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NOWE STRATEGIE WALKI Z CHOROBAMI ZAKAZNYMI — LEKI
SKIEROWANE PRZECIWKO CZYNNIKOM WIRULENCJI

WSTEP - ZMIERZCH ERY
ANTYBIOTYKOW

Odkrycie antybiotykéw i wprowadzenie
ich to powszechnego uzycia mozna uznac za
jedno z najistotniejszych osiagnie¢ medycy-
ny XX w. Terapie antybiotykowe w znaczacy
spos6b obnizyly zachorowalno$¢ i Smiertel-
nos¢ z powodu chorob infekcyjnych, wywie-
rajac korzystny efekt nie tylko w odniesieniu
do poszczegolnych osobnikow, ale takze po-
przez ograniczenie rozprzestrzeniania sie pa-
togennych mikroorganizmow.

Pierwszy antybiotyk, penicylina, odkryty
w 1928 r. przez Aleksandra Fleminga, zo-
stal wprowadzony do powszechnego uzytku
w latach 40. XX w. Do poczatku lat 60.
poprzedniego wieku wprowadzono na rynek
20 nowych klas antybiotykéw. Od tego cza-
su szybkos¢ odkrywania nowych klas tych
lekéw w znaczacy sposob zmalata. Wprowa-
dzane na rynek nowe antybiotyki sa przede
wszystkim analogami juz istniejacych i tak
np.: tigecyklina to trzeciej generacji tetracy-
klina, ceftarolina nalezy do piatej generacji
cefalosporyn, a adoripenem to nowy synte-
tyczny lek z grupy karbapenemow (COATES i
wspoélaut. 2011, VENTOLA 2015b). Dwie nowe
klasy antybiotykow, ktore pojawily sie w
ostatnich 30 latach, reprezentuje linezolid,
nalezacy do klasy oksaolidynonéw, i dapto-
mycyna, przedstawiciel klasy cyklicznych li-
popeptydéw. Oba leki sa aktywne przeciwko

Gram-dodatnim patogenom, takim jak np.
oporne na penicyline pneumokoki czy opor-
ne na metycyline szczepy Staphylococcus
aureus (NORRBY i wspélaut. 2005). Jedno-
czeSnie, w tym samym czasie obserwujemy
nieslychanie szybko powickszajaca sie licz-
be szczepow bakterii patogennych, zaréwno
bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodat-
nich, opornych na antybiotyki. Zwieksza sie
nie tylko liczba wielolekoopornych szczepow,
tzw. MDR (ang. multidrug-resistant), ale
takze szczepow o wyjatkowej opornosci, XDR
(ang. extensively drug-resistant), a ostatnio
wprowadzono termin PDR (ang. pandrug-re-
sistant) dla opisywania szczepow bakteryj-
nych opornych na wszystkie dostepne an-
tybiotyki. Dokladne definicje wymienionych
terminéw oraz metod uzywanych do okre-
§lania przynaleznosci szczepow do konkret-
nej kategorii zostaly ustalone przez miedzy-
narodowe gremia specjalistow (MAGIORAKOS
i wspoétaut. 2012). Szczepy oporne na kon-
kretne, ,nowe” antybiotyki pojawiaja sie sto-
sunkowo szybko po wprowadzeniu lekéw do
terapii. I tak np., szczepy S. aureus oporne
na metycyline zidentyfikowano juz w 1962 r.
w Wielkiej Brytanii i w 1968 r. w USA (lek
wprowadzono w 1960 r.), a oporne na line-
zolid juz w 2001 r., w niecaly rok po wpro-
wadzeniu leku na rynek. Ryc. 1 przedstawia
historie wprowadzania do lecznictwa anty-
biotykéw i pojawiania sie opornych szczepow
bakteryjnych (Cbcp 2013). Mikroorganizmy,
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Rok Rok
zidentyfikowania | wprowadzenia
opornosci na antybiotyku
antybiotyk
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194 3 penicylina
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tetracyklina-R Shigella 1959 wm 1060 metycylina
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==1085 imipenem i ceftazydym
ceftazydym-R Enterobacteriaceae 1987
wankomycyna-R Enterococcus 1988 ==
lewofloksacyna-R pneumokoki 1996 1996 lewofloksacyna
imipenem-R Enterobacteriaceae 1998 m—
ruzlica XDR 2000 e i i
c Iinezolid-E g;agpgy;ococcus %88}: 2000 linezolid
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PDR-Acinetobacter i Pseudomonas 2004/5 == daptomycyna
ceftriakson-R Neisseria gonorrhoeae 5409 mmm .
PDR-Enterobacteriaceae ==2010 ceftarolina
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Ryc. 1. Kalendarium wprowadzania nowych antybiotykéw i pojawiania sie opornych na nie szczepow

bakteryjnych.

stanowiace istotne zagrozenie dla ludzko-
Sci ze wzgledu na proces wielolekoopornosci
(Enterococcus faecalis, Staphylococus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
manii, Pseudomonas aeruginosa, Enteroba-
ter iaceae), zostaly zaliczone do tzw. grupy
ESKAPE, dla podkreslenia ich zdolnosci do
sucieczki” wszelkim dzialaniom terapeutycz-
nym i naszej bezsilnosci (RICE 2008, Bo-
UCHER i1 wspotaut. 2009). Brak terapeutycz-
nych opcji zmusza czesto klinicystow do po-
wrotu do stosowania ,starych” antybiotykéw,
wycofanych z uzycia ze wzgledu na ich wy-

soka toksycznosé, takich jak np. kolistyna
(polimyksyna E) (FALAGAS i KAsIAKOU 2005).
Mechanizmy warunkujace opornos¢ na anty-
biotyki sa bardzo rézne. Do najwazniejszych
mozna zaliczy¢: inaktywacje lub modyfika-
cje celu dzialania antybiotyku, modyfikacje
antybiotyku, obnizenie poziomu wnikania
do komorki lub aktywny proces usuwania
antybiotyku. Geny warunkujace opornosé
generowane sg glownie na drodze mutacji
lub rearanzacji materialu genetycznego, a
ich rozprzestrzenianie warunkuja réznorod-
ne procesy wymiany materialu genetycznego
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miedzy mikroorganizmami, tzw. horyzontalny
transfer genéw. Pojawianie sie opornosci na
leki jest naturalnym zjawiskiem, ale szyb-
kie rozprzestrzenianie sie i selekcja szcze-
poéw opornych jest wynikiem niewtasciwego
i zbyt masowego stosowania tych lekow w
terapiach ludzi, w weterynarii i rolnictwie
(NORMARK i NORMARK 2002; VENTOLA 2015a,
b; HOLMES i wspoétaut. 2016).

Coraz wigksza liczba klinicznych izola-
tow bakteryjnych opornych na stosowane
leki wymusza szybkie poszukiwanie nowych
metod profilaktycznych i terapeutycznych.
Wiele swiatowych agencji czy towarzystw na-
ukowych zwraca uwage na zaistniala sytu-
acje kryzysowa i promuje tego typu bada-
nia. IDSA (ang. Infectious Diseases Society
of America) w 2004 r. opublikowala raport
“Bad Bugs, No Drugs” opisujacy aktualng
sytuacje, w ktorej grozi ludzkosci powrot do
czasow ,przedantybiotykowych”. Jednocze-
$nie ta sama agencja oglosila program na-
wolujacy do podjecia wysitkéw w celu opra-
cowania co najmniej 20 nowych lekow an-
tybakteryjnych do 2020 r. (IbsAa 2010). Eu-
ropejska publiczno-prywatna inicjatywa (ang.
The Innovative Medicine Initiative, IMI), be-
daca najwicksza Swiatowa organizacja part-
nerstwa prywatno-publicznego (PPP) zalozo-
na w 2008 r. przez EFPIA (ang. European
Federation of Pharmaceutical Industries) i
Unie Europejska (ang. European Commis-
sion’s Seventh Framework Programme for
Research, FP7), w 2012 r. stworzyla platfor-
me dla badan dotyczacych nowych terapii o
akronimie ND4BB (ang. New Drugs for Bad
Bugs) (KOSTYANEV i wspoétaut. 2016). Inna
Swiatowa inicjatywa skupiajaca instytucje z
22 krajow, JPIAMR (ang. Joint Programming
Initiative on Anitmicrobial Resistance; www.
jpiamr.eu/), finansuje badania majace na
celu wprowadzenie na rynek nowych lekow
antybakteryjnych oraz zakrojong na szerokag
skale dzialalnos¢ edukacyjna.

Od poczatkow XXI w. obserwujemy wy-
razny przelom w badaniach mikrobiologicz-
nych, przejscie od analiz funkcjonalnych i
klonowania pojedynczych genéw do global-
nych analiz proceséow zachodzacych w ko-
morkach, analiz genomow, transkryptomow,
proteomow czy interaktomow. Rozwoj meta-
genomiki (izolacja i analiza DNA bezposred-
nio ze Srodowiska) uzmyslowila, jak znikoma
jest nasza wiedza dotyczaca mikroorgani-
zmow obecnych w otaczajacym nas Swiecie.
Strategie metagenomowe moga przyczynic sie
do odkrycia nowych lekow antybakteryjnych
produkowanych przez mikroorganizmy, kto-
rych nie potrafimy hodowaé¢ w laboratorium.
Przykladem moga by¢ badania opublikowane
w 2015 r., ktére doprowadzily do zidentyfi-
kowania nowego antybiotyku, tejksobaktyny,

produkowanego przez ,niehodowalng” bak-
terie glebowa Eleftheria terrae, blokujacego
proces syntezy Sciany komoérkowej takich
patogenow jak S. aureus czy Mycobacterium
tuberculosis (LING i wspotaut. 2015).

NOWA GENERACJA LEKOW
ANTYBAKTERYJNYH - LEKI
BLOKUJACE PROCESY WIRULENCJI

Antybiotyki dzialaja bakteriobdjczo lub
bakteriostatycznie,  blokujac  podstawowe
procesy zyciowe komorek bakteryjnych, takie
jak np. proces syntezy oston komoérkowych
czy proces translacji. Prezentowana praca
przegladowa przedstawia osiagniecia ostat-
nich lat dotyczace opracowywania lekow an-
tybakteryjnych o odmiennym sposobie dzia-
lania, tzw. lekow antywirulentnych, blokuja-
cych w réznorodny sposob procesy wirulen-
cji. Potencjalne leki antywiruletne powinny
zwiekszy¢ arsenal zwigzkow antybakteryj-
nych czy wspomagaé dzialanie stosowanych
juz antybiotykow. Dodatkowo, ich wprowa-
dzenie nie powinno mie¢ wplywu na selek-
cje szczepow opornych oraz, co jest w Swie-
tle najnowszych badan niestychanie istotne,
raczej nie powinno, w przeciwienstwie do
klasycznych antybiotykoéw, zaklécaé sktadu
fizjologicznej flory bakteryjnej kolonizuja-
cej uklad pokarmowy czlowieka (BECATTINI i
wspotaut. 2016). Przyjetym w tym opraco-
waniu kryterium klasyfikacji potencjalnych
lekow sa cele ich dzialania. Przedstawiono
badania majace na celu opracowanie lekow
blokujacych procesy adhezji, procesy se-
krecji czynnikow wirulencji czy aktywnosé
toksyn bakteryjnych. Oddzielnie omoéwiono
dane eksperymentalne prezentujace poten-
cjalne leki, inhibitory globalnych procesow
zachodzacych w komoérkach bakteryjnych,
prowadzacych do wytwarzania wielu czynni-
kow wirulencji (zjawisko wyczuwania zagesz-
czenia; ang. quorum sensing, QS), regulacje
ekspresji genow przez uklady dwuskladni-
kowe TCS (ang. two component system) czy
procesy potranslacyjnych modyfikacji biatek
(aktywnos¢ biatek systeméw Dsb; ang. di-
sulfide bond). Inhibitory z pierwszej wymie-
nionej grupy beda lekami o waskim zakre-
sie dzialania, podczas gdy te z grupy drugiej
beda prawdopodobnie aktywne przeciwko
bakteriom patogennym réznych gatunkow.
Badania tego typu prowadzone sa w licz-
nych laboratoriach, tak wiec przedstawiona
praca przegladowa to tylko wybrane przykta-
dy omawianych aktywnos$ci, a nie wyczerpu-
jaca ich prezentacja.

Identyfikacja matych czasteczek, inhibito-
row procesow wirulencji, to badania stosun-
kowo dilugotrwale i kosztowne. Oblicza sie,
ze czas od rozpoczecia analiz do wprowadze-
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nia leku na rynek bedzie wynosit ponad 10
lat. Pierwszym etapem badan jest wysoko-
przepustowa analiza dziatania bibliotek ma-
tych czasteczek lub peptydéw in vitro (ang.
high through put screening, HTS). Analizy
obejmuja czesto kilkadziesiat tysiecy zwigz-
kow i wymagaja opracowania odpowiednich
testow do wykrywania aktywnosci potencjal-
nych inhibitoréw. Stosowane strategie sa
rozne w zaleznoSci od badanego procesu.
Czesto wykorzystywane sa geny reporterowe,
kodujace biatka o latwej do monitorowania
aktywnosci, lub testy ELISA. Komplementar-
na strategia to analizy in silico wykorzystu-
jace rozwiazane struktury bialek i analizu-
jace, jak wiazanie potencjalnych inhibitoréw
zaburza ich strukture i funkcje - strategia
SBVS (ang. structure based virtual scre-
ening), okreslana tez jako SBDD (ang. struc-
ture based drug design) lub RTDD (ang.
rational target-based drug design). Dalsze
analizy, znane pod nazwa SAR (ang. struc-
ture-activity relationship), pozwalaja analizo-
wac powiazanie struktury inhibitora z jego
aktywnoscia. Wraz z identyfikacja celu dzia-
tania moga doprowadzi¢ do wskazania po-
tencjalnie najskuteczniejszego zwiazku. Przed
rozpoczeciem testéow klinicznych potencjalny
lek musi by¢ przebadany na modelach zwie-
rzecych oraz pod katem jego wlasciwosci
farmakokinetycznych i dynamiki dzialania.

UNIECZYNNIENIE SEKRECJI BIALEK
PATOGENU DO KOMORKI EUKARIOTYCZNEJ

W  komoérkach mikroorganizméw funk-
cjonuje wiele rodzajéow systemoéw sekrecji.
Roéznice polegaja zarowno na budowie apa-
ratow sekrecyjnych, jak i transportowa-
nych substratach. W zwiazku z odmienna
architektura oslon komoérkowych bakterie
Gram-ujemne i Gram-dodatnie wyksztalci-
ly odmienne systemy transportu biatek na
zewnatrz komoérek (CHAGNOT 1 wspoblaut.
2013). Najwieksze zainteresowanie, z punk-
tu widzenia poszukiwania inhibitoréow pro-
cesow sekrecji, przykuwaja funkcjonujace w
komoérkach bakterii Gram-ujemnych systemy
sekrecji typu II (T3SS) i IV (T4SS). System
sekrecji typu III stanowi istotna bron pato-
genu. Jest to uklad jednoetapowego trans-
portu, co oznacza, ze jego substraty, tzw.
biatka efektorowe, przekazywane sa bez-
posrednio z cytozolu komoérki patogenu do
komorki eukariotycznej, gdzie w réznorod-
ny sposob wplywaja na procesy metabolicz-
ne gospodarza, modulujac je w korzystnym
dla siebie kierunku. Aparat sekrecji, ktory
powstal w wyniku duplikacji i pézniejszych
zmian genow kodujacych rzeski bakteryjne,
zbudowany jest z ponad dwudziestu biatek.
Po kontakcie patogenu z komoérka eukario-
tyczna powstaje struktura zwana moleku-

larng strzykawka, zdolna do przekazania do
komoérki gospodarza nawet kilkudziesieciu
biatek o réznorodnej aktywnosci (NORMARK
i wspotaut. 2005, GALAN i wspotaut. 2014,
PORTALIOU i wspélaut. 2016).

Do tej pory zidentyfikowano wiele zwigz-
kow blokujacych dziatanie T3SS (MCSHAN i
DE GuzMAN 2015). Potencjalne mozliwosci
blokowania funkcjonowania T3SS przedsta-
wiono na Ryc. 2. Najdokladniej przebada-
no dziatlanie zwigzkow z grupy SAH (acylo-
hydrazydy salicylidenowe). Po raz pierwszy
ich hamujaca aktywnosé¢ wykazano w od-
niesieniu do T3SS Yersinia pseudotuber-
culosis. Przebadano 9.400 roéznych zwiaz-
kow, stosujac do przeszukiwania biblioteki
szczep Y. psedotuberculosis zawierajacy gen
reporterowy [uxAB, kodujacy lucyferaze (en-
zym wywolujacy bioluminescencje), sklono-
wany pod kontrola promotora genu yopE
(gen kodujacy jedno z biatek efektorowych
Yersinia) (KAUPPI i wspoétaut. 2003, NORD-
FELTH i1 wspoétaut. 2005). Zwigzki o podob-
nych strukturach blokuja takze aktywnosé
T3SS innych gatunkéw patogennych mikro-
organizméow Gram-ujemnych, miedzy innymi
Escherichia coli czy Salmonella enterica se-
rowar Typhimurium (GAUTHIER i wspoétaut.
2005, NEGREA i wspétaut. 2007). Doklad-
ny mechanizm dzialania zwiazkéw z grupy
SAH nie zostat dotad poznany. Publikowane
dane sg kontrowersyjne i by¢ moze zwiazki
te blokuja aktywnos¢ T3SS zaréwno w spo-
s6b posredni, jak i bezposredni, a mecha-
nizm ich dziatania nie musi by¢ identyczny
w komorkach réznych gatunkoéw mikroorga-
nizméw (KEYSER i wspotaut. 2008, MCSHAN i
DE GuzMAN 2015).

Ciekawa strategia blokowania T3SS,
przebadana szczegélowo w odniesieniu do
terapii anty-Pseudomonas aeruginosa, jest
zastosowanie immunoterapii — odpowiednio
zmienionych (humanizowanych) przeciwciat
anty-PcrV. PcrV to biatko wystepujace na
zewnetrznym koncu aparatu sekrecyjnego
T3SS, ktore rozpoznaje receptory w blonie
komorki eukariotycznej. Jego zablokowanie
uniemozliwia kontakt pomiedzy dwiema ko-
morkami i tym samym blokuje przekazanie
biatek efektorowych. Preparat ten aktualnie
znajduje sie w II fazie badan klinicznych
(KINOSHITA i wspoétaut. 2016). Z duzym praw-
dopodobienistwem ta strategia bedzie mogta
by¢ zastosowana takze w terapiach choréb
infekcyjnych ludzi i zwierzat, wywolywanych
przez inne mikroorganizmy patogenne.

Obiektem badan majacych na celu opra-
cowanie nowych terapii przeciwko chorobom
infekcyjnym wywolywanym przez bakterie
Gram-dodatnie, glownie S. aureus, jest en-
zym sortaza (Str) o aktywnosci transpeptyda-
zy. Decyduje on o zakotwiczeniu w oslonach
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Ryc. 2. Aparat sekrecyjny typu III (T3SS). Jego aktywnosSc¢ potencjalnie moze by¢ blokowana na kaz-
dym etapie jego funkcjonowania (A). Schemat struktury zwiazkéow typu SAH - acylohydrazydy salicyli-

denowe (B).

komorki wielu biatek, w tym licznych czyn-
nikéw wirulencji. Sygnal sortujacy (sekwen-
cja aminokwasowa decydujaca o lokalizacji
proteiny) tej grupy bialek zlokalizowany jest
w ich C-koncowym odcinku. Sklada sie on
z motywu LPXTG, za ktérym wystepuje hy-
drofobowy odcinek o dlugosci okolo 20 ami-
nokwaséw i dluga domena zlozona z ami-
nokwaséw o tadunku dodatnim. Sygnal ten
zatrzymuje biatko w ostonach komérkowych,
gdzie nastepuje, katalizowane przez sortaze,
ciecie wiazania peptydowego pomiedzy tre-
oning i glicyna motywu LPXTG, a nastepnie
przytaczenie bialka w spos6b kowalencyjny
do grup aminowych peptydoglikanu $ciany
komoérkowej. Przeprowadzone juz stosunko-
wo dawno analizy wirulencji mutantéow S.au-
reus nie wytwarzajacych sortazy wskazaly na
ich obnizong wirulencje. Sklonowanie genu,
otrzymanie enzymu, a nastepnie poznanie
jego struktury umozliwilo przeprowadzenie

wielu badan majacych na celu identyfikacje
jego inhibitorow. Przebadano wiele natural-
nych produktéw roslinnych, np. ekstrakty
z 80 roslin stosowanych w medycynie kore-
anskiej, syntetyczne zwiazki zaprojektowane
w oparciu o znanag strukture enzymu oraz
ostatnio wiele malych czasteczek (strategia
HTS), wykorzystujac komercyjnie dostepne
biblioteki. Wykazano, ze wiele z nich obniza
znaczaco wlasciwosci adhezyjne patogenu,
zdolnos¢ do wiazania z fibronektyna, bedaca
skladnikiem macierzy zewnatrzkomoérkowej
(MARESSO i SCHNEEWIND 2008).

INHIBITORY PROCESOW ADHEZJI

Zdecydowana wiekszos¢ bakterii wykazuje
zdolnos§¢ przylegania zaréwno do materii
nieozywionej, jak i do powierzchni komorek
innych organizméw. Adhezja odgrywa istot-
na role w procesach patogenezy, umozliwia
mikroorganizmom chorobotwérczym koloni-
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zacje specyficznych nisz ekologicznych. Do-
datkowo, proces adhezji czesto stymuluje
indukcje okreslonych szlakow transdukcji
sygnalu na terenie komorki gospodarza, co
w niektéorych przypadkach warunkuje pro-
ces wnikania patogenu do komorki eukario-
tycznej. Adhezja jest tez pierwszym etapem
tworzenia biofilmow. W najprostszym rozu-
mieniu, proces adhezji jest reakcja pomiedzy
ligandem bakteryjnym (adhezyna) a komple-
mentarnym receptorem, zlokalizowanym na
powierzchni komoérki eukariotycznej. Adhe-
zyny mikroorganizmow to biatka umiejsco-
wione na zewnatrz komorki, zakotwiczone w
ostonach lub wchodzace w sktad powierzch-
niowych organelli, takich jak np. fimbrie.
Receptorami na powierzchni komoérek ssa-
kow sa przede wszystkim glikoproteiny lub
glikolipidy. Zablokowanie procesu adhezji
jest wiec potencjalng strategia spowolnienia
infekcji, zapobiegania tworzenia biofilmow
i umozliwienia skutecznego dzialania czyn-
nikom ukladu odpornosciowego. Testowane
inhibitory blokujace proces przylaczania pa-
togenu do receptora to gléwnie weglowodany
lub krotkie peptydy, w zaleznosci od budo-
wy determinanty receptora, stanowigce jego
analogi. Pierwsze testowane sa jako leki,
np. przeciwko uropatogennym szczepom E.
coli (UPEC), drugie zas jako potencjalne leki
przeciwko Streptococcus mutans (czynnik
etiologiczny prochnicy). Proces adhezji moz-
na tez ograniczy¢ przez uzycie specyficznych
przeciwcial rozpoznajacych epitopy adhe-
zyn. Wiadomo o korzystnym terapeutycznym
dzialaniu soku zurawinowego w wypadku
infekcji szczepami UPEC. Wykazano, ze za-
wiera on zwiazki o dzialaniu antyadhezyj-
nym (KLEMM i wspoélaut. 2010, KRACHLER i
ORTH 2013). Najwiecej uwagi poswiecono
identyfikacji inhibitoréw blokujacych proce-
sy adhezji uropatogennych szczepoéw E. coli
do nabtonka drég moczowych, warunkowane
przez kilka typow fimbrii adhezyjnych (Fim,
Pap, Dr). Ryc. 3 przedstawia mozliwosci blo-
kowania procesu biogenezy fimbrii adhezyj-
nych E. coli. Charakteryzuja sie one zlozona
architektura i nietypowym procesem bioge-
nezy zwanym ,chaperon-usher” (CU). Ro6z-
norodne badania genetyczne, biochemiczne
i krystalograficzne umozliwily poznanie eta-
pow biogenezy fimbrii. W pierwszym etapie
tego procesu poszczegélne biatka sg trans-
portowane do peryplazmy, gdzie podjednost-
ki biatek strukturalnych tacza sie z bial-
kiem opiekunczym. Oddzialywanie to chroni
poszczegolne podjednostki przed degrada-
cja oraz, poprzez blokowanie ich aktywnych
powierzchni, zapobiega przedwczesnym re-
akcjom pomiedzy nimi. Powstanie fimbrii
adhezyjnych, poza biatkiem opiekunczym,
wymaga obecnosci biatka tzw. odzwiernego

(ang. usher), budujacego, podobnie do se-
kretyn, pory w blonie zewnetrznej. Procesy
biogenezy roznych typow fimbrii sa podobne,
cho¢ nie identyczne (ZALEWSKA-PIATEK 2011,
LILLINGTON i wspoétaut. 2014). Analizy SBDD
doprowadzily do identyfikacji tzw. pilicydéow,
zwiazkoéw o wysokim powinowactwie do bia-
lek opiekunczych systemu CU. Pilicydy to
podstawione bicykliczne 2-pirydony. Prowa-
dzone analizy SAR doprowadzily do zsynte-
tyzowania wielu zwiazkoéw tego typu. Ich ce-
lem dzialania sa biatka opiekuncze réznych
typow fimbrii. Pilicydy blokuja rowek wiaza-
cy substrat lub wiaza sie z zewnetrzng po-
wierzchnig biatka opiekunczego oddziatuja-
cej z biatkiem ,odzwiernym”, a tym samym
blokuja proces skladania fimbrii (PINKNER i
wspoétaut. 2006, ABERG i wspétaut. 2007).

LEKI ANTYTOKSYNOWE

W wypadku niektérych patogenow istot-
nym, a czesto jedynym czynnikiem wirulen-
cji sa toksyny. Przykladami moga by¢ Bacil-
lus anthracis, Clostridium botulinum, C. dif-
ficile czy Vibrio cholerae. Dwa pierwsze ga-
tunki klasyfikowane sg jako przedstawiciele
broni biologicznej, jednej z kategorii broni
masowego razenia.

Toksyna waglika, wytwarzana przez B.
anthracis, wywoluje gléwnie choroby zwierzat
hodowlanych. U ludzi diagnozowane sa trzy
odmiany waglika: forma skérna, forma phuc-
na i znacznie rzadziej wystepujaca forma po-
karmowa. We wszystkich przypadkach forma
zakazajaca ludzi sa endospory waglika. For-
ma skorna przy szybkim rozpoznaniu (nim
bakterie dostana sie do krwiobiegu) jest w
wiekszosci przypadkéw uleczalna przez za-
stosowanie kuracji antybiotykowej. Odmien-
nie przebiega postaé¢ ptucna. Endospory wa-
glika po przeniknieciu do pluc i internaliza-
cji przez makrofagi plucne przeksztalcaja sie
w formy wegetatywne, wytwarzajace grozna
toksyne. Komorki zerne roznosza i uwal-
niajg do krwiobiegu zaréowno toksyne, jak i
duza liczbe patogennych mikroorganizmoéow.
Zastosowanie na tym etapie kuracji anty-
biotykowej jest juz nieskuteczne. Znane sa
tez szczepy B. anthracis oporne na bedace
w uzyciu antybiotyki. Przyszlosciowe, sku-
teczne w wypadku zakazenia inhalacyjnego,
terapie beda polaczeniem antybiotykéw z le-
kami antytoksynowymi. Synteze toksyny wa-
glika warunkuja geny zlokalizowane na pla-
zmidzie pXO1l. Nalezy ona do grupy toksyn
AB i zlozona jest z trzech podjednostek: (i)
czynnika PA, antygenu protekcyjnego (ang.
potective antigen), (ii) czynnika obrzeku EF
(ang. edema factor) oraz (iii) czynnika letal-
nego LF (ang. lethal factor). Bialka transpor-
towane sa niezaleznie przez ostony mikroor-
ganizmu i skladane do postaci dojrzalej tok-
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Ryc. 3. Schemat budowy fimbrii adhezyjnych uropatogennych Escherichia coli (fimbrie typu PaP).

Zaznaczono potencjalne, testowane mozliwosci blokowania procesu adhezji: a — réznorodne strategie zahamowania
kontaktu obu komoérek (rozpuszczalne analogi receptorow lub adhezyn, przeciwciala rozpoznajace adhezyny), b —
blokowanie kontaktu biatka opiekunczego z podjednostkami budujacymi fimbrie (pilicydy), ¢ — blokowanie szlakow

syntezy poszczegélnych elementéw fimbrii.

syny na powierzchni komorek docelowych.
Antygen PA, po powiazaniu z odpowiednim
receptorem, podlega proteolitycznemu prze-
twarzaniu przez specyficzna proteaze (fu-
ryna). Jego N-fragment PA, oddysocjowuje
do srodowiska, podczas gdy fragment PA,,
potaczony nadal z receptorem, ulega oligo-
meryzacji i dopiero w tej formie wiaze dwa
czynniki letalne LF i EF. Powstaly kompleks
ulega endocytozie. Pod wplywem niskiego
pH, w endosomie nastepuje oddysocjowanie
fragmentu PA i jego wbudowanie w blone.
Przez utworzony kanal dwie letalne podjed-
nostki transportowane sa do cytozolu ko-
morek ssaczych, gdzie ujawniaja sie ich ak-
tywnosci enzymatyczne. Czynnik EF, bedacy
cyklaza adenylanowa zalezna od poziomu jo-
now wapnia i stezenia kalmoduliny, dopro-
wadza do wzrostu stezenia cAMP, podczas
gdy czynnik LE (proteza zalezna od cynku)
blokuje kilka szlakéw przekazywania sygna-
tu na drodze proteolitycznego ciecia MAPKK
(kinazy kinaz aktywowanych przez mitoge-

ny). Wspoélne dzialanie obu tych czynnikéw
doprowadza do Smierci komoérek. Intensywne
badania prowadzone w ostatnich latach do-
prowadzily do poznania struktur wszystkich
podjednostek toksyny, identyfikacji jej recep-
toréw, poznania mechanizméw oddziatywa-
nia toksyny z receptorami oraz wewnatrz-
komoérkowych aktywnosci jej podjednostek
(FRIEBE i wspotaut. 2016). Jak dotad, jedyna
terapia antytoksynowa jest bierna immuni-
zacja (przeciwciala anty-PA). Dopuszczony
przez amerykanska agencje FDA w 2012 r.
nowy lek Raxibacumb (GlaxoSmithKline) jest
jedynym lekiem dopuszczonym do uzycia,
ze wzgledow etycznych, bez przeprowadze-
nia badan klinicznych. Postep biologii mole-
kularnej umozliwit badania (strategia zwana
RDD; ang. rational drug design), w ktorych
celem dzialania lekow sa wszystkie podjed-
nostki toksyny i wszystkie etapy oddzialtywa-
nia toksyny z komoérkami eukariotycznymi
(wiazanie PA 2z receptorami, przetwarzanie
PA przez furyne, oligomeryzacja PA, wiaza-
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nie EF i LF z PA, proces endocytozy, uwal-
nianie EF i LF z endosomu, aktywnos¢ en-
zymatyczna EF i LF) (Ryc. 4A). Szczegoltowy
opis takich badan przedstawiono np. w pra-
cy NESTOROVICH i BEZRUKOV (2014). Wiaza-
nie PA z receptorami mozna zahamowac co

A.

najmniej na trzy sposoby, stosujac przeciw-
ciala wiazace domene PA, blokujac receptory
lub stosujac tzw. wabiki, w tym przypadku
rozpuszczalne fragmenty biatlek receptoro-
wych wylapujace podjednostke PA. Stosu-
jac strategie HTS i technologie FRET (ang.

przeciwciata

4
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Ryc. 4. Potencjalne leki antytoksynowe.

procesu/biatka

|_

(A) — toksyna Bacillus anthracis: a — blokowanie kontaktu z receptorami (przeciwciala, rozpuszczalne receptory tzw.
wabiki), b — blokowanie tworzenia kompleksu oligomeru PA z podjednostkami LF (lethalfactor) i EF (edemafactor),
c — blokowanie uwalniania podjednostek LE i EF z endosomu, d — blokowanie aktywnosci enzymatycznej podjed-
nostek LF i EF (male czasteczki niepeptydowe, peptydy analogi substratéow). (B) — toksyna Clostridium botulinum: a
— blokowanie kontaktu z receptorami (przeciwciata, rozpuszczalne receptory tzw. wabiki), b — blokowanie aktywnosci
enzymatycznej (male czasteczki niepeptydowe, peptydy analogi substratu, aptamery).
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fluorescencje rezonans energy transfer) do
monitorowania procesu zidentyfikowano trzy
male czasteczki blokujace oddzialywanie PA
z receptorami. Funkcja receptoréow toksyny
nie jest znana, ale wiadomo, ze obserwuje
sie ich nadekspresje w komérkach endote-
lium przechodzacych proces angiogenezy.
Tak wiec nie jest wykluczone, ze zidentyfiko-
wane matle czasteczki znajda tez zastosowa-
nie w terapiach antynowotworowych. Analiza
aktywnosci punktowych mutantéw czynni-
ka PA i procesu jego wbudowywania sie w
blone endosomu pozwolita na identyfikacje
zwiazkéw blokujacych uwalnianie czynnikow
EF i LF do cytozolu. Rozwigzanie struktur
EF i LF pozwolilo na poszukiwanie zwigz-
kéw blokujacych ich katalityczne domeny i
jednoczesnie zdolnych do przenikniecia do
wnetrza komorki eukariotycznej (NESTORO-
VICH i BEZRUKOV 2014).

Toksyna botulinowa (BoNT) jest neurotok-
syna wytwarzang przez beztlenowe laseczki
Clostridium botulinum, zaklasyfikowana przez
CDC (ang. Centers for Disease Control) do
kategorii A niebezpiecznych czynnikow bio-
logicznych. Szczepy C. botulinum produkuja
siedem serologicznych typow toksyn (A-G), z
czego trzy: BoNTA, B i E, sa najczestszymi
przyczynami  ludzkiego  botulizmu. Do
zatrucia dochodzi glownie przez spozycie po-
zywienia zanieczyszczonego toksyna. Jedy-
nie w wypadku tzw. dzieciecego botulizmu
zatrucie wywolane jest przez zywe bakterie,
a toksyna produkowana jest w przewodzie
pokarmowym dziecka. Toksyna jest metalo-
proteaza zalezna od cynku, a celem jej dzia-
lania sa bialka SNARE (ang. N-ethylmale-
imide-sensitive fusion proteins), ktérych ak-
tywnos¢ jest niezbedna dla uwalniania neu-
rotransmiteréw. Toksyna jest produkowana
jako pojedynczy tancuch aminokwasowy za-
wierajacy trzy domeny: (1) odpowiedzialnag
za wigzanie receptoréw, (2) odpowiedzialnag
za translokacje do komorki docelowej i (3) o
aktywnosci katalitycznej. W przewodzie po-
karmowym wystepuje jako wielosktadniko-
wy kompleks biatkowy PTC (ang. progenitur
toxin complex) zlozony z toksyny i chronia-
cych ja przed degradacja bialek NAP (ang.
non-toxic neurotoxin associated proteins). W
komorkach docelowych toksyna jest proteoli-
tycznie przeksztalcana do lancucha ciezkie-
go HC (ang. heavy chain) i LC (ang. light
chain). Ten drugi, o aktywnosci proteazowej,
jest uwalniany z endosomu. Podobnie jak w
wypadku toksyny waglika, znamy juz struk-
ture toksyny, strukture tancucha LC powia-
zanego z substratem, jak i strukture odpo-
wiednich receptorow (ROSSETTO i wspoétaut.
2014). Jedyna dostepna terapia w wypadku
zatrucia toksyna jest podanie, przewaznie
konskich, przeciwcial antytoksynowych. Je-

dynie w wypadku dzieciecego botulizmu, aby
ograniczy¢ skutki uboczne stosowania zwie-
rzecej surowicy, podawane sa przeciwciala
otrzymane przez uodparnianie wolontariu-
szy toksoidem (toksyna pozbawiona aktyw-
nosci). Terapia przy uzyciu przeciwcial musi
by¢ zastosowana bardzo szybko, nim toksy-
na wniknie do komérek. W prowadzonych w
wielu laboratoriach badaniach poszukuje sie
mozliwosci zablokowania aktywnosci BoNT
na kazdym etapie jej dzialania: wigzania z
receptorami, translokacji, uwalniania z en-
dosomu czy zablokowania aktywnosci prote-
azowej (Ryc. 4B). Wydaje sie, ze zablokowa-
nie aktywnosci BoNT, gdy znajduje sie ona
w Srodowisku, jest stosunkowo latwo osiag-
galne, podczas gdy zahamowanie jej aktyw-
nosci wewnatrz komoérek nerwowych bedzie
wymagalo opracowania strategii transpor-
tu potencjalnego leku do wnetrza komorki.
Po poznaniu mechanizmu dzialania toksy-
ny przetestowano wiele kréotkich peptydow
dzialajacych jako kompetycyjne inhibitory,
wspoélzawodniczace z substratem o miej-
sce wiazania enzymu. Pozytywne rezultaty
otrzymano takze po =zastosowaniu strategii
przeszukiwania bibliotek maltych peptydow z
uzyciem metody ,Phage-Display”. Inna stra-
tegia to przeszukiwanie bibliotek matych,
niepeptydowych czasteczek w poszukiwaniu
zwiazkow blokujacych endopeptydazowa ak-
tywnos¢ toksyny. W tych badaniach jako
substrat stosowane sa krotkie syntetyczne
peptydy, a metoda pomiaru jest analiza flu-
orescencji. W poszukiwaniu nowych skutecz-
nych inhibitoréow BoNT testowane sa takze
biblioteki aptameréw (krotkie oligonukleoty-
dy) charakteryzujacych sie wysoka specyficz-
noscia w stosunku do celu dzialania. Sto-
sowana strategia nosi nazwe SELEX (ang.
systematic evolution of ligands through ex-
ponential enrichment). Ciezki lancuch toksy-
ny HC, odpowiedzialny za rozpoznawanie re-
ceptorow, wydaje sie by¢ doskonalym nosni-
kiem zdolnym do transportu potencjalnych
lekow do komoérek nerwowych. Testowane sa
tez zwiazki potencjalnie blokujace wiazanie
toksyny z receptorami (,ulepszone” przeciw-
ciala, zwiazki nasladujace strukture recepto-
ra) lub jej przeksztalcanie (CAl i SINGH 2007,
KIRIS i wspotaut. 2014).

INHIBITORY GLOBALNYCH PROCESOW
KOMOREK BAKTERYJNYCH

INHIBITORY POTRANSLACYJNYCH
MODYFIKACJI BIALEK

Potranslacyjne modyfikacje bialek sa
istotnym procesem biologicznym, decydu-
jacym o strukturze i stabilnosci, a w kon-
sekwencji o funkcjonalnosci wielu protein.
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Jedna z najpospolitszych modyfikacji jest
wprowadzanie mostkow disiarczkowych, po-
legajace na utlenianiu grup tiolowych reszt
cysteinowych 2z jednoczesnym uwolnieniem
dwu elektronéw. Wiele czynnikéw wirulen-
cji licznych bakterii patogennych to biatka
pozacytoplazmatyczne, zawierajace  wiecej
niz jedna reszte cysteinowa. Dla osiagniecia
wlasciwej struktury wymagaja wprowadza-
nia mostkéw disiarczkowych pomiedzy gru-
pami -SH reszt cysteinowych. Tak wiec, ta
potranslacyjna modyfikacja czesto decyduje
o patogennosci drobnoustrojow (LASICA i JA-
GUSZTYN-KRYNICKA 2007, HERAS i wspoétaut.
2009). W komorkach bakterii Gram-ujem-
nych proces ten ma miejsce w utleniajg-
cych warunkach panujacych w przestrzeni
peryplazmatycznej. Generowanie mostkow
disiarczkowych jest etapem ograniczajacym
szybkos¢ faldowania biatek. Chociaz in vi-
tro zachodzi on spontanicznie, in vivo kata-
lizowany jest przez zespdl biatek Dsb (ang.
disulfide bond). W komoérkach E. coli bialka
Dsb dzialaja w dwoch szlakach: utleniania
(EcDsbA, EcDsbB) i izomeryzacji/redukcji
(EcDsbC i EcDsbD). W szlaku utleniania
pomiedzy resztami cystein w biatkach two-
rzone sa wiazania disiarczkowe, natomiast
w szlaku izomeryzacji/redukcji naprawiane
sg bledy szlaku utleniania (BERKMEN 2012).
Glowna  oksydoreduktaza  wprowadzajaca
mostki disiarczkowe do bialek w komorkach
wielu gatunkow bakterii to monomerycz-
ne biatko DsbA, ktéorego struktura zawiera
charakterystyczna dla oksydoreduktaz tiolo-
wosiarczkowych domene tioredoksyny (TRX).
Za reoksydacje enzymu DsbA odpowiedzial-
ne jest EcDsbB, integralne biatko blony cy-
toplazmatycznej, ktore zawiera cztery trans-
blonowe a-helisy (TM1-TM4) oraz dwie petle
peryplazmatyczne (P1, P2). W kazdej z petli
tworzony jest mostek disiarczkowy. Z DsbB
elektrony przekazywane sg na ostateczne re-
ceptory przez kompleksy biatkowe wchodza-
ce w sklad lancucha oddechowego (BERKMEN
2012). Poznanie struktur wielu biatek DsbA
i poznanie szczegoélow mechanizmu oddziaty-
wania DsbA z DsbB umozliwilo planowanie
inhibitoréw tego procesu (INABA i ITO 2008,
SHOULDICE i wspélaut. 2011). Jako cel dzia-
tania wytypowano bialko DsbB poniewaz,
w przeciwienstwie do DsbA nalezacego do
rodziny tioredoksyn, jego homologi nie sa
obecne w komorkach eukariotycznych (Ha-
LILI i wspoélaut. 2015, LANDETA i wspoétaut.
2015). W badaniach prowadzonych przez
grupe Landeta, w ktoérych przebadano bi-
blioteke zawierajaca ponad 50.000 zwigz-
kow, zastosowano interesujaca metode se-
lekcji, a mianowicie szczep E. coli kodujacy
genetycznie zmieniong wersje enzymu beta-
-galaktozydazy. Enzym jest transportowany

do przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie jest
inaktywowany przez wprowadzenie mostkow
disiarczkowych. Zidentyfikowano szes¢ inhi-
bitoréw aktywnosci DsbB o podobnej struk-
turze (obecnos¢ pierscienia pirydazynowego),
ktére nastepnie przebadano w testach bio-
chemicznych. Wykazano, ze jeden ze zwiaz-
kow wiaze sie kowalencyjnie z kompleksem
DsbA-DsbB, uniemozliwiajac przekazywanie
elektronéw poprzez lancuch oddechowy, a
tym samym blokujac reoksydacje DsbA.
Liczba zsekwencjonowanych genomoéow
stale wzrasta, a ich analizy ujawniaja, ze
systemy Dsb funkcjonujace w komoérkach
mikroorganizmow sa réznorodne i czesto od-
mienne od doktadnie scharakteryzowanego
systemu Dsb modelowej bakterii E. coli (HA-
TAHET i wspotaut. 2014). Mozna przypusz-
czaC, ze i inne biatka Dsb, typowe dla or-
ganizmow prokariotycznych, moga by¢ celem
nowych lekow (MCMAHON i wspotaut. 2014).

INHIBITORY UKEADOW DWUSKELADNIKOWYCH

W komorkach bakteryjnych, ktore mu-
szg stale reagowa¢ na zmiany warunkow
otoczenia i warunki stresu fizjologicznego,
najczesciej stosowanym mechanizmem prze-
kazywania informacji, pozwalajacym wyczué
sygnal i przelozy¢ go na proces modulacji
transkrypcji odpowiednich genéw, jest tzw.
system dwuskladnikowy (ang. two compo-
nent system, TCS). W najprostszym uktadzie
system sklada sie z dwu bialek: biatka sen-
sorowego o aktywnosci kinazy (ang. histidi-
ne kinase, HK) odbierajacego sygnat i bial-
ka regulatorowego (ang. response regulator,
RR) posiadajacego zdolnos¢ do wigzania z
DNA i pelniacego role aktywatora lub repre-
sora transkrypcji, w zaleznosci od rodzaju
nukleotydowych sekwencji promotorowych.
HK funkcjonuja jako dimery. Przekazanie in-
formacji polega na autofosforylacji histydyn
HK, w procesie, gdzie dawca grupy fosfora-
nowej jest ATP, i nastepnym transferze gru-
py fosforanowej na kwas asparaginowy bial-
ka regulatorowego, co doprowadza do zmia-
ny jego konformacji i umozliwia wigzanie z
odpowiednimi sekwencjami nukleotydowymi
w regionach promotorowych. Defosforylacja
powoduje powrdt systemu do stanu wyj-
Sciowego. W komoérkach mikroorganizmoéw
funkcjonuje czesto wiele biatlek ukladow
dwusktadnikowych, ktore dodatkowo moga
komunikowaé¢ sie miedzy soba, co zapew-
nia olbrzymia precyzje odpowiedzi. Zaréwno
szybkos¢ reakcji tego systemu, rodzaj regu-
lowanych procesow, jak i liczba systemoéow
TCS funkcjonujacych w komoérce charakte-
ryzuja sie olbrzymia réznorodnoscia. Ich ak-
tywnos¢ w niektérych gatunkach mikroorga-
nizmoéw jest niezbedna do przezycia komorki,
podczas gdy w innych warunkuje wytwarza-
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Ryc. 5. Uproszczony schemat dzialania systemu wyczuwania zageszczenia QS (quorum sensing):

A - bakterii Gram-dodatnich, B - bakterii Gram-ujemnych. Potencjalne mozliwosci zablokowania aktywnosci sys-
temu: Aa - blokowanie rozpoznania AIP przez biatlko sensorowe bedace kinaza histydynowa (przeciwciala, analogi
AIP), Ab — blokowanie aktywnosci bialtka sensorowego, Ac — blokowanie procesu syntezy AIP, Ba — degradacja AHL,
Bb - blokowanie polaczenia AHL z bialkiem regulatorowym, Bc — blokowanie syntezy AHL. AIP — peptydy autoin-
dukcyjne (ang. autoinducing peptide), AHL - laktony N-acylohomoseryny.

nie czynnikéw wirulencji, ich transport na
zewnatrz komorki czy jest odpowiedzialna za
opornos¢ na antybiotyki, np. wankomycyne.
Tak wiec, w zaleznosci od patogenu poten-
cjalne inhibitory systemu TCS moga mie¢,
podobnie jak antybiotyki, dziatanie bakte-
riobdjcze lub tylko blokowaé procesy wiru-
lencji. Dotad opisano okolo stu inhibitorow
bakteryjnych systemow TCS, nalezacych do
réoznych klas zwiazkéw chemicznych. Ich ce-
lem dzialania sa gléwnie bialtka sensorowe,
a doktadniej, ich domeny katalityczne wigza-
ce ATP, domeny dimeryzacyjne lub domeny
odpowiedzialne za autofosforylacje (GOTOH i
wspotaut. 2010, BEM i wspoétaut. 2015, VE-
LIKOVA i wspoétaut. 2016).

INHIBITORY PROCESU WYCZUWANIA
ZAGESZCZENIA

Ciekawym zjawiskiem jest proces komu-
nikacji komoérek bakteryjnych miedzy soba,
nazwany zjawiskiem wyczuwania gestosci/
liczebnosci, QS. Polega on na zdolnosci do
wytwarzania, uwalniania i wyczuwania obec-
nosci czasteczek sygnalizacyjnych, tzw. auto-
induktorow. Generalnie, autoinduktorami u
bakterii Gram-ujemnych sa drobnoczastecz-
kowe zwiazki, gléwnie, choé¢ nie tylko, lak-
tony N-acylohomoseryny (AHL), zdolne do
przenikania przez ostony komorkowe i mo-
dulujace aktywnos$¢ cytoplazmatycznych bia-
lek regulatorowych. Takie systemy QS na-
leza do typu LuxI/LuxR, jako homologiczne
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Ryc. 6. Strategie identyfikacji inhibitoréw systemu wyczuwania zageszczenia (QS, quorum sensing). Ob-
serwowany efekt jest uzalezniony od uzytego genu reporterowego. QSR — regulator systemu QS; QSI -
inhibitor; P — promotor; AHL - laktony N-acylohomoseryny

do pierwszego odkrytego, funkcjonujacego w
komoérkach morskiej bakterii Vibrio fischeri,
gdzie bialko Luxl to syntaza AHL, a LuxR
biatko regulatorowe. U bakterii Gram-do-
datnich role autoinduktoréw peilnia kroétkie
peptydy sygnatowe AIP (ang. autoinducing
peptide), aktywujace biatka sensorowe ukta-
dow  dwusktadnikowych. Mikroorganizmy
obecne w populacji reaguja na obecnos¢ au-
toinduktorow, wyczuwajac gestosci populacji
i dostosowuja procesy transkrypcji genow
do fazy wzrostu populacji. Duza liczba ko-
morek w populacji skutkuje wysokim steze-
niem autoinduktoréw w Srodowisku i ,wla-
czeniem” stosownej odpowiedzi komoérek (RU-
THERFORD i BASSLER 2012, KALIA 2013). Zja-
wisko QS reguluje wiele proceséw, miedzy
innymi wirulencje, zdolnos¢ do koniugacji
i naturalnej transformacji, tworzenie biofil-
mu czy tez produkcje wtéornych metabolitow.
Przeprowadzone ostatnio analizy wykaza-
ly, ze tworzenie biofilmu odgrywa kluczowa
role w rozwoju objawow chorobowych ponad
60% chorob zakaznych. Zablokowanie pro-
cesu wyczuwania zageszczenia skutkuje cze-
sto zahamowaniem tworzenia biofilmow, co
yulatwia” dzialanie ukladu odpornosciowego
lub poprawia skutecznos¢ dzialania anty-
biotykow, a tym samym przyczynia sie do
eradykacji patogenu. Inhibitory procesu QS
moga dziala¢ na kazdym jego etapie: bloko-
wacé powstawanie autoinduktoréw, ich sekre-
cje czy interakcje z biatkami regulatorowymi

(Ryc. 5). Badana jest tez skutecznosc¢ zwiaz-
kow degradujacych autoinduktory (ang. qu-
orum quenching, QQ). Uzycie przeciwcial lub
zwiazkoéw bedacych analogami autoinduk-
torow, tzw. wabikow (ang. decoy), skutkuje
zablokowaniem rozpoznania autoinduktorow
przez odpowiednie biatka regulatorowe, cyto-
plazmatyczne lub blonowe. Badanie aktyw-
nosci nowych czasteczek sygnalizacyjnych
lub inhibitorow wymagalo przygotowania
odpowiednich szczepéw, zwanych biosenso-
rami, do monitorowania przebiegu procesu.
Zawieraja one przewaznie geny reporterowe
(geny operonu lux warunkujace biolumine-
scencje, gen lacZ kodujacy [-galaktozydaze
czy gen gfp kodujacy bialko zielonej fluore-
scencji), sklonowane pod kontrola promotora
regulowanego przez system QS, i pozbawio-
ne sa mozliwosci produkcji autoinduktorow.
Tak wiec, proces zalezny jest od czasteczek
egzogennych. Ciekawg strategia analizy sku-
tecznosci dzialania inhibitorow jest zastoso-
wanie genow kodujacych produkt toksyczny
dla komorki tez wyrazanych z promotora
systemu QS (Ryc. 6). W tym ukladzie do-
danie autoinduktora skutkuje S$miercia ko-
morki, podczas gdy dodanie autoinduktora
i inhibitora, skutecznie blokujacego oddzia-
lywanie autoinduktora z biatkiem regulato-
rowym, warunkuje jej przezycie (RASMUSSEN
i GIVSKOV 2006, BRACKMAN i COENYE 2015).
Najwiecej uwagi poswiecono w ostatnich la-
tach systemom QS dwu istotnych medycznie
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ludzkich patogenow: S. aureus i P. aerugino-
sa. W komorkach P. aeruginosa funkcjonu-
ja trzy wspoldzialajace ze soba systemy QS,
dwa typu LuxI/LuxR i trzeci o odmiennym
sposobie dziatania, zwany PQS (ang. Pseudo-
monas quinolone signal). Reguluja one ak-
tywnos¢ okolo 10% genomu tego patogenu.
Nadrzedna role pelni cytoplazmatyczne bial-
ko regulatorowe LasR (homolog LuxR) i to
ono jest gléwnym obiektem badan majacych
na celu opracowanie nowych lekéw. W ko-
morkach S. aureus funkcjonuje kanoniczny,
charakterystyczny dla bakterii Gram-dodat-
nich system QS, gdzie AIP rozpoznawane sg
przez bialtko sensorowe uktadu dwusklad-
nikowego. Elementy tego ukladu kodowane
sa przez geny locus agr. Aktywacja QS pro-
wadzi, poprzez skomplikowany mechanizm,
do obnizenia produkcji zlokalizowanych na
powierzchni komorki czynnikéw wirulencii,
a podwyzszenia ekspresji genow koduja-
cych wydzielane do s$rodowiska biatka np.
a-toksyne. Glownym celem dzialania poten-
cjalnych inhibitoré6w (analogi naturalnych
AIP patogenu lub przeciwciata) jest biatko
sensorowe AgrC (kinaza histydynowa) (RU-
THERFORD i BASSLER 2012).

PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono tylko wybrane
nowe, inne niz antybiotyki, strategie anty-
bakteryjne. Nie omawiano np. terapii bak-
teriofagowych, terapii fotodynamicznych czy
zastosowania peptydow antybakteryjnych.
W ostatnich latach coraz dokladniej rozu-
miemy mechanizmy oddzialywan bakterii
patogennych z gospodarzem. Ta wiedza, w
polaczeniu z rozwojem metod stosowanych
in silico, automatyzacja procesu ,przeszuki-
wania” bibliotek potencjalnych inhibitorow
procesow wirulencji oraz poznaniem struk-
tur duzej liczby czynnikéw wirulencji dopro-
wadzita do identyfikacji wielu potencjalnych
lekoéw: glownie matych czgsteczek chemicz-
nych, peptydow, aptameréw czy ,ulepszo-
nych” przeciwcial. Najszybszy postep poczy-
niono, po 11 wrzesniu 2001 r., w opraco-
wywaniu nowych lekéw antytoksynowych, co
ma ustrzec ludzkos¢ przed skutkami ataku
bioterrorystycznego. Jednak  skutecznos¢
wielu inhibitoréw byta, jak dotad, analizo-
wana wyltacznie w laboratoriach naukowych,
glownie w eksperymentach in vitro. Czesto
jeszcze nie udalo sie dokladnie okreslié me-
chanizmu dziatlania konkretnych zwiazkéw.
Efekty dziatania tylko nielicznej grupy po-
tencjalnych inhibitorow procesow wirulencji
analizowane bylo na modelach zwierzecych,
bardzo niewiele jest w poczatkowej fazie ba-
dan klinicznych. Aby wygra¢ wojne z bak-
teriami patogennymi, bezwzglednie nalezy

skonsolidowa¢ wysitki miedzynarodowych
srodowisk naukowych, agencji Swiatowych i
duzych firm farmaceutycznych. Trzeba pa-
mietaé, ze badania kliniczne trwaja zwykle
kilka lat i, co wiecej, tylko niewielki procent
testowanych potencjalnych lekéw spelnia
wymagane kryteria i jest dopuszczona do
stosowania w terapiach.

Streszczenie

Stale rosnaca liczba szczepow bakterii patogennych
opornych na stosowane w terapiach ludzi antybioty-
ki stanowi zagrozenie dla ludzkosci. Zgodnie z dany-
mi Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli
Chordéb tylko w Europie odnotowywanych jest rocznie
okoto 25.000 zgonoéw z powodu chorob bedacymi kon-
sekwencja infekcji powodowanych przez mikroorganizmy
oporne na antybiotyki. Pomiedzy rokiem 1930 a 1962
zidentyfikowano i wprowadzono do terapii ponad 20 klas
antybiotykow. Od tego czasu zarejestrowano tylko dwie
nowe klasy antybiotykéw. Skuteczna walka z chorobami
zakaznymi wymaga opracowania i wprowadzenia na ry-
nek nowych klas lekéw o odmiennych od antybiotykow
mechanizmach dziatania. Praca przegladowa prezentu-
je najnowsze osiagniecia dotyczace identyfikacji nowej
klasy lekow antybakteryjnych, tzw. lekow blokujacych
procesy wirulencji. Omoéwione sa zarowno leki blokuja-
ce konkretne czynniki wirulencji, jak i te, ktérych celem
dziatania sa globalne procesy zachodzace w komorkach,
istotne takze dla procesow patogenezy.
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NEW STRATEGIES TO COMBAT INFECIOUS DISEASES - ANTIVIRULENCE DRUGS

Summary

The rapid emergence of resistant bacteria occurring in many parts of the world constitutes an increasing risk to
public health. According to European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), in 2009 infections caused
by a subset of resistant bacteria were responsible for about 25 000 deaths in Europe. The issue of resistance con-
cerns both gram-positive and gram-negative pathogens that cause infections in the hospitals and in the community.
The success in combat against infectious diseases depends upon development of effective anti-infective drugs. More
than 20 novel classes of antibiotics were introduced into market between 1930 and 1962. Since then only two new
classes of antibiotics have been approved for clinical use. This review presents recent advances toward the develop-
ment of alternative medicines to classical antibiotics, antivirulence drugs, and highlights their benefits and disad-
vantages over conventional antibacterials. There are described both potential drugs aimed at single targets as well
as those able to inhibit global cellular processes essential for virulence.



