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En son tanimlanan diren¢ mekanizmasi olan aktif disa atim (efflux) olayi, bakterilerde kazanilimig
antibiyotik direncinin énemli nedenlerinden birisidir. Okaryotik ve prokaryotik tiim hiicre tiplerinde
bulunan, hiicre membranina yerlesmis pompa proteinleri olan disa atim sistemleri, ekzojen ve endojen
kaynakli cesitli maddelerin hiicre disina atimindan sorumludur. Bakteriyel pompa proteinleri; ATP Binding
Cassette (ABC), Major Facilitator (MFS), Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE), Resistance -
Nodulation - Division (RND) ve Small Multidrug Resistance (SMR) olmak Uzere bes stiper aile icerisinde
gruplandinilmistir. Disa atim pompalari bazi patojenlerde antibiyotiklere karsi dogal direngte rol oynarlar.
Bu pompalar ayrica, asiri eksprese olarak ve diger diren¢c mekanizmalarina katki saglayarak kazanilmis
dirence neden olurlar. Dahasi, disa atim pompalari dogrudan veya dolayh yollarla bakterilerin virlilans
ozelliklerini kuvvetlendirebilirler. Dolayisiyla, disa atim kaynakl direncin 6niine gecilebilmesi veya direncli
bakterilerin yeniden duyarl hale getirilebilmesi icin, geleneksel antibiyotiklerle kombine edilerek kullani-
ma sunulabilecek potansiyel pompa inhibitorleri, direncle miicadelede ilgi cekici arastirma alanlarindan
birisidir. Bakteriyel pompa sistemlerini inhibe ettigi bilinen bazi bilesiklere 6rnek olarak; fenil-arjinin beta-
naftilamid (PABN), INF271, INF55, karbonil siyanid m-klorofenil hidrazon (CCCP), rezerpin, 1-(1-naftil-
metil) piperazin (NMP), birikodar, timkodar, verapamil, milbemisin, klorpromazin, paroksetin ve omep-
razol verilebilir. Ancak 6zellikle toksisite problemlerinden dolayi, heniiz klinik kullanimi olan bir pompa
inhibitord yoktur. Buna ragmen, disa atim pompa inhibitorlerinin toksisitesi kabul edilebilir diizeyde olan
etkili tlrevleri, oniimiizdeki donemlerde antibakteriyel formulasyonlara girebilir. Ayrica endistriyel ve
akademik alanda faaliyet yiiriten pek ¢ok arastirmaci tarafindan, pompa inhibisyonu 6zelligi kesfedilen
dogal ve sentetik kaynakli pek cok bilesik rapor edilmektedir. Bu cercevede, patent basvuru érnekleri de
olan cesitli antibiyotik tirevi (tetrasiklin, aminoglikozit ve florokinolon analoglari) ve antibiyotik disi bile-
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sikler (indol, Ure, aromatik asit, piperidin-karboksilik asit, kinolin tiirevleri ve peptidomimetikler) siklikla
cahsilmaktadir. Yapilan calismalarla, pompa inhibitorlerinin bazi antibiyotiklerin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) degerlerini diisiirdigi gosterilmistir. Bu derleme yazida, bakterilerdeki disa atim
pompalarinin yapilari ve islevleri 6zetlenmis, dogal ve sentetik kaynakli disa atim pompa inhibitorleri
genel anlamda degerlendirilmistir.

Anahtar sézciikler: Aktif disa atim; disa atim pompa inhibitérleri; antibiyotik direnci; fenil-arjinin beta-
naftilamid; rezerpin.

ABSTRACT

The process of active efflux, the last described resistance mechanism in bacteria, is one of the impor-
tant factors of acquired antibiotic resistance. Efflux systems which consist of membrane-located pump
proteins that exist in all eukaryotic and prokaryotic cells, are responsible for extrusion of the various
exogenous and endogenous substances. Bacterial pump proteins, namely ATP Binding Cassette (ABC),
Major Facilitator (MFS), Small Multidrug Resistance (SMR), Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)
and Resistance - Nodulation - Division (RND) are grouped in five super families. Efflux pumps play a role
in intrinsic resistance against antibiotics among some pathogens. Besides, pumps give rise to acquired
resistance by over-expression and contribute to other resistance mechanisms. Furthermore, pumps can
directly or indirectly intensify the virulence properties of bacteria. Thus, for inhibition of efflux-mediated
resistance or conversion of resistant bacteria to the susceptible phenotype, potential pump inhibitors
combined with traditional antibiotics is one of the research areas of interest in the fight against resist-
ance. There are some compounds known to inhibit bacterial pump systems, such as phenyl-arginine
beta naphthylamide (PABN), INF271, INF55, carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP), reser-
pine, 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP), biricodar, timcodar, verapamil, milbemycin, chlorproma-
zine, paroxetine and omeprazole. However, particularly due to the toxicity problems, there has been no
clinical use of a pump inhibitor yet. Nevertheless, in the upcoming period, derivatives of efflux pump
inhibitor compounds with acceptable level of toxicity and efficacy may be included in antibacterial
formulations. Additionally, a number of natural and synthetic compounds with pump inhibition activity
are reported by many researchers in industrial and academic areas. In this context, various antibiotic
derivatives (tetracycline, fluoroquinolone and aminoglycoside analogs) or non-antibiotic compounds
(indole, urea, aromatic acid, piperidine-carboxylic acid, quinoline derivatives and peptidomimetics),
some of which already have patent applications, are often studied. Pump inhibitors are shown to reduce
the minimum inhibitory concentration (MIC) values of various antibiotics in some studies. In this review
article, the structure and functions of bacterial efflux pumps have been summarized and the efflux pump
inhibitors with natural and synthetic origins have been evaluated.

Keywords: Active efflux; efflux pump inhibitors; antibiotic resistance; phenyl-arginine beta-naphthylamide;
reserpine.

GIRi$

Antimikrobiyal diren¢, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin etkin
tedavisine karsi giderek buytyen bir tehdit olusturmaktadir. Geleneksel antimikrobiyal-
ler, patojenik mikroorganizmalarda ¢oklu ila¢ direncinin ortaya cikisindan olumsuz bir
sekilde etkilenmektedirler. Ozellikle, etken olarak siklikla karsilasilan bakterilerdeki antibi-
yotik direnci kaygi verici boyutlardadir'-3. Antibiyotiklerin kisa bir siire icerisinde islevsiz
kalacagi, enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesinin imkansiz hale gelecegi, klasik
enfeksiyonlarin 6nemli mortalite nedenlerinden birisi olarak yeniden karsimiza cikacagi
gibi endiseler sik sik giindeme gelmektedir>.
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Bakterilerde kazanilmis antibiyotik direncine neden oldugu bilinen mekanizmalar
U¢ ana baslik altinda degerlendirilebilir. Bunlar; (1) antibiyotigin hedefi olan yapinin/
mekanizmanin degisimi, (2) bakteri tarafindan salgilanan bazi enzimlerin antibiyotigi
inaktif hale getirmesi ve (3) antibiyotik konsantrasyonunun bakteri hicresi icerisinde
yeterli seviyelere ulasamamasidir. Bu lg¢tinci problem iki sekilde ortaya ¢ikabilmektedir.
ilk olarak, bakteri hiicre membraninin porin kaybina ugramasiyla gecirgenligi azalmakta
ve boylelikle ila¢ hiicre icerisine yeterince girememektedir. Diger mekanizmada ise, disa
atim pompalarinin asiri eksprese olmasi ve boylelikle etkin bir sekilde icerideki ilaci disa-
riya atmasi s6z konusudur®”.

Antibiyotik direnci sorunu, mevcut antibiyotiklerin modifiye edilmesi ve ayni zamanda
yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢cikarmaktadir®. Diger taraftan, tniver-
sitelerde ve biyoteknoloji/ilag sirketlerinde arastirmacilar tarafindan birtakim alternatif
tedavi yontemleri gelistirilmeye caligiimaktadir’. Bunlar arasinda antimikrobiyal peptid-
ler, bakteriyofajlar ve lizinler, terapotik antikorlar, yeni tekniklerle uretilip denenen asilar,
bakterinin virtilans faktorlerini hedef alan antiviriilans yaklagimlar, gram-negatif bakteri-
lerin lipopolisakkarit (LPS) tabakasini hedef alan LPS inhibitorleri, biomedikal Uriinlerin
antibakteriyel 6zellikte olanlarinin gelistirilmesi, metallo-antibiyotikler ve pratikte klinik
olarak kullanimi mevcut p-laktamaz inhibitorleri ile tzerinde calisilan disa atim pompa
inhibitérlerinin adjuvan olarak kullanimi sayilabilir®?. Bu gibi yaklagimlar icerisinde, disa
atim (efflux) pompasi mekanizmasini inhibe edebilen pompa inhibitorlerinin, antibiyotik
duyarliigini yeniden saglayabildikleri pek cok deneysel arastirmada gosterilmis oldugun-
dan umut verici bir secenek olarak karsimiza ¢cikmaktadir’1%-12,

DISA ATIM POMPALARI

Hiicre membrani boyunca, hiicre ici ve hiicre digi ortam arasinda madde tasinmasi
pasif (enerjiden bagimsiz) veya aktif (enerjiye bagimli) olarak gerceklesir. Pasif tasinma
kendi icinde basit difiizyon ve kolaylastinlmig difiizyon (kanal aracili ve tasiyici aracil)
olarak, aktif tasinma ise kendi icinde aktif transport (primer ve sekonder aktif transport)
ve vezikiller arayiciligiyla transport (endositoz, ekzositoz ve transsitoz) olarak gruplan-
dirllabilir'®. Bakteriyel disa atim pompalarinin bir kismi primer, cogunlugu ise sekonder

aktif transport grubuna dahildir® 416,

Disa atim pompalari, ekzojen veya endojen kaynakli cesitli maddelerin hiicre digina
atimindan sorumlu membran transport proteinleridir. Bakterilerden okaryotik hiicrelere
kadar tiim canl hiicrelerde bulunurlar. Bunlarin bir kismi (6rnegin TetA ve CmlA) subs-
trat bakimindan tek bir bilesige 6zgili iken cogu pompa sistemi (6rnegin MexAB-OprM,
NorA ve BmrA) cesitli yapilarda birden fazla bilesigi taniyabilir. Bu bilesiklere 6rnek olarak
biyosidler, deterjanlar, dezenfektanlar, antimikrobiyal peptidler, kanser kemoterapisinde
kullanilan ilaclar ve cesitli antibiyotikler verilebilir'”-22,

Tum bakteriyel genlerin yaklasik %5-10’unun transportta rol aldigi ve bunlarin da
biiyiik bir kisminin disa atim pompalarini kodladigi tahmin edilmektedir'®. Bakterilerdeki
coklu ilag disa atim sistemlerinin hemen hemen tamami kromozomal olarak kodlanir.
Pek cok 6rnekte bu sistemlerin, regiilator genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu
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eksprese edildikleri g6zlemlenmistir. Buna paralel olarak bakteriler, disaridan ilgili gen de-
terminantlarini edinmeksizin coklu ila¢ direnci gelistirebilmektedirler. Tek bir ilaca 6zgu

pompalar ise genellikle plazmidler veya hareketli genetik elemanlar araciigiyla kodlanir-
lar21:23.

Disa Atim Pompalarinin Yapisi

Disa atim sistemleri bakteri hiicre duvarinin yapisina gore farkh sekillerde organize
olur. Gram-porzitif bakterilerde hiicre membranindaki tek bir pompa proteini disa atimi
gerceklestirirken, gram-negatif bakterilerde bu islevden ayni sekilde tek bir pompa pro-
teini ya da (ic parca proteinden olusan pompa sistemi sorumludur?®?*, Uc parcali bu
sistem; (a) hiicre membranina yerlesmis bir transport proteini olan disa atim pompa pro-
teini, (b) disg membran faktori (outer membrane factor; OMF) veya dis membran kanali
(outer membrane channel; OMC) olarak adlandirilan dis membrana yerlesmis bir kanal
proteini ve (c) iki protein arasinda kesintisiz baglanti saglayan periplazmik membran
flizyon proteininden (membrane fusion protein; MFP) olusur'. Tek parcali disa atim pro-
teinleri, antibiyotigi sitoplazmadan periplazmik aralia atar; bunlar tanidiklari substrat
cesitliligi acisindan dar spektrumludurlar. Ug parcali disa atim sistemleri ise antibiyotigi
sitoplazmadan dis ortama aktarir; bunlar genis spektrumda substrati taniyabildiklerinden
coklu ilac direncine yol acarlar?>-2>.

Disa atim pompalarinin gruplandiriimasi genel olarak, yapilari, kullandiklar enerji kay-
naklari, substratlar, membran boyunca katlanma sayilar ve gen dizisi benzerlikleri dik-
kate alinarak yapilmaktadir'®1%17:26 pek cok kaynakta bakteriyel pompa proteinleri bes
stiper aile icerisinde gruplandiriimistir. Bunlar; (1) ATP-Binding Cassette (ABC), (2) Major
Facilitator (MFS), (3) Multidrug and Toxic compound Extrusion (MATE), (4) Resistance-No-
dulation-Division (RND) stper aileleri ve (5) Small Multidrug Resistance (SMR) ailesidir
(Tablo 1)!"'524, SMR ailesi, Drug Metabolite Transporter (DMT) siiper ailesine dahil olan
bir gruptur. RND tipi pompa proteinleri yalnizca gram-negatif bakterilerde bulunurken,
digerlerine hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilerde sikca rastlanir. MFS tipi
pompa proteinleri sekonder aktif transport sistemleri icerisindeki en buytk gruptur. Pom-
palarin islevsel olabilmesi icin genellikle en az 12 transmembran segmentine sahip olma-
si gerektiginden, SMR grubu pompa proteinleri muhtemelen trimerler seklinde organize
olmaktadirlar’10:11.16,17,23,24,26-30

Disa Atim Pompalarinin islevleri ve Antibiyotik Direncine Katkisi

En son tanimlanan diren¢ mekanizmasi olan disa atim pompalari, ilk olarak 1976’da
memeli kanser hicrelerinde bulunan P glikoproteininin kanser ilaglarina karsi dirence ne-
den oldugunun saptanmasiyla glin yiiziine ¢cikmistir. Cok gecmeden, 1980°de Escherichia
coli'de tetrasiklin direncine yol acan bir pompa (Tet proteini) rapor edilerek prokaryot-
larda da var olduklari ortaya konulmustur. Bu tarihten itibaren yapilan calismalar sonu-
cunda, ginimuzde cesitli bakterilerde bircok antibiyotige karsi diga atim aracili direng
gelisimi oldugu bilinmektedir ve bu mekanizma diren¢ sorununun 6nemli nedenlerinden
birisidir'1-22-2431 Disa atim aracili coklu ilag direnci, gram-negatif patojenlerde daha sik
gozlenmekte, gram-pozitif patojenlerin klinik izolatlarinda da giderek artan oranlarda
rastlanmaktadir®?,

MiKROBiYOLOJi BULTENI 281




Antibiyotik Direncinde Disa Atim Sistemlerinin ve Direncle

Miicadelede Disa Atm Pompa inhibitérlerinin Onemi

Tablo I. Bakteriyel Disa Atim Pompa Proteinlerinin 3B Kristal Yapilari® ve Genel Ozellikleri

:1,15,24

Ornek Protein/

Siiper Aile ilgili Bakteri Topoloji ve
Grubu (PDB No) 3B Yapi® Mekanizma
12 segmentli
e (6 TMS,
Primer ABC MsbA/E.coli 6 internal ATP-
tasiyic (3B5W) baglayici bolge)
ATP’ye bagiml
transport
Sol: 12 TMS’li
LacY ve YbgH/ | % Sag: 14 TMS'li
E.coli M
MFS (sirastyla TPV6, " L
4Q65) H* gradientine
bagli antiport
NorM/Vibrio | . 12TMST
MATE cholerae oo N —
e ELb Na* gradientine
(3MKU) < -
bagli antiport
4 TMSli
' A oo —
S:konder SMR Em;lé/éficoh ,...?:;
astyrct ( ) 3 H* gradientine
bagl antiport
12 TMSli
MexB/
. Pseudomonas
RND aeruginosa H* gradientine
(2V50) bagl antiport

edilmistir.

@ Kristal yapilar, RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank)’den elde

 Membran yapilari ve pompa proteinlerinin birbirlerine gére konumu tam olarak bilinmemekle birlikte, tablodaki
membranlari temsil eden yapilar tahmini olarak konumlandiriimistir.
¢ Gorsel bitlnlik agisindan, RND grubundaki Membran Fiizyon Proteini (MFP), alt tnitelerinin birbirlerine gére
konumu gozetilmeksizin, uzun aksisi boyunca ikiye ayrilmis olarak verilmistir.
PDB No: Protein Data Bank Erisim Numarasi; TMS: Transmembran segmenti; DMF: Dis Membran Faktorii; MFP:
Membran Fiizyon Proteini
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Disa atim pompalari pek cok substrati ve dolayisiyla antibiyotigi taniyabilirler. ABC tipi
pompalar tetrasiklinler, florokinolonlar, aminoglikozidler, makrolidler, rifampisin, kloram-
fenikol ve linkozamidleri; MFS tipi pompalar bu antibiyotiklere ek olarak pristinamisini;
RND tipi pompalar ise p-laktamlar, stlfonamidler ve fusidik asidi tanirlar. SMR tipi pom-
palardan en cok etkilenen antibiyotikler ise tetrasiklinler, eritromisin ve silfadiyazindir.
Tam super aileler icerisinde, etkinlik acisindan dustnildigiinde, RND tipi pompalar en
genis protein ve substrat cesitliligine sahip olan gruptur'-'6.

Tek basina degerlendirildigi zaman, disa atim mekanizmasinin bakterilerdeki antibi-
yotik direncine katkisi diisiik veya orta diizeydedir’ "6, Ancak klinik olarak 6nemli bir
diren¢ mekanizmasi olmasinin nedenleri su sekilde siralanabilir:

Dogal direng: Disa atim sistemlerinin bir kismi, regilator genlerin uyarimi veya bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu eksprese edilirler. Bazi pompa genleri ise
bazal seviyelerde sirekli olarak eksprese edilirler; dogal direncin (6zellikle gram-negatif
bakterilerde bircok antibiyotige karsi olan dogal direng) 6nde gelen nedenlerinden
birisi budur'®3334, Yapilan cesitli calismalarda, sirasiyla AcrB-TolC ve AcrAB pompa
sistemlerinden yoksun mutant E.coli ve Haemophilus influenzae’'nin makrolidlere karsi;
MexAB-OprM pompa sisteminden yoksun Pseudomonas aeruginosa’nin B-laktam,
kloramfenikol, florokinolonlar ve tetrasiklinlere karsi; MdrL pompa sisteminden yoksun
Listeria monocytogenes’in sefalosporinlere karsi dogal dirence ya da zayif bir duyarliiga
sahipken, oldukca duyarli hale geldikleri gézlemlenmistir33-33.

Bir disa atim sisteminin agir ekspresyonu: Klinik 6nemi yiiksek pek ¢cok patojende
asin eksprese edilen muhtelif pompa sistemlerinin, tetrasiklinler, makrolidler, florokino-
lonlar, aminoglikozitler, penisilinler, amfenikoller gibi sik kullanilan cesitli antibiyotik
gruplarina karsi azalmis duyarllk, hatta kazaniimis veya dogal diren¢ nedeni olduklari
bilinmektedir. Mikobakterilerden Mycobacterium tuberculosis, gram-negatif bakterilerden
Salmonella enterica, Acinetobacter baumannii, Campylobacter jejuni, Neisseria gonorrhoe-
ae, Bacteroides fragilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella spp., Serratia marcescens, H.influ-
enzae, Helicobacter pylori, gram-pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia ve Enterococcus faecalis bunlara érnek olarak verilebilir'717:2333,36.37 Bjrcok
kaynakta digsa atim aracili direng, patojen/pompa sistemi/antibiyotik iliskisi cercevesinde,
tablolar halinde islenmistir'7/11,232433,35,

Cesitli disa atim sistemlerinin ayni anda eksprese edilmesi: Farkl tipte pompa
kombinasyonlarinin ¢esitli antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
degerlerine etkisi, yapilan bazi calismalarla karsilastirmali olarak ortaya konmustur’-2!,
P.aeruginosa kokenlerinin kullanildigi bir calismada, iki farkh coklu, iki farkh tekli ve bir
coklu bir tekli pompa proteinini ayni anda eksprese edenler olmak tizere mevcut izolatlar
U¢ gruba ayrilmistir. Ayni tip pompalari eksprese eden suslar incelendiginde (li¢ parcali
MexAB-OprM ve MexCD-Opr] eksprese edenler), levofloksasin MiK degerlerine katkisi
acisindan bu pompalarin herhangi birinin ekspresyonu ile her ikisinin ayni anda ekspre-
syonu 6nemli bir farkhlik gostermemistir. Farkli tipte pompalari eksprese eden suslar (li¢
parcali AcrAB-TolC ve tek parca CmlA ekprese edenler) incelendiginde ise, her iki pom-
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panin ayni anda ekspresyonunun kloramfenikol MiK degerlerinde meydana getirdikleri
artig (> 256 ug/ml) ayri ayri etkilerinin toplamindan (32-64 ug/ml) en az 4 ila 8 kat
daha fazla bulunmustur. E.coli, P.aeruginosa gibi patojenlerin klinik izolatlarindaki yuksek
dizey kloramfenikol direncinin nedenleri incelendiginde, bu sonuclari destekler nitelikte
bulgulara erisilmistir. Bu durum, farkli yapidaki pompalarin disa atim mekanizmalari da
kismen farkli oldugundan, ayni anda ekspresyonlari halinde ortaya ¢ikan toplam etkin-
ligin normalden daha fazla oldugunu distindiirmektedir’-2'.

Diger direnc mekanizmalariyla sinerjik etki: Bakteriler yiiksek diizeyde antibiyotik
direnci kazanmak icin genellikle birka¢ diren¢ mekanizmasinin sinerjik olarak etkilesimin-
den yararlanirlar?®>. Ornegin, P.aeruginosa enfeksiyonlarinda kullanilan florokinolonlara
karsi anlaml seviyelerde bir diren¢ gelisiminden s6z edebilmek icin topoizomerazlari
kodlayan genlerde mutasyonun yani sira bakteriye 6zgi disa atim sistemlerinin asir ek-
spresyonu da gerekmektedir. Pratikte, bu iki mekanizmanin ayri ayr neden oldugu MiK
artigi ongortlen kritik noktalarr asmamakta ve dolayisiyla klinik seviyelerde bir direng
gelisimine neden olmamaktadir'2. Ayrica gram-negatif bakterilerde hiicre duvari zorlu
bir bariyer teskil ettigi icin, disa atim sistemlerinin de katkisiyla, antibiyotik direnci ortaya
cikmaktadir. Paeruginosa’daki dogal penem direnci dis membran bariyeri, AmpC B-lak-
tamaz ve MexAB-OprM disa atim sisteminin ortak katkilari sonucu olugmaktadir. Benzer
ornekler arasinda A.baumannii, Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia spp. de
sayilabilir. Diger taraftan E.coli’'de sinif-C f3-laktamazlar birinci ve ikinci kusak sefalosporin-
lere, AcrB pompa proteini ise penisilinlere direncte rol oynamakta, sonu¢ta muhtemelen
her iki mekanizmanin da katkisiyla, t¢linci ve dordiincl kusak sefalosporinlere direng
goriilmektedir’-25:3,

Disa atim sistemlerinin bakteri viriilansina etkisi: Mevcut veriler dahilinde yeterli
bilgi olmasa da, digsa atim sistemlerinin ekspresyonu ile biyofilm olusturma ve ¢ogun-
lugu algilama (quorum sensing) arasinda birbirini destekler bir iligki oldugu dusunul-
mektedir. E.coli, L.monocytogenes gibi patojenlerle yapilan bazi calismalarda, kendileri-
ne 6zgl pompa proteinlerini kodlayan genlere sahip mutantlarin, biyofilm olusturma
kapasitelerinde ciddi bir artis goralmistiir. Bu genlerden yoksun mutantlar icinse tam
tersi bir durum séz konusudur?®. Diger taraftan kendilerine 6zgii pompa sistemlerin-
den yoksun Salmonella typhimurium’un (AcrB mutanti) makrofajlara invazyonunun ve
P.aeruginosa’'nin (MexAB-OprM mutanti) hiicre kiiltlri ortamindaki hiicreleri enfekte
etme yeteneginin olmadigi gorilmustir. Ayrica, H.pylori’'nin CznABC metal pompasinin
Ureaz modiilasyonu ve gastrik kolonizasyonda, N.gonorrhoeae’nin MtrCDE sisteminin ise
idrar yolu enfeksiyonlarinda rol oynadigi cesitli calismalarda gosterilmistir'. Bunun yani
sira sideroforlar ve quorum sensing sinyal proteinleri (6rnegin, N-acil homoserin lakton)
gibi bakteri acisindan kritik 6neme sahip hticresel Grtinler, sitoplazmada sentezlenip disa
atim araciligiyla dis ortama gonderilmektedir. Buna en iyi 6rneklerden biri de, enterotok-
sijenik E.coli (ETEC)'nin 1siya direncli toksininin (enterotoksin-II) MacAB-TolC sistemiyle
dis ortama salgilanmasidir. Dolayisiyla, bu tirden molekdllerin bakteri agisindan 6nemi
distinuldigunde, pompalarin Ustlendigi fizyolojik rollerin, bakterinin viriilansina 6nemli
katkilari oldugu anlagilmaktadir'”.
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DISA ATIM ARACILI DIRENCIN iNHIBISYONU

Disa atim aracili direncin 6ntine gecilebilmesi veya direncli kokenlerin yeniden duyarli
hale getirilebilmesi icin takip edilebilecek yontemler genel olarak tg¢ bashk altinda ince-
lenebilir>':

1. Pompa mekanizmasini atlatma

Disa atim pompalarinin, ayni antibiyotik gruplar icindeki ajanlara, mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olsa da, farkl oranlarda duyarl olduklari gozlenmektedir. Ge-
nellikle bir grup icerisindeki yeni nesil ajanlar, eskilere kiyasla disa atim pompalarinca
daha duslik oranlarda taninmakta ve boylece disa atimdan daha kolay kacabilmektedir-
ler. Orneg“]in, 3. ve 4. nesil kinolonlar 1. ve 2. nesil kinolonlara, ketolidler makrolidlere,
glisilsiklinler tetrasiklinlere kiyasla daha dusiik oranlarda disa atim pompalarinin hedefi
olmaktadirlar. Dolayisiyla eski gruplar tzerinden yeni antibiyotik tasariminda diren¢ me-
kanizmalarini da géz 6niinde bulundurmak faydali olacaktir>'":23,

2. Disa atimin biyolojik inhibisyonu

Biyolojik olarak inhibisyona dair fikirler iki noktada yogunlagmaktadir. Bunlardan ilki
antisens oligonukleotidler, siRNA’lar veya daha farkl antisens molekillerle regiilasyon
asamasinda pompalarin ekspresyonunun 6niine gecilmesidir. Bu uygulamaya, “Methods
of reducing microbial resistance to drugs” adiyla patenti alinmig (yayinlanma numarasi:
US 20110301127 A1), E.coli'nin AcrAB disa atim sistemini hedef alan bir yontem 6rnek
olarak verilebilir. Diger bir yaklagim ise, pompalara 6zgu antikorlarin kullanilmasinin ya-
rarli olabilecegi seklindedir>'".

3. Disa atimin farmakolojik inhibisyonu

Daha genis olarak cahsilan bu yontem, muhtelif mekanizmalarla etkinlik gosteren
disa atim pompa inhibitorleri kullanilarak, aktif disa atimin inhibisyonu prensibine dayan-
maktadir>'"-23, Pompalarin farmakolojik inhibisyonuna dair bazi mekanizmalar 6ngériil-
mektedir. Yukaridaki yontemlerde deginilen regiilasyon agamasinda inhibisyon ve uygun
antibiyotik tasarimiyla pompay! atlatma seceneklerinin disinda; pompa sisteminin enerji-
sini kesme, yarismali veya yarismasiz pompa inhibitorlerini kullanarak asil etkinlige sahip
olan antibiyotigi pompadan gizleme, gram-negatiflerdeki ti¢ parcali sistemin islevsel bir
sekilde bir araya gelisinin 6niine gecilmesi veya dig membran faktortiniin bloke edilmesi
gibi mekanizmalarla diga atimin inhibisyonu miimkiin olabilir''27-38,

Disa Aim Pompa inhibitérleri

Gunlimuzde, cogunlugu dogal veya sentetik kaynakl molekillerden yola c¢ikilarak
geleneksel tarama yontemleriyle rastgele kesfedilen cesitli bilesiklerin, disa atimi inhibe
etme yetenegine sahip olduklari gésterilmistir (Tablo I1)''%'. Ornegin PABN ve NMP gibi
pompa inhibitérii bilesiklerin, direncli gram-negatif bakterilerdeki siprofloksasin MiK de-
gerlerine etkisinin arastirildigi calismalarda; PABN'nin P.aeruginosa, E.coli ve A.baumannii
klinik izolatlarinda, NMP’nin ise E.coli ve K.pneumoniae klinik izolatlarinda siprofloksasin
MIiK degerlerinde belirgin azalmaya yol actigi tespit edilmistir*>°, Benzer sekilde, cesitli
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Tablo 1. Bakteriyel Disa Atim Sistemlerine Etkili Oldugu Bilinen Pompa Inhibitérleri’ %17

Etkin oldugu bakteriler/
Sinif inhibitor Kimyasal formiil disa atim sistemleri

HoN e L o
S )

(Fenil-arjinin beta
naftilamid)
(MC-207,110) HN

H.N “SnH

Gram-negatifler/RND

Peptidomimetikler HsC
INF271

Rt T
(BLT-4) \gr \@ Gram-pozitifler/MFS
O,N A
INF55 \©\|~>_© Gram-pozitifler/MFS
H

Proton iyono- CC.CB . H Gram-negatifler,

. (Karbonil siyanid H . -
forlari (Enerji m-klorofenil cl N7 mikobakteriler/RND,
Dekuplrleri) hichason U W MEFS, MATE

. . Gram-pozitifler/
Alkaloidler Rezerpin MFS, ABC
N
Piperazin NMP [ j
P . (1-(1-naftilmetil) N Gram-negatifler/RND
tlrevleri . -
piperazin)

cat Verapamil 0. W i Gram-negatifler,
antagonistleri p HC \/\CE"‘U!: mikobakteriler/MFS, ABC
MG - o Ot
0
Cl N

Fenotiyazinler Klorpromazin® . Gram-Pomtlerr,
mikobakteriler/ABC, SMR
~

N
I
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Tablo II. Bakteriyel Disa Atim Sistemlerine Etkili Oldugu Bilinen Pompa inhibitérleri’'%'" (devami)

. Etkin oldugu bakteriler/
Sinif Inhibitor Kimyasal formiil disa atim sistemleri

Q
Q«JH Gram-pozitif ve
( negatifler/MFS, RND
fe) (o]
g
o

P CH;
I
N Se A A O
Proton pompa Omeprazol <:/§:‘hi: e Gram-pozitifler/MFS

Selektif
seratonin geri Paroksetin
alim inhibitorleri

inhibitorleri
HiyC—O
R?
el
C\/\El/..wo "
Makrolid . - | Gram-pozitif ve
turevleri Milbemisin O ° negatifler/ABC
3
Hat o N oA
Birikodar b I A T Gram-pozitif ve
(VX-710) H.,GHQ,I_ J I A L) negatifler/MFS, ABC
: s
Hye®
Piperidin -
karboksilik asit o
tarevleri CH, O-E]_._{_/!L\ £
. 0. ’lhl 5 [k/ A N
Timkodar H!C,DJ\;‘.__‘L.. A Gram-pozitif ve
(VX-853) I O ¢ negatifler/MFS, ABC
]
Q@
S

?Hangi stper aileye etkinlik gosterdigi tam olarak bilinmemektedir. Tabloda verilmis olanlar tahminidir.

antibiyotiklere direncli bakteriler Gzerinde cesitli inhibitor bilesikler denenerek yapilmig
pek cok arastirma vardir®4142,

Toksisite ve stabilite problemlerinden dolayr klinik kullanima uygun pompa in-
hibitori+antibiyotik kombinasyonlarinin henuz bir 6rnegi olmasa da, pek ¢ok arastirmaci
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tarafindan caligilan mevcut inhibitorlerin tirevlerinin veya tamamen 6zgiin molekdiller-
in bu durumu asmasi muhtemeldir. Boylelikle antibiyotik etkinliginin 6nemli olclide
geri kazanilabilecegi, dahasi direncli bakterilerin eliminasyonunun mimkiin olabilecegi
diisiincesi yayginlik kazanmistir?”. Bu cercevede, patent bagvurulari yapilmis cesitli an-
tibiyotik turevleri (tetrasiklin, aminoglikozid ve florokinolon analoglari) ve antibiyotik
disi bilesikler (indol, Gre, aromatik asit, piperidin-karboksilik asit ve kinolin tiirevleri ile
peptidomimetikler) yaygin olarak calsiimaktadir. Simdiye kadar klinik fazlarda deneme
asamalarina gegen tek 6rnek Mpex Pharmaceuticals’in MP-601,205 kodlu bilesigidir’-'".
Bilinen pompa inhibitorleri genel olarak; pompa sisteminin enerjisinin kesilmesi (pro-
ton gradientinden elde edilen enerjinin engellenmesi) ve direkt olarak pompanin blokaiji
(pompa substratlarinin yarismali veya yarigsmasiz inhibisyonu) seklinde iki ayri mekaniz-
ma ile etkinlik gosterirler’-33.

Son yillarda yogun olarak caligilan disa atim sistemlerinin ve potansiyel pompa in-
hibitorlerinin degerlendiriimesinde bazi basit in-vitro yontemler siklikla tercih edilmek-
tedir. Bunlara 6rnek olarak, bakterinin coklu ilag direncine sahip klinik izolati, vahsi tipi
ve asirl pompa ekspresyonuna sahip mutant tipinin karsilastirilmasi yontemine dayanan
klasik etidyum-bromir agar metodu ve gercek zamanli degerlendirme yapan 1s1 dongi
cihazinin kullanildigi (Corbett Research 3000TM) otomatize etidyum-bromir metodu
verilebilir*®. Degerlendirmenin in-vivo boyutu diisiiniildigiinde ise, dikkat edilmesi tav-
siye edilen bazi kriterler 6n plana ¢cikmaktadir. Bu kriterler patojen ve konak¢i organizma
acisindan olmak uzere iki baglik altinda degerlendirilebilir:

1. Patojen organizmaya etkileri bakimindan ideal bir pompa inhibitori, pompalarin
substrati olan antibiyotiklerin etkinligini artirmali, pompalarin substrati olmayan
antibiyotiklerin etkinliginde bir degisiklige yol agmamalidir. Buna paralel olarak
inhibitor bilesikten, islevsel pompa sisteminden yoksun suslarda etkinlik goster-
memesi beklenir. Ayrica, ideal inhibitor, pompalarin substrati olan maddelerin
bakteri hiicresinde birikimini artirmali ve atimini azaltmaldir. Son olarak, hiicre
ici ve hiicre digi proton yogunlugu farkhliindan kaynaklanan proton gradientini
degistirmemelidir6-44,

2. Konakgr organizmaya etkileri bakimindan ideal bir pompa inhibitoriinin ise, dnce-
likle, okaryotik hiicrelerde herhangi bir farmakolojik etkisi olmamalidir. Aksi tak-
dirde 6zgllliglinden bahsedilemez ve yan etkilere sebep olabilir. Diger taraftan,
maksimum 6zgiilliik ve etkinlik gosterebilmesi icin terapotik penceresi ve farma-
kokinetik profili genis olmaldir. Ayrica, ylksek serum seviyelerine ulasabilmesi ve
hiicrelerde yiiksek oranlarda birikebilmesi icin proteolitik acidan stabil olmalidir.
Yiksek konsantrasyonlarda kullanilacagindan toksik olmamalidir. Son olarak, para-
doksal bir sekilde cesitli diren¢c mekanizmalarini tetikleyerek kendisine karsi direng
gelisimine neden olma ihtimali oldugundan, antibakteriyel etkinligi olmamalidir’.
Bazi kaynaklarda, ideal pompa inhibitériintin 6zgil olmasi gerektigi ile ilgili oner-
ilere ters dugen yorumlar da vardir; bu noktada cift etkili (hem bakteri hem de
memeli hiicrelerinde etkili) bir inhibitoriin birtakim avantajlar olabilecegi ifade
edilmektedir®>46. Cift etkili inhibitér, viicut hiicrelerindeki pompalari da inhibe
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ederek, kombine edilecek antibiyotigin hiicresel birikimini artiracaktir. Boylelikle
antibiyotigin daha distik konsantrasyonlarda kullanimi miimkiin olacak ve isten-
meyen yan etkilerin ortaya ¢ikma riski azalacaktir. Diger taraftan, hiicre ici pa-
tojenlerin eradikasyonu da hizlanacaktir. Ayrica antibiyotigin kan-beyin bariyeri
gecirgenligi ve gastrointestinal sistemden emilimi artacaktir. Dolayisiyla bu tir
olasi etkiler, hem bakteri hiicresindeki birikimini hem de viicuttaki fizyolojik sevi-

yesini artirarak, antibiyotigin etkinligine nemli oranda katki saglayabilir*>#®.

SONUC

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ¢igir acan antibiyotiklerin, kisa veya uzun va-
dede direng gelisimine yenik dismesi kacinilmaz goriinmektedir. Buna ragmen adjuvan
ajanlarin kullanimiyla bu durum belirli dl¢tide geciktirilebilir. Bu noktada disa atim pom-
pa inhibitorleri, potansiyel adjuvan terapétik ajanlar olarak tim diinyada yogun bir sekil-
de arastirilirken, konuyla ilgili tilkemizdeki calismalar hentz oldukga sinirlidir. Uluslararasi
yogun ilgiye ragmen heniz klinik kullanimda pompa inhibitorlerinin 6rnegi olmamasi,
bir firsat olarak gorulebilir. Akademik kurumlarda ve ila¢ endustrisinde faaliyet yiriten
kuruluslarda, isbirligi icerisinde gerceklestirilecek in-vitro, preklinik ve klinik calismalarla
Ulkemiz bu konuda oncllik edebilir. Ayrica antibiyotik+beta laktamaz inhibitori+disa
atim pompa inhibitori seklinde lcli kombinasyonlar cok daha etkili sonuglar verebilir.
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