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Abstrakt: V poslednich letech hromadici se potiZe s bakteriemi rezistentnimi na antibiotika
vedly k piedpovédi, Ze se vracime do doby pied objevem antibiotik. Jednou z moznosti jak
tomu piedejit muze byt zavadéni novych antibakteridlnich preparatu, ucinkujicich jinak nez
konvenéni antibiotika. Nov¢jsi studie faktoru virulence a toxina bakterii umoznily lepsi
poznani zpusobu, jakymi patogenni bakterie ovliviuji procesy v bunkach hostitele. Toho lze
vyuZzit pro vyvoj novych antibakterialnich 1éku, které zneSkodni patogenni bakterie. Vime, ze
Siroké spektrum Gram-negativnich bakterii vyuziva G¢inny mechanismus virulence v podobé
sekre¢niho systému typu Il (T3SS), ktery jim umoZiuje injikovat do cytosolu lidské, zviteci
¢i rostlinné hostitelske bunky své efektorové proteiny. Onemocnéni jako dyméjovy mor,
bacilarni uplavice, salmoneldzy, btisni tyfus, plicni infekce, sexualné prenosné chlamydiozy i
prajmy z velké ¢asti vyuZivaji T3SS mechanismu ke vpravovani bakteridlnich proteint do
bunék hostitele. V posledni dobé se podatilo vyb&érovym skriningem najit fadu inhibitora
T3SS. Chemickym Upravdm a testovani optimalni G¢innosti byla podrobena v nékolika in
vitro a ex vivo studiich jedna skupina inhibitora — salicylované acylhydrazidy (salicylidene
acylhydrazides). Zkousky probehly u fady druhia bakterii, véetné Yersinia spp., Chlamydia
spp., Salmonella spp. a Pseudotuberculosis aeruginosa. Dosud znamé vysledky ukazuji, Ze
T3SS inhibitory se mohou stat novymi antibakterialnimi 1éky.
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Uvod
bakterialni infekce po podavani antibiotik je ptikladem mimofadného Uspéchu. V posledni
dob¢é se vSak hromadi problémy souvisejici s rezistenci bakterii na antibiotika, coz vede
dokonce k tvrzeni, Ze se vratime do piedantibiotické éry. Vznik rezistentnich bakterii se stal
zavaznym zdravotnim problémem. DalSi vyuZivani antibiotik bude zaviset na novych
antibakterialnich lécich, majicich jiné aktivni slozky, nez souc¢asné antibiotika. Je vSak otazka
jak najit a vhodné vyuzit molekuly téchto novych slozek. Antibakteridlni Iéky vyuzivané
v soucasnosti Kliniky pochazi z pomérné malého poétu zdroja. Tii ¢tvrtiny bézné uzivanych
antibiotik spadaji prakticky do c¢tyi skupin: betalaktaméaty, aminoglykosidy, makrolidy a
chinolony. Mnoho z nich se jiZ desitky let uziva proti velkému poctu raznych bakterii. Lécba
chinolony zacala v roce 1962, ale trvalo 40 let nez byl schvalen a do obéhu pustén zatim
posledni znich - oxazilidinon linezolid. TotéZ lze ftici o zdokonalovanych
farmakodynamickych a farmakokinetickych vlastnostech jinych preparatad druhé a tieti
generace. | kdyZ piedstavuji znac¢né zlepSeni, Zadny novy preparat nemé zcela odliSnou
molekularni strukturu a co vice, jejich pasobeni je stejné jako u jiz existujicich leka.

Rada farmaceutickych firem se v 90. letech minulého stoleti zabyvala hledanim geneticky
odlisSnych léki s moznosti jejich vyroby ve velkém. Sekvenovanim prvého bakteridlniho
genomu Haemophilus influenzae vroce 1995 stouply nadéje na objevy novych latek



s antibakterialnim ucinkem. Mezi roky 1996 az 2004 provedlo 34 farmaceutickych firem vice
nez 125 testa antibakterialni G¢innosti u 60 raznych slougenin. Je pozoruhodné, Ze Zadny
z testa nevedl k objevu latky s novym mechanismem ucinku. Nadéje, Ze se najde nekolik
novych antibakterialnich Iéku, skoncila zklamanim a farmaceutické firmy pak ztratily zajem
o0 tento smér vyzkumu.

Ukazalo se, Ze je tieba najit jiné cesty k hledani novych latek s antibakteridlnim G¢inkem.
Tradi¢ni antibiotika bakterie zabiji nebo brani jim rastu, déli se tedy na baktericidni nebo
bakteriostaticka. Jejich velkou nevyhodou je to, Ze napadaji nejen bakterie vyvolavajici
infekci, ale i jiné bakterie. Pfitom se v zazZivacim, dychacim traktu a na kazi nachazi normalni
mikroflora, nezbytna pro udrZovani rovnovahy zdravi. PoSkozeni normalni mikroflory
antibiotiky pak umoZnuje rast rezistentnich bakterii.

U patogenu se jen vzacné vyvine antibiotikorezistence v prabéhu podavani antibiotik.
Naopak, rezistence vznika u velké ¢asti residentni, nepatogenni mikroflory zaZivaciho traktu.
Patogenni bakterie zpocatku ziskavaji svou rezistenci horizontalnim pienosem gent od
residentni normalni mikroflory. Nové patogenni klony bakterii se rychle Siti a ptsobi infekce,
vzdorujici podavanym lékam.

MozZnost jak zmirnit ohroZeni lidského zdravi piedstavuje vyvoj antibakteridlniho
preparatu, ktery bude pusobit jen na patogenni bakterie, bez naruseni normalni bakterialni
fléry. Stanou-li se faktory virulence cilem novych Iécebnych preparétt bude vyvoj rezistence
bakterii vzacny. Tento ptredpoklad vychazi z toho, Ze rezistence vuci slozkam faktori
virulence se u residentni mikroflory nemutize vyvinout a Sifit, protoZe tyto bakterie je nemaji.
Predpoklada se také, Ze rezistence na latky blokujici virulenci mikroba nejspiSe povede ke
vzniku nefunk¢nich systéma virulence, tedy k nevirulentnim bakteriim. Bude také jen maly
selekéni tlak mutaci, vznikajicich nasledkem specifické interakce mezi preparatem a faktorem
virulence, protoZe blokatory virulence by mély mit jen maly vliv na rast bakterii.

Stanou se faktory virulence novym cilem léka ?

Nedavné poznatky o faktorech virulence a toxinech bakterii pfispély k pochopeni zpusobu,
jakym patogenni bakterie ovliviwiji razné procesy hostitelskych bunék ve prospéch svij, ale
ke Skodé pacienta. Nové se ukazalo, Ze patogenni bakterie se vyvijeji soubézné se svymi
hostiteli a maji pozoruhodné rafinované molekularni mechanismy, ¢asto zavrSené vysoce
specifickymi biochemickymi reakcemi mezi mikrobem a cilovou bunkou. Tato detailni
znalost muZe byt nyni vyuZzita k sestrojeni novych antibakterialnich preparata, které deaktivuji
mechanismy virulence patogena.

Exaktni definice toho, co je to faktor virulence bakterie, je jeSté stale otazkou diskuse.
Podle jednoho navrhu by bylo mozné patogenni bakterie odlisit od nevirulentnich podle
piitomnosti gena exprimujicich faktory virulence specifické pro vznik infekce a pro
piekonani obrany hostitele. Piinejmensim plati, Ze faktor virulence je integrovany
multifaktorialni systém, nebo produkt exprimovany patogenem, nezbytny k tomu, aby se
patogen mohl u hostitele replikovat a vyvolat klinicky zjevné syndromy. Pokud by bylo
mozné tyto faktory virulence neutralizovat pomoci malych organickych molekul — blokatort
virulence.- bylo by mozné infekci potlacit a imunitni systém by jejiho ptivodce odstranil. Tak
Ize oznacit zcela novou skupiny antibakterialnich latek s G¢inkem obdobnym antibiotikam.

Podle aktualnich poznatk 0 mechanismu pusobeni lze faktory virulence rozdélit do
nékolika rozdilnych skupin. Jsou to (1) faktory adherence, (2) faktory invazivity, (3) obaly
bakterii, (4) exotoxiny a (5) endotoxiny. V mnoha piipadech vyZaduji tyto faktory virulence
slozité sekre¢ni systémy, které umozZnuji toxinam ¢i adhesinam byt ve vhodné dobé¢ a na
spravném mist¢ bakteridlni bunky. Jedna specializovana skupina toxina vyZaduje
mikroinjekci toxinu do cilové bunky pomoci rafinovaného sekreé¢niho sytému s nazvem
»Sekreeni systém typu Il (T3SS)“. Plati to pro fadu Gram-negativnich bakterii, pasobicich



nemoci savcd, ryb, hmyzu, nebo rostlin. Zatim co mechanismus sekrece Ill. typu, T3S, je
vyznamnou Ulohu pfi interakcich bakterie s hostitelem.

Vysetieni elektronovym mikroskopem odhalila, Ze T3SS ma vélcovitou strukturu, kterd
pronika vnitinimi i zevnimi membranami stény bakterie. Struktura se velmi podoba komplexu
bazalniho téliska bi¢iku. Podobn¢ jako u bi¢iku duté vlakno polymerizovaného proteinu je
zakotveno na zevnim povrchu bazélniho téliska, takZze mechanismus T3S vypada jako
injekéni stiikacka. Obecné se soudi, Ze efektorové proteiny jsou po kontaktu patogenu
s bunkou.injikovany cestou T3SS do cytosolu cilové bunky. Efektorové proteiny Ize rozdélit
na translokatory a efektory. Translokatory pronikaji sténou cilové bunky tak, Ze vytvoii v ni
otvarek, kterym se pak efektory dostavaji do cytosolu. VaZou se na specifické hostitelovy
proteiny a usmérnuji jejich ¢innost ve prospéch patogenu. Napadena bunka pak napf. unika
fagocytoze, kterd je ¢asti vrozené imunity, a umozZiuje replikaci patogenu v lymfatickém
systému.

U patogennich yersinii se T3SS nazyva Ysc (Yop secretion), funkeni aparat Ysc tvori asi
20 ysc genu. Bilkoviny produkované timto T3SS se jmenuji Yops ( zevni bilkoviny Yersinii) a
¢leni se do dvou t¥id — na translokétory a efektory. Mutanty kteréhokoliv genu Yops jsou
zpravidla avirulentni a imunitni systém je likviduje. To znamen4, Ze malé organické molekuly
blokujici T3S, by mohly inhibovat pienos efektori a uplatnit se jako antivirulentni preparaty.

Kde najit blokéatory virulence ?

Antibiotika se puvodné hledala u jejich ptirozenych producenta. Pokrok syntézy
organickych latek a zavedeni kombinatorni chemie posunul oblast hledani antibiotik mezi
piirodnimi zdroji na vyvoj vice méné synteticky pripravenych preparati. Matka Priroda je
vSak vynalézavéjsi nez syntetickd chemie pti vzniku novych odlidnych latek. Pravdépodobné
patrani po novych antibakterialnich preparatech, vcetné blokatoru virulence, bude zaméreno
na piirodni i syntetické slouceniny.

Predpokladaneé vyuZiti blokatora virulence u T3SS

VétSinu nozokomialnich nadkaz (NN) — asi 70 %- nejspiSe vyvolavaji bakterie rezistentni
nejméné proti jednomu bézné uZivanému léku. Nemocni¢ni epidemie NN puasobené Gram-
negativnimi patogeny nejéastéji vznikaji u pacientd na jednotkach intenzivni péce, u pacienti
operovanych a dlouhodob¢ upoutanych na lazko (pneumonie). Jejich pavodci zpravidla jsou
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. a Escherichia coli.

Pacienti s cystickou fibrézou jsou brzy kolonizovani Pseudomonas aeruginosa,,
rezistentni na fadu antibiotik. To vede k téZkym komplikacim s opakovanymi atakami infekce
plic. Ps. aeruginosa vyuZiva pti své patogenité jak mechanismu T3S, tak bi¢ikd.

Mezi puavodce stievnich infekci, vyuZivajici T3SS, patti na celém svété shigely,
salmonely, enteropatogeni E. coli a yersinie. Od poloviny 80. let 20. stoleti prudce roste podil
izolovanych rezistentnich shigel, ktery dnes dosahuje vic nez 80 %. Blokatory virulence by
mohly byt vyuZivany i profylakticky k prevenci epidemii prijmovych onemocnéni, napi.
v oblastech po zaplavach. Vyhodou je i malé nebezpeci vzniku rezistence na tyto blokatory.

Chlamydia pneumoniae je dnes béZznym pavodcem komunitnich respiracnich infekci. Styk
s timto mikrobem je mimoradn¢ casty, vétSina lidi proziva opakované, jim vyvolané infekce.
Odhaduje se, Ze Ch. pneumoniae piasobi asi 10 % komunalné ziskanych pneumonii a 5 %
bronchitid.

V epidemiologickych studiich byla prok&zéana souvislost mezi infekci Ch. pneumoniae a
patogenezi raznych zanétlivych procest, napt. aterosklerdzy. Rada experimenti na zvitatech
naznacuje, Zze Ch. pneumoniae muze pronikat do stény cév, vyvolat zanét a navodit, nebo
podpofit, vznik aterosklerotickych lézi. Dosud vSak chybi jednozna¢ny dukaz toho, Ze Ch.



pneumoniae ma u kardiovaskularnich nemoci vyznamny patogenni vliv. Blokatory virulence,
na néZ by jen vzacné mohla vzniknout rezistence, by byly vhodné pro dlouhodobé klinicke
studie majici za cil objasnit moznou ulohu Ch. pneumoniae v patogenezi kardiovaskularnich
nemoci.

Salmonella enteritica je piedstavovana velkou skupinou Uzce ptibuznych patogennich
bakterii, vyvolavajicich lehké gastroenteritidy az téZkad onemocnéni lidi i zvitat. Jejich
patogenita tésné souvisi se dvéma samostatnymi systemy T3S, tj. invazivnim systémem SPI-1
a se systtmem SPI-2, umoznujicim intracelularni replikaci. Skupina Sal. enteritica je
rezistentni na fadu antibiotik, takZze blokatory virulence mohou byt pii 1éceni ji vyvolanych
infekci velmi uzitecné.

Nelze pominout moZnost vyuZiti blokatora virulence v prevenci trachomu nebo sexuélné
pienosnych infekci, ¢imZ by se zna¢né sniZila spotieba antibiotik a nasledn¢ i Siteni rezistence
na antibiotika.

Inhibitory T3SS

Kauppi a spol. na zéklad¢ vlastnich studii popsali tfi razné inhibitory:
salicylideacylhydrazidy, salicylanilidy a sufonylaminobenzanilidy. VSechny blokuji pienos
signédlu z genu i aktualni systém T3S efektorového proteinu. DuleZité je, Ze inhibice T3SS
byla pozorovana pii takovych koncentracich inhibitora, které jen slabé nebo stiedné
ovliviiovaly rist bakterie.

Ukazalo se, Ze T3SS inhibitory brani intracelularnimu rastu Ch. trachomatis,Ch.
pneumoniae a dalSich, neovlivnily vSak rast Coxiella burnetti, dalsiho intracelularniho
patogenu, ktery neméa T3SS. Jedinad dosud publikovana studie naznacuje, ze T3SS inhibitory
mohou ovliviiovat virulenci bakterii také in vivo a tim zmirnovat klinicky prabéh nemoci. Je
v8ak nutné v dalSich studiich ovéfit potiebnou koncentraci, stabilitu a toxicitu blokatora
virulence na cilovych mistech Zivého organismu.

Je ztejmé, Ze salicylidacylhydrazidy dokaZi inhibovatT3SS mnoha druht bakterii a jsou
proto slibnym zékladem vyvoje novych Iéka.

Zavér

Vznik a Sifeni multirezistentnich bakterii ptedstavuje zdvazny, celosvétovy, zdravotnicky
problém. | kdyZ byla antibiotika oznacovana jako ,,zazracné léky*, které zachranily miliony
nemocnych, rezistence na klasicka antibiotika je stale ¢astéjSi a 1é¢ba bakterialnich infekci je
stale t¢Z8i. Antibakteridlni preparaty s novym mechanismem pusobeni, odliSnym od tradi¢nich
antibiotik, predstavuji dosud nenaplnénou potiebu souc¢asné mediciny.

Jeden z novych postupt boje s bakteriemi maZe byt zaméten proti jejich virulenci.
Umoznil jej vyznamny pokrok poznéni patogenese bakterii v poslednich letech. Slibnym
cilem pro potlacovani virulence raznych Gram-negativnich bakterii je jejich systém T3S,
ktery v roce 1994 objevil Wolf-Watz se spolupracovniky. T3S se piimo podili na pienosu
proteina virulence do eukaryotickych bunék. Analyza mutant T3S ukéazala, Ze pro virulenci je
nezbytny sekreéni systém T3SS a Ze bloké&da sekrece staci ke zmén¢ patogenni bakterie na
benigni bakterii. Proto predstavuje systtm T3SS vhodny model pro vyhledavani latek
s antivirulentnim Ucinkem, které by se mohly stéat alternativou antibiotik. Podafilo se najit
inhibitory T3SS, z nichz dosud nejslibngjsi se jevi salicylidacylhydrazidy. Je mozné, Ze se
podati najit latky potlacujici virulenci, blokujici adhezi, invazi, sekreci proteinu a jeho pienos,
tvorbu obalu bakterii i aktivitu jejich exotoxini a endotoxind, které bude moZné uZit jako
noveé antibakterialni léky.
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