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Faktory virulence Pseudomonas aeruginosa
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SOUHRN

Novikovd K., Kolai M.: Faktory virulence Pseudomonas aeruginosa jako terapeuticky cfl u multirezistentnich kment

Bakterie druhu Pseudomonas aeruginosa (PSAE) jsou zndmy svou schopnosti tvofit biofilm a dals produkei faktort virulence asocio-
vanych s rezistentnim fenotypem. Multirezistentni (MDR) PSAE jsou vyznamnym problémem ve zdravotnictvi, na ktery se soustie-
duje ¢im dal vice studii zabyvajicich se terapii infekci vyvolanymi témito kmeny. V fadé recentnich studii se viak pozornost zaméfuje
spiSe na pfitomnost faktord virulence nez mechanismu rezistence k uzivanym antibiotikiim, nebot pravé studium faktorti virulence
umoziuje rozifit moZnosti efektivni a celné terapie. V tomto piehledovém ¢lanku jsou popsény faktory virulence (FV), vylu€ované
jednim z p&ti pouzivanych sekrecnich systémii PSAE, u nichz byl pozorovan potencial stat se cilem tzv. antivirulentni terapie infekci
vyvolanych MDR PSAE, Jedna se zejména o alkalickou proteazu (AprA), elastazu B (LasB), exotoxiny A, S aY (exo-A/S/Y) a pyocya-
nin. Recentni studie se také kromé konkrétnich faktorii virulence zaméfuji na slozky sekre¢nich systémi PSAE, které transportuji to-
xiny a lytické enzymy z bakterialni buiiky. Inhibici specifickych molekul pro sekreéni systémy typu 2 a 3 (T2SS a T3SS) miize dojit
k zabrané sekrece FV do extracelulirniho prostoru a hostitelskych bunék, coz by mélo vyznamny dopad na sniZeni virulence PSAE.
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SUMMARY

Novikova K., Kolar M.: Pseudomonas aeruginosa virulence factors as a therapeutic target in multidrug-resistant strains
Pseudomonas aeruginosa (PSAE) is known for its ability to form biofilm and produce other virulence factors associated with a resi-
stant phenotype. Multidrug-resistant (MDR) PSAE strains represent a serious problem in healthcare and are the focus of an increasing
number of studies dealing with the therapy of infections caused by these bacteria. Nowadays, a number of studies focus on the pre-
sence of virulence factors rather than on the mechanisms of resistance to the antibiotics used, as it is the study of virulence factors that
makes it possible to expand the possibilities of effective and efficient therapy. This review describes the virulence factors produced by
the one of the five PSAE secretion systems that have the potential to become targets for so-called antivirulence therapy, have been desc-
ribed. These are mainly alkaline protease, elastase B, exotoxins A, S and Y and pyocyanin. In addition to specific virulence factors, re-
cent studies have focused on the components of the PSAE secretion systems that mediate the transport of toxins and lytic enzymes out
of the bacterial cell. Inhibition of specific molecules for type 2 and 3 secretion systems may prevent secretion of virulence factors into
the extracellular space and host cells, which would have a significant impact on reducing PSAE virulence.
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Uvod

Multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa (PSAE)
byly v roce 2017 dle WHO zaFazeny mezi bakterie s urgentni
potfebou pro vyvoj novych antibiotik [1]. Obecné se bakte-
rie tohoto druhu vyznacuji vysokou odolnosti vii¢i zevnimu
prostiedi, v&etné dezinfekce, a byvaji proto &astym piivod-
cem nozokomidlnich infekci. P¥i 16¢b& nozokomidlnich in-
fekei je proto potfeba terapie rezervnimi antibiotiky, coZ pfi-

spivd k ndristu vyskytu multirezistentnich (MDR) bakterii.
U gramnegativnich nefermentujicich bakterii druhu PSAE
byla zaznamendna fada primdrnich i sekunddrnich mecha-
nismil rezistence, predstavujicich hrozbu pro souasné tera-
peutické postupy. Roz§itené mechanismy rezistence u PSAE
jsou ddny vysokou variabilitou genomu. Privé plasticita ge-
nomu vede k rychlé evoluci pseudomondd, kvili které je
studium novych antimikrobidlnich litek neustdle ohroZeno
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dal$imi indukovanymi mechanismy rezistence [2]. Proto se
v poslednf dob& studie zam&fujf také na moZnosti tzv. anti-
virulentni terapie. Jednd se o strategii cflici na konkrétni
faktory virulence (FV) PSAE, jako jsou proteolytické enzy-
my nebo faktory asociované se schopnosti tvofit biofilm.

Sekrecni systémy Pseudomonas aeruginosa

Export toxind a lytickych enzymii slouZicich jako faktory
virulence bakterif je zajisfovan riznymi typy sekre¢nich
systémi (“the type x secretory system* TxSS). U pseudo-
monéd jsou ve vztahu k virulenci relevantni sekredni systé-
my typu I, T, IT1, V a VI [3]. Sekreéni systém typu I (T1SS)
predstavuje spolu se sekre¢nim systémem typu V (T5SS)
nejjednodussi drdhu pro transport latek do extraceluldrniho
prostoru, ackoliv se li3i jejich mechanismus transportu. Se-
kreéni systém typu II (T2SS) pati{ mezi nejroz§ifenéjsi se-
krecni systémy u gramnegativnich bakterii. Z hlediska tera-
systémem spolu se sekrednim systémem typu III (T3SS).
Jedn4 se totiZ o systémy transportujici fadu ldtek s cytoto-
xickym tcinkem na hostitelskou butiku, jejichZ pfitomnost
byla detekovdna u v&tSiny pscudomonéd zplisobujicich t€z-
ké infekce. Disfunkce nebo tplnd absence T2SS a T3SS
apardtu vyznamné sniZuje virulenci PSAE. Proto se krom¢
efektorovych proteind sekre¢nich systémi, predstavujicich
FV u PSAE, n&které vyzkumy zaméfuji na moZnosti inhibi-
ce samotného sekre¢niho systému prostiednictvim pfimé in-
terakce litek se slozkami téchto sekre&nich systémi nebo
napf. vyvojem protildtek proti slozkdm T3SS [4-6].

Obecné se mohou sekre&n{ systémy rozdélovat do dvou ty-
pt. Jednokrokové a dvoukrokové sekreénf systémy. Jednokro-
kové sekrecni systémy dopravuji ldtky piimo z cytoplasmy na
povrch bakteridlnich bunék. Takovy mechanismus vyuZivd
T1SS, ktery transportuje litky do vn&jsiho prostiedi nebo
T3SS a T6SS, které piimo vstiikuji exoldtky do hostitel-
skych bunék [7,8]. Systémem T3SS jsou vstiikovany toxiny
a bakteridlni DNA do hostitelskych bun&k prostfednictvim
dtvaru pfipominajicho jehlu, proto byvé tento apardt oznaco-
van jako injektozom. Tento injektozom je sestaven ze struktu-
rilnich proteini, bez kterych nelze translokovat toxiny pfes
cytoplasmatickou membranu (CM) do hostitelské buiiky, pro-
to by mohly pfedstavovat cile pro antivirulentn{ terapii, na-
pt. protein PerV [9]. Ve vySe popsaném transmembrdnovém
exportnim komplexu je T3SS vyuZivin jak pro stavbu sa-
motné extraceluldrni jehly, tak pro pfimy transport efektoro-
vych proteini do hostitele [10]. Oproti tomu dvoukrokové
sekre€ni mechanismy se vyznauji syntézou prekurzoru da-
ného exoproteinu a jeho exportu prostiednictvim obecné se-
kretorické drahy Sec pies CM do periplasmy, kde uZ se pro-
tein nachdzi ve svém zralém stavu. Proteiny transportované
Sec drahou se vyskytuji v nesbaleném stavu a maji N-ter-
mindlni signdlni sekvence, které jsou pii translokaci
pres CM od3tépeny. Kromé& Sec drahy mdZe byt prekurzor
translokovdn pres CM do periplasmy také drdhou Tat
(“twin-arginine translocase"), kter4 je vyuZivdna pro export
jiZz sbalenych proteinti za dcasti kofaktorti [8,11]. Odtud je
poté zraly protein prenesen pfislusnym typem sekre¢niho
systému T2SS nebo T5SS. Lze rozlisit ¢tyfi komplexy T2SS,
z nichz proteiny hlavniho komplexu T2SS vykazuji sekven-

&ni homologii s podjednolkami tvoficimi bakteridlni pilus
typu 1V, proto byvaji oznatovany jako pseudopilus [12].
Pseudopilus zde hraje roli pistu, pohdnénym GspE ATPdzou,
kterym jsou exoproteiny vytladovany ven z buiiky pfes se-
kreén{ kanaly [8]. U T5SS jsou transportovany velké pro-
teiny asociované se schopnosti adheze PSAE [13]. Nejprve
je protein prenesen pres CM Sec drdhou, a poté je transpor-
tovén pies poriny vngj$i membrdny, na kterych bud setrv4,
nebo je protco]ylicky Stépen a uvolnén do extraceluldrniho
prostoru. U gramnegativnich bakterif existuji dva podtypy
T5SS, ato autotransportéry (T5aSS a T5cSS) a tzv. TPS se-
krece (“two-partner secretion®) nebo-li T5bSS, kterd je
obecné u gram-ncgativnich bakterii pfimo urcena pro se-
kreci dlouhych proteind [8]. Sekre¢ni systémy PSAE jsou
zndzornény na obrdzku 1.

Efektorové proteiny sekreZnfho syst€mu typu I

Alkalick4 protedza
T1SS pseudomonddy vyuZivaji pro transport alkalické pro-

- tedzy (AprA). AprA se ti¢astni degradace dvou zikladnich

komponent endotclu a bazdlni laminy, fibronektinu a lami-
ninu [15). Zaroved byla u této protedzy dokumentovdna schop-
nost rozkladat a §tépit proteiny komplementu, jako je Claq,
C2, C3 nebo CS5a a cytokinii IFN-y, TNF-o. umoZiiujici
PSAE fagocytarni tinik [16-18]. Kromé& degradace cytokini
a slozek komplementu byla u AprA protedzy pozorovdna
schopnost §tépit bakteridlni flagelin, a tudiZ potlacit aktiva-
ci toll-like receptorl (TLR-5), které rozpozndvaji bicikaté
bakterie, a umoZiiuji tak u¢innou likvidaci Sirokého spektra
mikroorganismi [17]. V neddvné studii byla popsdna schop-
nost této protedzy ptimo degradovat neutrofilni extracelu-
larni pasti (“neutrophile extracelullar traps“, NETy), jejichZ
tvorbu sami podnécuji [19]. NETy jsou 3D sité tvoiené ze-
jména z dekondenzované DNA neutrofild a z granuldrnich
a cytoplasmatickych proteinii procesem zvanym netéza.
Jedni se o specificky zpfisob bunééné smrti neutrofild, bé-
hem n&jz dochdzi k uvolnéni 3D siti pro polapeni bakterif
a mikroskopickych hub jako reakce na probl'hajl'ci zanét
v makroorganismu [20,21]. RozruSenf NETi prostfednictvim
AprA hraje klicovou roli u pseudomonadovych plicnich in-
fekei [19]. Kromé samotné schopnosti zpiisobit patologick)’f
stav u hostitele prostiednictvim zminénych mechanismi
d¢inku je AprA vhodnym adeptem pro antivirulentnf terapii
i diky své detekované pfitomnosti u PSAE s rezistenci ke
karbapenemiim [22], a dokonce nej¢astdjsi prevalenci ze
viech testovanych faktord virulence u MDR kment PSAE
(67,2 %) [23].

Jednim z piistupli zabyvajicich se vyvojem terapeutic-
kych ldtek proti PSAE je navrZeni molekul odvozenych od
pfirozeného inhibitoru této protedzy (Aprl) kédovaného sa-
motnou PSAE [17]. V soudasné dobé viak neni z4dnd zpré-
va 0 pokroku vyvoje 1éku na zdkladé strukturni homologie
s Aprl. BohuZel ani dal§i publikace od stejného autora né-
nasvédeuji posunu v této problematice. Recentni studie
Hirakawa a kol., zabyvajici se komplexn&jsim thlem pohle-
du, nabizeji alternativni moZnost 1é&by MDR PSAE pro-
stfednictvim vyvoje 1éku na zdklad& pouZiti makroporézni-
ho uhlikatého materidlu na bazi oxidu hofe¢natého (MgO).

Klinicka mikrobiologie a infek&ni |ékafstvi 20231ﬂ

Skenovano pomoci CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

PREHLEDOVY CLANEK |

Tento materidl, MgOC\s), adsorbuje ex-
traceluldrni protein, jako je pyocyanin.
Tato schopnost vyznamné prispiv4
k atenuaci toxicity PSAE v lidskych
epitelidlnich buiikdch [24]. Ma-
kroporézni materiil na bdzi MgO kro-
mé FV PSAE adsorbuje také Shiga to-
xin a efektorové proteiny sckre¢niho
systému T3SS u enterohemoragick)"ch
kmeni Escherichia coli [25]. Ptes po-
tvrzenou schopnost MgOC,5, suprimo-
vat faktory virulence bakterii in vitro
ain vivo je stdle otizkou, v jaké podo-
bé, a zda-li jej vibec bude mozné apli-
kovat v klinické praxi.

Ackoli je T1SS dobfe prostudovin,
dosud nejsou zndmy slouceniny, které
by jej blokovaly. Vzhledem k v&tifmu
vyznamu ostatnich sekre¢nich systé-
mim PSAE, které tato bakterie po-
uziva pro transport toxind a lytickych
enzymd, soucasné studie vyvijejici an-
tivirulentni litky proti PSAE zfejmé
neuvazuji o T1SS jako o vhodném terapeutickém cili.

Efektorové proteiny sekre¢niho systému typu II
Systémem T2SS jsou z bakteridlni buiiky uvoliioviny FV,
které se uplatiiujf pfi akutnich pseudomonadovych infekcich
[3]. Jednd se o toxiny, jako je stafylolytick4 protedza (lasA)
a elastdza B, nebo-li tzv. pseudolysin (lasB), fosfolipiza C
(PIcH), pyocyanin nebo exotoxin A (exoA). Zinkové meta-
loprotedzy, zejména lasA a lasB, maji z hlediska cild pro an-
tivirulentni terapii nejpodstatné€j§i vyznam. V recentn{ studii
Vermilyea a kol. byla prokdzdna inhibice aktivity téchto
protedz ve sputu ziskanych od pacienta trpicich cystickou
fibrézou (CF) prostiednictvim zinkové chelatace zprostied-
kované rekombinantnim lidskym kalprotektinem [26]. Che-
lataci bylo dosaZeno post-translaéni inhibice proteolytickych
aktivit lasA i lasB, coZ by mélo mit za nasledek sniZeni vi-
rulence PSAE kolonizujici dychaci cesty pacientt s CF.

Elastiza B

Elastiza, konkrétng lasB, je velice diskutovanym efekto-
rovym proteinem vzhledem k jeho abundantnimu vyskytu
u MDR pseudomon4d a jeho proteolytické Einnosti piisobi-
ci na elastin, fibronektin, kolagen a dal${ komponenty extra-
celularniho matrix [23,27-29]. U této elastazy byla zdrovei
pozorovdna schopnost podkopédvat aktivitu alveoldrnich
makrofigii (AM) prostfednictvim inhibice aktivity komple-
mentu, omezeni tvorby reaktivnich forem kysliku generova-
nych AM a sniZen4 aktivita Cinnosti nespecifickych i~rr1unit-
nich reakci makroorganismu [30]. Kromé jeji participace
v mnoha pochodech inhibujicich imunitni systém (IS) hos.—
titele byla u lasB pozorovdna naopak pfimd podpqra akti-
vace Casné prozandtlivé signdlni molekuly IL-1B a indukce
neutrofilniho zdn&tu, vedouciho k destrukci plicni tkdn€ cha-
rakteristické pro t8zké pseudomonadové plicni inf;kce [31],
co? samo o sobé napovidé o zapojeni lasB do etiopatoge-
neze respiraénich onemocnéni. V neposledni fadé je lasB

Flagelin
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Obréazek 1

Sekrez‘énl’ systémy PSAE (pfevzato ze studie Liao a kol. 2022) [14]. Vylugované
FV prislusnym sekrednim systémem jsou uvedeny v obrazci nad kazdym typem
sekrecniho systému. Popisu téchto FV se vénuji nasledujici kapitoly.
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asociovdna také se schopnosti zamezit proteazové-depen-
dentnim imunomodulaénim pochodim hostitele prostied-
nictvim degradace bakteridlniho flagelinu spolu s AprA za
nedostatku vipniku a s tvorbou biofilmu [32,33]. Pravé kvi-
li Sirokému spektru uéinku lasB v hostitelskych buiikich
pfedstavuje zajimavy terapeuticky cil.

Pro uely antivirulentni terapie byly prozkoumany moz-
nosti pfirozenych i syntetickych inhibitorii lasB [34]. Ve
studii Galdino a kol. byly studovdny déinky odvozenych
sloucenin od 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu (fendionu). Ze-
jména s navdzanou mé&di zmirnil tento ligand toxicky ti¢inek
jak purifikovanych molekul lasB, tak bakteridlnich sekretti
obsahujicich lasB v modelu in vivo, &mZ prodlouzil dobu
pieZiti exponovanych larev zavijede voskového [28]. Mole-
kuldrni dokovaci studie podpofily vazbu tohoto zkoumané-
ho komplexu na lasB, ale k tiplnému pochopeni mechanismu
inhibice je nutnd rentgenova krystalografie spolu s dalimi
studiemi zabyvajicimi se interakci lasB inhibitori se systé-
mem modelovych organismi [34]. Dal§im nad&jnym inhibi-
torem je derivat N-aryl merkaptoacetamidu. Kaya a kol. zdo-
kumentovali pozitivni dé€inek tohoto derivdtu na lidské
plicni a koZni buiiky, které byly o3etfeny supernatantem ob-
sahujicim lasB. Bylo prokézano udrzeni integrity exponova-
nych plicnich a koZnich bunék a sniZenf virulence bakterii.
Zirovefi byla pozorovdna zvySend mira pieZiti larev zavije-
Ce voskového oSetfenych supernatantem kultury PSAE pro-
dukujicich lasB [35]. Ve studii Yahiaoui a kol. byla spolu
s inhibiCnim efektem derivdtu N-aryl merkaptoacetamidu
na lasB prokédzéna také schopnost potlatovat produkci me-
talo-B-laktamaz u bakterie Klebsiella pneumoniae, [36], coZ
nabyvd na vyznamu této slouceniny.

Studie, které projevuji snahu o zavedenf aplikace vy3e zmi-
nénych dvou sloucenin (fendionu a derivdtu N-aryl merkapto
acetamidu) do klinické praxe, se v soucasné dobé nachézeji
v preklinické fazi. Vzhledem k dosavadnim datiim doklddaji-
cich jejich netoxické piisobeni na lidské bunééné linie by se
mohlo jednat o slouéeniny s obrovskym potencidlem.
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Exotoxin A

ExoA je ribotoxin vyplavovany pomocf T2SS b&hem
chronickych pseudomonddovych infekei. ExoA indukuje
ADP-ribosylaci, a tedy inaktivaci eukaryotického elongag-
niho faktoru 2 (EEF2). V disledku inaktivace EEF2 se za-
stavi biosyntéza hostitelského proteinu, co? indukuje apo-
ptézu buiiky [37]. Jednd se tedy v podstatd o cyklomodulin,
ktery zplisobuje zdstavu bun&&ného cyklu, coz mé cytoto-
xicky tinek na exponovanou butiku. Inaktivace EEF2 vede
K ZAKo-dependentnimu ribotoxickému stresu (“Ribotoxic
Stress Response®, RSR), k aktivaci MAP-kinazy (“Mitogen-
Activated Protein*, MAP), P38, a k ndsledné fosforylaci in-
flamazému NLRP1 zpiisobujici destrukci epitelidlnich bu-
nék dychacich cest a rohovky. Préve u pacientii s CF je pii
exacerbacich detekovina aktivita P38 a hypersenzitivita na
exoA-indukovany ribotoxicky stres vedouci k aktivaci
NLRPI. Aplikace specifickych inhibitori ZAK kindz by
tedy pfedstavovala icelnou terapeutickou strategii [38]. Na-
d&jnou antivirulentni terapii pfedstavuje rovnéz pouZiti lid-
skych jedno-fetézcovych protildtek (“human single-chain
antibodies*, HuscFvs) s vysokou afinitou k exoA. Po¢itatova
simulace prokdzala, Ze tyto vytvofené HuscFv vyuZivaji né-
kolik zbytki ve svych oblastech urujicich komplementaritu
(CDR) k vytvoteni interakce s katalyticky aktivnim mistem
ex0A, ktery je nezbytny pro ADP-ribosylaci EEF2. Po ex-
pozici bungk exoA oSetfenych HuscFvs protilitkami byla
pozorovéna inhibice apoptézy bunék, dokonce byla sniZzena
exprese genii asociovanych s apoptézou, cas3 a p53. Utin-
nost t€chto protilatek by méla byt otestovdna na zvifecich
modelech s ndvaznosti na klinické studie. Z prozatimnich
dat v3ak vyplyv4, Ze by se mohlo jednat o bezpecnou, tcel-
nou a vysoce efektivni latku zmirfiujici patologicky efekt
PSAE u obtiZné lé€itelnych infekei [39].

Fosfolip4za C

Kromeé inhibitori protedz je v feSeni také moznost zacilit
a potlacit aktivitu dal§iho faktoru virulence, a to fosfolipazy
C (PIcH). Jedna se o klicovy modulator exprese prozanétli-
vého interleukinu IL-8 v epiteldlnich burikdch bronchiold
pacientii s CF [40], piimo asociovaného s dysfunkei plicni-
ho surfaktantu [41]. Ve studii Wolfmeier a kol. byl tispésné
aplikovan lipozom obsahujici sfingomyelin (Sm) na vysoce
virulentni kmen PSAE ziskany od pacienta s CF. Po expo-
zici byla u tohoto kmene prokdzana neutralizace cytolytické
aktivity PIcH, coZ otevird nové moZnosti terapie infekei zpa-
sobenych i ostatnimi gramnegativnimi bakteriemi produku-
jicimi PIcH [42].

Pyocyanin

Pyocyanin je metabolitem systému quorum sensing (QS),
ktery je sekretovan pfes CM pomoci T2SS. Obecné je tento
fenazin zndm pro svou schopnost proptj¢it pseudomonj-
dédm zeleno-modré zbarveni. Nejednd se pouze o neSkodny
pigment, vyznacuje se také schopnosti indukovat oxidativn{
stres v hostitelskych buiikdch, inhibici aktivity B a T lym-
focytii, makrofdgl a indukci apoptézy neutrofild [3]. Pi-
sobenim pyocyaninu v makroorganismu dochdzi k supresi
pfirozené i ziskané imunity [43]. Zejména u pacientd s CF
piedstavuje pyocyanin hrozbu, vzhledem k jeho schopnosti
indukovat nekontrolovatelné vyplaveni NET siti vedouci k exa-
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cerbaci a pogkozeni plicni tkdné [44]. Toxicita tohoto pig-
mentu vyznamn¢ ovliviiuje pribéh respiraCnich infekci,
aproto se v soucasné dobé riizné studie zaméfuji na jeho ne-
utralizaci prostfednictvim plsobeni specifickych protilatek.
Napf. studie Susilowati a kol. demonstrovala protektivni
G¢inek Anti-PCN IgY protildtek ziskangch imunizaci kurat
pyocyaninem u exponovanych buné&nych linif B lymfocyti
slouzicich pro vyzkumné dcely, tzv. Raji bur}ék. U téchto
Raji bunék byla pozorovéna inhibice pyocya.nm'cm-induko-
vané smrti, dokonce byla popsdna zvy3end vitalita zkouma-
nych Raji bunék [43]. Vyvoj terapeutickych protilitek je
vzhledem k jednoduché dostupnosti, ubikvitirnimu vyskytu
a patologickému efektu pyocyaninu v makroorganismu vel-
mi diskutovanym tématem [3].

Disrupce T2SS

Systém T2SS se sklddd z péti pseudopilind, kompletuji-
cich se do pseudopilu, ktery funguje jako pist k vytladeni
exoproteini z bunék. Stanovenim struktury pseudopilino-
vych komplexti XcpVWX a XcpVW a funkénf analyzou by-
lo ve studii Zhang a kol. potvrzeno, Ze dva pseudopiliny,
XcpV a XcpW, tvorfi jadrovy komplex nepostradatelny pro
hrot pseudopilu. Absence bud XcpV, nebo XcpW vede
k nefunk&nosti T2SS. V této studii byly na zikladé infor-
maci o architektufe pseudopilu z méfeni malotihlového roz-
ptylu rentgenového zdfeni (,,Small Angle X-ray Scattering®,
SAXS) a nasledném interakCnim rozhrani komplext vyvi-
nuty inhibi¢ni peptidy naruSujici komplex XcpVW a tedy
cely hrot pseudopilu in vitro a in vivo. Uginnost téchto pep-
tidi byla zkoumidna v modelovém organismu, hdditku
obecném. Pfi expozici téchto Eervi byla pozorovina sniZe-
nd virulence PSAE dokazujici inhibi¢ni G&inek aplikova-
nych peptidi [45]. Kromé samotné struktury pseudopilu se
fada studii zaméfuje na vyvoj litek blokujicich Tat drahu,
kterd je uplatiiovdna pted samotnou sekreci proteinu z pe-
riplazmy do extraceluldrniho prostoru pomoci T2SS.

Pro tyto dcely je pouZivana metoda vyuZivajici vysoce vy-
konny screening (“ high-throughput screening® HTS). Za
pouZiti HTS bylo ve studii Massai a kol. vyhodnoceno cca
40000 molekul a identifikovano 59 potite¢nich hitd jako
mozné inhibitory Tat. V této studii byla pouzita PIcH jako
chromogenni substrat pro testovani inhibi¢niho cinku 14-
tek, kterd je exportovdna do periplazmy pomoci Tat a ni-
sledné translokovdna pres vngj§i membrdnu T2SS. Snaha
tymu Massai a kol. vedla k identifikaci tfi Tat inhibitord
a jednoho inhibitoru T2SS. A&koli ?4dny z identifikovanych
inhibitorti nebyl vhodny jako hlavni slougenina pro v§voj
1éCiv, tato studie potvrzuje potencidl vyuZiti HTS jako efek-
tivniho zpiisobu pro identifikaci inhibitord Tat a T2SS [5].
V dal$i recentn{ studii byla pomoci in silico analyzy identi-
fikovana slou¢enina s inhibi¢nim G¢inkem za pouZiti protei-
nu ExoA jako sekretovaného markeru u PSAE. Tato identi-
fikovand slouCenina, kterd je piibuznd neddvno popsané
litce s antimikrobidlnim u&inkem vii¢i Proteus mirabilis
[46], velmi &inng inhibovala sekreci ExoA, nicméné v dal-
Sm testovini vykazovala problémy se solubilitou v kulti-
vacnim médiu pii koncentraci vy3si nez 250 uM. Pod touto
branic{ koncentrace u ni nebyla prok4z4na schopnost inhibo-
vat samotny riist PSAE. Vzhledem k prokdzané netoxicité
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pro lidskou bunécnou linii A549 viak tento inhibitor spliu-
je pozadavky na blokdtory virulence bakteridnich systémd

[6].

Efektorové proteiny sekrednfho systému typu III
Pomoci T3SS pseudomonddy injektuji toxiny, jako jsou
exotoxiny S, T, Ua Y (ex0-5,T,U,Y) do hostitelskych bungk
makroorganismu. Tyto toxiny se uplatiiujf zejména u lokali-
zovanych infekei, jako jsou oénf infekce nebo pneumonie
[3]. U exoY byla prokdzdna schopnost hromadit cyklické
nukleotidy v hostitelské buiice prostiednictvim své nukleo-
tid-cykldzové aktivity. Po infekci mysi plicn{ tkéng pseu-
domonddou produkujici exoY byla pozorovina hemoragie,
tvorba intersticidlntho edému v alveolarnich septech a in-
filtrace perivaskuldrnfho prostoru erytrocyty a neutrofily.
Analyza patogeneze na molekularni tirovni potvrdila zvyze-
nou sekreci cytokinii a prevalenci apoptézy postiZzenych bu-
?j’:;(] zéroveil s celkovym narusenim integrity plicni tkdn&

Exotoxin S

Exotoxiny exoS a exoT vykazuji 76% sekvencni homo-
logii. V obou piipadech se jednd o bifunkéni cytotoxiny
s GTPazovou a ADP-ribosyltransferizovou (ADPr) aktivi-
tou. Oba uvedené cytotoxiny zpisobuji naruieni aktinového
cytoskeletu hostitelské buiiky pro tcely adheze PSAE.
Zarovefi u nich byla pozorovdna schopnost indukovat apo-
ptézu hostitelské buiiky [14]. Konkrétn€ exoS je spojovén
s ireverzibilni destrukci pulmondrné-vaskuldrni bariéry ve-
douci k diseminaci PSAE, a tedy zhorSeni prognézy pacientl
s pneumonii [48]. Tento exoprotein vykazuje antifagocytarni
a cytotoxickou aktivitu. Jeho roli se z hlediska intracelular-
ni perzistence PSAE snaZila objasnit neddvnd studie
Kroken a kol. Vysledky této studie dokazuji dvé dalsi role
ExoS prostiednictvim své ADPr aktivity pfi sledovén{ in-
traceluldrniho Zivotniho cyklu PSAE;
potladeni smrti hostitelské bufiky pro
zachovdni replikaéniho cyklu PSAE
a inhibice antifagocytdrnich aktivit
ostatnich efektorovych molekul T3SS
pro umoznéni bakteridlni invaze. Tato
Zjisténi prispivaji k rostoucimu mnoZ-
stvi dikazii, Ze exoS-kédujici (inva-

ktery by vykazoval déinnost také in vivo [51]. Kromé obje-
vu novych inhibiénich slou&enin se vyzkumy zabyvaji také
potencidlem jiZ popsanych, v praxi aplikovanych latek. Za
piedpokladu, Ze by ibuprofen mohl zmirnit virulenci PSAE
prostfednictvim inhibice T3SS bylo v neddvné studii Cao
a kol. zji¥t&no, Ze ibuprofen nejen, Ze plisobi bakteriostatic-
ky na PSAE samotnou, ale potlatuje expresi exoS snizenim
exprese regulaéniho genu T3SS, ExsA [52].

Exotoxin U

Zatimco aktivita ExoS je spojena s priinikem PSAE za
vzniku membrédnovych vezikulG umoZiiujicich intraceluldr-
nf pieZiti, exprese ExoU zpiisobuje rychlou destrukei plaz-
matické membrény hostitelské buiiky. ExoU je povaZovin
za nejtoxiét&jsi efektorovy protein T3SS, ktery disponuje
fosfolipdzovou aktivitou A, (PLA;) zpiisobujici ireverzibil-
ni destrukci bunéénych membrdn s ndslednou nekrézou
[53]. U PSAE produkujicich exoU byla na mySich popsédna
jeho spojitost s rozvinutim septického Soku v ndvaznosti na
pneumonii [54]. Infekce plicnich mikrovaskuldrnich endo-
telidlnich bun&k (“pulmonary microvascular endothelial
cell* PMVEC) kmeny PSAE produkujicimi exoU spustila
robustni generaci ROS oproti PMVEC vystavenym PSAE
bez exprese ExoU. Fosfolipdzovi aktivita exoU byla pozo-
rovina také u mitochondrii vystavenych bunék PMVEC
[55].

Prestoze mechanismus regulace exprese exoU zatim nebyl
zcela objasnén, bylo prokdzano, Ze pro tsp&$nou sekreci
exoU je vyZadovan chaperon SpcU, kter§ umoZiiuje rozbale-
ni molekuly exoU a jeji transport pomoci injektozomu do
cytosolu hostitelské buriky. Tento chaperon vsak nepokra-
¢uje spolu s exoU na plazmatickou membranu exponované
buiiky, pouze exoU doprovizi ven z bakteridlni buiiky [56].
Zaroven bylo dokumentovano, Ze fosfolipazov4 aktivita ExoU
Jje pozorovatelna pouze za pritomnosti lyzitu savéich bunék
CHO (“Chinese Hamster Ovary*). Ur¢ité eukaryotické hos-

Obrazek 2

Mechanismus toxicity exoU (prevzato z Foulkes a kol., 2019) [60]

1. PSAE transportuje exoU pomoci T3SS do hostitelské bunky

zivni) kmeny PSAE mohou byt fakul-
tativnimi intraceluldrnimi patogeny
[49). Kromé role exoS pfi patogenezi
riizného spektra onemocnéni byl ve

PSAE [

4. Lokalizace exoU na plasmatickou membranu,
tvorba multiment a indukce PLA: aktivity

vysoké mife exoS spolu s exotoxinem
U (exoU) detekovan u MDR Kklinic-
kych izolata PSAE, proto jsou tyto to-
xiny povaZovéiny za vhodné terapeu-
tické cile [50].

Vysoce vykonny screening za pou-
Ziti optimalizované fluorescenni ese-
je s detekei real-time identifikoval
slou¢eninu STO1101 inhibujici toxic-
kou aktivitu exoS in vitro. Tato studie
navrhuje design inhibitoru exoS na zé-
kladé chemické struktury STO1101,
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titelské kofaktory tedy primo interaguji s ExoU a jsou nutné
pro indukci jeho cytotoxické a lytické fosfolipdzové aktivity
[57]. Nasledné& bylo demonstrovino, ze ExoU je aktivovan
enzymem superoxid dismutdzou 1 (SOD1) [58]. Kromé pu-
sobeni SODI1 je pro efektivni utilizaci fosfolipidd vyZa-
dovdna také lokalizace exoU na plazmatické membrané ho-
stitelské buriky ziroveni s jeho ubikvitinaci, coZz koreluje
s tvrzenim, Ze pro aktivaci exoU jsou nutné eukaryotické
kofaktory, v tomto piipadé ubikvitin [59]. Dokud je exoU
vdzin na SpcU, jedna se o neaktivn{ protein, aviak po jeho
ubikvitinaci, nasledné lokalizaci na plazmatickou membré-
nu a oligomerizaci se zaZne projevovat PLA2 aktivita (ob-
rdzek 2) [60].

ExoU by mohl byt jako farmakologicky cil kompatibilni
s pouZivanymi antibiotiky, pfi¢emz inhibitory ExoU by
slouZily jako adjuvantni terapie. Timto zplisobem by inhibi-
tory exoU mohly zmirnit drastické cytotoxické d€inky, za-
tfmco konven¢ni antibiotika by eliminovala PSAE. Kromé
strategif pro objevovdni novych antivirulentnich slouenin
jsou zapotfebf dal3{ strukturdlni analyzy, na zdklad€ kterych
by mohly byt providény molekuldrng Fizené designy jiZ
objevenych inhibitori ExoU pro jejich bezpe¢né pouZiti in
vivo [60]. Ve studii Foulkes a kol. se podafilo pomoci bu-
n&énych eseji, fluorescenéni mikroskopie a molekuldrniho
dokovéni vyhodnotit efektivni nizkomolekularni inhibitory
exoU; pseudolipasin A (PSA), sloudenina A a sloudenina B.
Pomoci simulaci molekuldrniho dokovéni bylo potvrzeno, Ze
PSA, slou¢enina A a slouenina B jsou schopny kompeti-
tivnf inhibice fosfolipdzové aktivity exoU in vitro. Zaroveii
byla v této studii prokdzéna schopnost téchto tfi ldtek zmir-
nit ExoU-dependentni cytotoxicitu po infekei HCE-T
(“Human corneal epithelial cell-transformed™) bunééné li-
nie v koncentracich pod 0,5 mM. Po pfidani antimikrobidl-
nf 14tky, konkrétn& moxifloxacinu, bylo docileno jak inhibi-
ce cytotoxického piisobeni exoU, tak inhibice ristu PSAE.
Tento experiment tedy dokazuje synergické plisobeni anti-

Obrazek 3

Inhibice PcrV a zabrana translokace toxint do hostitelské burnky prostfednic-
tvim T3SS (pievzato ze studie Sundin a kol. 2021) [9]

Bunééna membrana

virulentni l4tky s antibiotikem. Zaroveii studie dokazuje efek-
tivni pouZiti jejich testovaciho modelu pro identifikaci i¢in-
nych inhibitord ExoU [61].

Disrupce T3SS

Soutdsti molekuldrniho komplexu T3SS jsou proteiny
PopD, PopB a PerV spolu s PcrG. Jednd se 0 prote’iny nasa-
motné §picce injektozomu. Své misto zde md také zatim ne
moc detailné charakterizovand molekula PscF, kterd prezen-
tuje stfedovou &ast jehly (viz obrizek 1). Nicm_é)m:: vzhlefjem
k této vysoce konzervované &isti T3SS vyskytujici s? u viech
pseudomondd a yersinif by PscF molekula mohlav Predstavo-
vat zajimavy terapeuticky cil. PopD a PopB tvori hetf:roqi-
mer, ktery umoziiuje sestaveni funkénich translokonu s je-
jich naslednou penetraci do cflové bun&&né struktury. .P_CrV
a PerG jsou heterodimery tvorici integrdlni c':;’l§t hrotu injek-
V, nebo-li V antigen PSAE, je asociovin se zhor-

tozomu. Pcr POAL ‘ S
genou prognézou pacientii a s antibiotickou rezistenci PSAE.

Pro svou imunogenitu je molekula PerV pouZivdna pro vy-
voj vakcin proti pseudomonddovym infekcim [3,'{)2]» =
O PcrV proteinu je v3ak uvaZovino také z hlediska antivi-
rulentnf terapie. V recentnf studii bylo zanalyzovdno 7 600
malych molekul, které by mohly vykazovat vysokou afinitu
k PerV. Z tohoto souboru molekul byly vybrdny netoxické
bloktory PerV, diky kterym bylo dosaZeno sniZenf virulen-
ce PSAE prostfednictvim blokace T3SS (obrizek 3). Tyto
sloudeniny s inhibiénf aktivitou jsou malé velikosti, vykazu-
ji dobrou rozpustnost ve vodg a teoreticky je lz¢ upravit pro
lékafskou medikaci. Na zdklad& vyse uvedenych vlastnosti
by se mohly vyuZit jako odrazovy miistek pro dal$f vyvoj [9].
Na PerV se soustfeduji také studie zabyvajici s¢ vyvojem
aplikovatelnych protilitek. KB0OOI-A je pegylovany frag-
ment monoklondln{ protildtky proti T3SS s anti-PerV aktivi-
tou. Na souboru CF pacientil byla provedena dvojité zaslepe-
n4 srovndvaci studie, ve které byla prokdzdna bezpecnost
a dobrd sndenlivost sloudeniny
KBOOI-A u testovanych subjektd.
Nicméné zde byla dokumentovéna ne-
dostate¢nd G&innost KBOOI-A [63].
Naopak k pozitivnim zévérim dospéla
studie Ali a kol., ve které byl pozoro-
vin Gtinek ldtky MEDI13902. Jednd
se o bivalentni, bispecifickou monok-
lon4lni protildtku t¥idy imunoglobuli-
nu Gk, kterd se vdZe jak na protein
PerV, tak na exopolysacharid Psl
umoziujici kolonizaci a adherenci
PSAE k buiikdim makroorganismu.
V klinické studii faze 1 byla prokdz-
na bezpeénost a efektivita latky ME-
DI3902 u zdravych subjekt.
Vzhledem ke skutecnosti, ze ME-
DI3902 je vyvijena pro prevenci nozo-
komidlnich infekci zpiisobengch
PSAE, potvrdila tato studie potencidl
jeji aplikace na rizikové pacienty [64]-
Po vyhodnoceni klinické faze 2 pro
MEDI3902 u pacientii s pseudomon4-
dovou pneumonii nebyla prokdzina
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dcinnost testované latky [65]. Jind studie v3ak docilila pro-
fylaktického cinku MEDI3902 v kombinaci s meropene-
mem v souvislosti s infekef plic a sepse zpiisobené PSAE
u krdlikd [66]. V soucasné dobg probihd celd fada dalgich
studii, které se soustiedi na T3SS jako terapeuticky cfl. Pro
jejich popis by vSak byl nutny pichledovy &ldnek zabyvajfef
se pouze touto problematikou. ‘

Sekre¢n{ systém typu V

Tento typ sekrecnfho systému zprostiedkovavi transport
molekul asociovanych s tvorbou biofilmu, jako jsou EstA
nebo fosfolipdza PlpD (“patatin-like protein D“). EstA je
autotransportérovd molekula s esterdzovou aktivitou.
Zvysuje expresi thamnolipidi, co? m4 za ndsledek podporu
tvorby biofilmu [67].

Fosfolip4za PlpD

Oproti EstA je vice charakterizovdna fosfolipiza PlpD,
a proto pfedstavuje vhodnéjsi terapeuticky cil [3]. PlpD je
enzym s fosfolipdzovou aktivitou, umoZiiujici adherenci
bakterie. PIpD je syntetizovéna jako makromolekula nesou-
cf tzv. POTRA (“polypeptide transport-associated*) domé-
nu a 16-ti vliknovy [-barel. Beta-barel s doménou POTRA
vykazuji vlastnosti TpsB proteind. Ty jsou asocioviny se
specializovanymi sekreCnimi systémy TPS u gramnegativ-
nich bakterii. TpsB proteiny jsou umistény ve vnéj$i mem-
brdné, specificky rozpozndvaji a ndsledné transportuji své
partnerské proteiny, TspA [68]. Tento TspA region fosfoli-
pézy PlpD hraje ziejmé roli pfi inhibici rdstu bakterii pro
udrZen{ optimdlni hustoty populace v biofilmu [13]. Snadnd
dostupnost PlpD a jeji schopnost zvysit virulenci PSAE pro-
stfednictvim adherence a regulace tvorby biofilmu, ¢in{ fos-
folipdzu P1pD vhodnym adeptem pro vyvoj inhibitord. Bo-
huzel viak zatim nejsou z4dn4 data o vyvoji ldtek, které by
1i¢inné blokovaly pfimo PlpD, nebo jeji transport pomoci in-
hibice molekul T5SS.

Sekre¢ni systém typu VI

Pomoci T6SS jsou sekretovany FV, jako jsou bakterioly-
ticky protein Tsel-3 hydrolyzujici peptidoglykan uplatiiuji-
ci se pri bakteridlni kompetici a fosfolipdza D (PLD) ptiso-
bici na prokaryotické i eukaryotické bufiky [14].

Fosfolipiza D (P1dA, P1dB)

Jedni se o fosfolipazu se schopnosti Stépit fosfodiesterové
vazby v hlavnich komponentdch bunénych membran. Diky
své enzymatické aktivité pfispivd k priniku PSAE do epite-
lidlnich bun&k. PLD fosfolipdzy, PIdA a PIdB, se podileji ta-
ké na aktivaci signalni drahy PI3K/AKkt, ¢imZ usnadiiuji in-
vazi PSAE do hostitelskych bunék [69,70]. PIdA by mohla
hrit roli béhem plicnich infekef, navic je v kmenech PSAE
ziejmé koselektovdna s determinanty rezistence k imipenemu,
coz prohlubuje vyznam tohoto FV z hlediska vyvoje antiviru-
lentn{ latky [71]. PfestoZe kompletnf struktura i mechanismus
G&inku PIdA nebyly aZ doneddvna popsany, recentni studii
se podafilo odhalit krystalickou strukturu PIdA. Vzhledem ke
strukturni podobnosti PIdA s eukaryotickou fosfolipizou D,
Ize spekulovat o tom, Ze PIdA je schopna napodobit uréité

funkce hostitelské PLD. Diky informaci o struktufe tohoto
enzymu, lze odvodit mechanismu jak aktivace, tak inhibice
PIdA [70]. Nicméné& vzhledem k teprve neddvnému objeve-
ni krystalické struktury PIdA Ize pfedpoklidat, Ze identifi-
kace déinnych inhibitord této fosfolipdzy jesté bude n&jaky
cas trvat,

Dalsi moZnosti alternativni terapie MDR PSAE

Kromé vyse popsanych FV, které jsou vyluovany jednim
z péti uvedenych sekrecnich systémi PSAE, jsou dal3i stu-
die zaméfeny na fadu jingch FV pro ucely vyvoje antiviru-
lentnich ldtek. Napfiklad pyoverdin, hlavni siderofor PSAE,
reguluje produkci FV sekretovanych systémem T2SS, jako
je exotoxin A a protedzy PrpL, které maji devastujici G¢inek
na plicni tkdf, a nepiimo indukuje zdnétlivou reakci [72].
Pokud by se podafilo inhibovat produkci pyoverdinu, ¢imZ
by se zabranilo sekreci dalsich navazujicich FV, dosdhlo by
se vyznamné atenuace toxicity PSAE.

Kromé antivirulentni terapie se v soutasné dobé diskutuje
také o tzv. anti-QS strategii. V tomto pfipadé se jednd o in-
hibici exprese molekul systému QS. Po specifick€ vazb¢ au-
toinduktord na signdlni molekuly QS se totiZ aktivuji geny,
jejichZ exprese je charakteristickd pro pfislu$ny patogenni
fenotyp PSAE [73]. Anti-QS strategie tedy pfedstavuje, po-
dobné jako antivirulentni terapie, nadéjnou alternativu v 1é¢-
bé infekci zpisobenych MDR kmeny PSAE.

Zaveér

Prohlubovini znalosti v oblasti antivirulentni terapie by
mohlo vést ke stanoveni nové, cilené a efektivni terapie in-
fekci vyvolanych PSAE. Tato terapie kombinovand s anti-
biotickou 1é¢bou miiZe podstatné zesilit 1i¢innost obou po-
davanych litek, sniZit riziko rozvinuti dal§iho onemocnéni
a zdsadné minimalizovat riziko rozvoje Zivot ohroZujiciho
septického Soku. V pripadé, Ze by se podafilo zavést nové
terapeutické postupy vyuZivajici terapii antivirulentnich l4-
tek, vyznamné by to prispélo ke sniZeni pouZivani antibak-
teridlnich latek ve zdravotnictvi, a tim k minimalizaci jejich
selek¢niho tlaku na vyvoj sekundarnich mechanismu bakte-
ridlni rezistence.

Podporeno projektem ,,Ndrodnf institut virologie a bakte-
riologie (Program EXCELES, ID: LX22NP0O5103) - Finan-
covdno Evropskou unii — Next Generation EU*, projektem
IGA_LF_2023_012 a projektem MZ CR — RVO (FNOL,
00098892).
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