy monomer zöld)

c) AcrA monomer, flexibilis hinge-like
domén; 4 AcrA monomer
(kék, zöld, narancssárga, sárga) 

d) Trimer IM protein AcrB (zöld)

Forrás: Prof. Ben Luisi, Cambridge, UK
http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/groups/luisi



-Külső membrán csatorna: TolC
(E. coli)
OMF (outer membrane factor) 
fehérjecsalád

-AcrB: RND (Resistance-
Nodulation- Division) 
szupercsalád

- Periplazmikus adaptor fehérje: 
AcrA (E. coli), a MFP (membrane
fusion protein) fehérjecsalád 
tagja



E. coli és Salmonella enterica serovar Typhimurium

E. coli
AcrAB-TolC

-chloramphenicol

-lipofil ß-laktámok

-fluorokinolonok

-tetraciklin

-rifampin

-novobiocin

-nalidixsav

-fuzidinsav

-etídium-bromid

-akriflavin

-epesók

-rövidszénláncú zsírsavak

-SDS

-triclosan

AcrD: aminoglikozidok

AcrE: 80%homológia AcrA-val

AcrF: 88% homológia AcrB-vel

S. enterica serovar

Typhimurium

AcrA: 90% homológia az E. 

coli AcrA-val

AcrB: 97% homológia az E. 

coli AcrB-vel

AcrD

AcrF

AcrAB-TolC



SZUBSZTRÁTOK

Nikaido et al. 
Biochim Biophys Acta. 2009 May; 1794(5): 769–781.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19026770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19026770


Néhány ismert AcrB efflux pumpa szubsztrát

Takatsuka Y et al. PNAS 2010;107:6559-6565

©2010 by National Academy of Sciences



4. EFFLUX PUMPA GÁTLÓK

• Cél: antibiotikumok hatékonyságának 
növelése

• Efflux pumpa gátlók támadáspontjai:

1) az MDR-t előidéző gének expressziójának szintjén

2) a membrán transzporter fehérje alegységeinek 
összerendezése szintjén

3) a transzporter működéséhez szükséges 
energiaforrás szintjén

4) a transzporter fehérjén belül,  az efflux
csatornában, kompetíció vagy gátlás révén 



Az AcrAB-TolC efflux pumpa rendszer támadási pontjai

(forrás: A. Martins és L. Amaral, a szerzők engedélyével)



Efflux pumpa gátlók (EPIs)

Fenotiazinok

 Triciklusos vegyületek

 Neuroleptikumok

 Multidrog-rezisztencia (MDR) visszafordítása

 Elektron donor

• Membrán depolarizáció

• Membrán hiperpolarizáció

 Példa: promethazin (PMZ),

tioridazin (TZ)
fenotiazin váz promethazin



Tioridazin



TBC



Tioridazin
Efflux pumpa gátló vegyületek



Lomovskaya et al. Nature Reviews Drug Discovery 6, 56–65(January 2007) | doi:10.1038/nrd2200

Efflux pumpa gátló vegyületek

Phenylalanine-

Arginine Beta-

Naphthylamide 

(PAβN)



Fenotiazinok:



• Prolonged exposure of Escherichia coli to

increasing concentrations of an antibiotic

Az MDR fenotípus efflux pumpa gátlókkal visszafordítható

to which they were initially sensitive
E. coli: indukált tetraciklin rezisztencia
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Genes 

mRNS relatív mennyisége

10  mg/L TET
4   mg/L TET

1,5 mg/L TET

Génexpressziós változások indukált tetraciklin rezisztencia esetén

Kezdő tetraciklin MIC: 
2.0 mg/L



KORÁBBI VIZSGÁLATOK

• Multidrog rezisztens, efflux pumpával rendelkező Gram-negatív

baktériumok azonosítása

• Efflux pumpa (EP) aktivitás jellemzése MDR Gram-negatív

baktériumokban

• Efflux pumpa gátló vegyületek screenelése és jellemzése MDR Gram-

negatív baktériumokban

• Az efflux pumpákat reguláló és kódoló gének jellemzése



Módszerek
• Etídium-bromid (EB)-agar kocsikerék módszer

• Screening módszer efflux pumpa gátlók

vizsgálatára

• Automatizált, etídium-bromid akkumuláción

alapuló módszer

• Quantitative real-time Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)



Etídium-bromid kocsikerék (cartwheel) módszer

• Agar lemez eltérő koncentrációjú etídium-bromiddal (EP szubsztrát)

• Baktériumok leoltása sugarasan (maximum 12 törzs)

• Inkubáció: 37ºC, 16 óra

• Fluoreszcencia mennyiségének értékelése

Efflux pumpa aktivitás 
értékelésére



0,5 µg/ml EtBr 1,0 µg/ml EtBr 1,5 µg/ml EtBr

2,0 µg/ml EtBr 2,5 µg/ml EtBr 3,0 µg/ml EtBr

AG100

AG100 AG100 AG100

AG100 AG100

AG100tet8AG100tet10 AG100tet8AG100tet10 AG100tet8AG100tet10

AG100tet8AG100tet10 AG100tet8AG100tet10 AG100tet8AG100tet10



SCREENING: AUTOMATIZÁLT EB-MÓDSZER

Protokoll: áttekintés

1 mL baktérium szuszpenzió 
LB-ben (OD: 600 nm)

Felülúszó 
eltávolítása

Mosás PBS-sel

EB (1µg vagy 0.5 µ/ mL)

EPI vegyület vagy kontroll

Baktérium szuszpenzió

530-585 hp, fluoreszcencia mérése percenként

100 L PCR-csőbe



EB akkumuláció (1 mg/L) Salmonella Enteritidis
törzsön SZ-2 (A) és P3 (B) jelenlétében
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Akkumulációs vizsgálatok a fiziológiás 
paraméterek tükrében

pH 5: CCCP, glükóz

CCCP

CCCP+glükóz

kontroll

Carbonyl Cyanide m-

Chlorophenylhydrazine 

(CCCP)
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Hatásos anyagok kiválasztása EB módszerrel: 
tumorsejtek





5. ÖSSZEFOGLALÁS

• efflux pumpák működésének tanulmányozása

• efflux pumpa gátlók alkalmazása az 
antibiotikumok aktivitásának növelésére

• efflux pumpa gátlók: nemcsak 
baktériumokban, hanem eukarióta sejtekben 
is tumorsejtek

– Fenotiazinok

– Hydantoinok

– Trifluorometil-ketonok

– Szilícium-vegyületek
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Köszönöm a figyelmet!

Forrás:
http://www.economist.com/node/18483671


