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Streszczenie wykladu
LEKI PRZECIWGRUZLICZE
O NOWYCH MECHANIZMACH DZIALANIA

Gruzlica nalezy do najbardziej rozpowszechnionych choréb zakaznych na Ziemi. Mimo
dostepnosci skutecznej terapii, ocenia si¢, Ze rocznie choruje na nig okoto 9 milionéw o0séb,
a umiera 1,5 miliona. W Polsce jest ona chorobg zanikajaca. W ostatniej dekadzie liczba przy-
padkow gruzlicy w naszym kraju zmniejszyla si¢ o 30%, ciagle jednak jest wyzsza niz w innych
krajach Unii Europejskiej (13, 21).

Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest pratek gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis),
zidentyfikowany prze Roberta Kocha w 1882 roku. Gruzlica przenosi si¢ przede wszystkim
droga kropelkowa. Pratki lokalizuja si¢ w pecherzykach ptucnych i makrofagach. W wyniku
uruchomienia mechanizméw obronnych dochodzi do samoograniczenia zakazenia poprzez
utworzenie typowych dla gruzlicy ziarniakéw, w ktorych pratki moga przetrwac w stanie udpie-
nia przez wiele lat. Zakazenie zatem nie jest rownoznaczne z rozwinigciem aktywnej choro-
by i moze pozostawa¢ bezobjawowe. Tylko okoto 10% o0s6b zakazonych zachoruje, w tym 5%
w okresie dwoch lat od zetkniecia sie z pratkiem gruzlicy. Czynnikami sprzyjajacymi uaktyw-
nieniu sie choroby sa migdzy innymi: zakazenie wirusem HIV, choroby nowotworowe, cukrzyca,
niedozywienie, alkoholizm, mtody lub zaawansowany wiek zakazonego (14).

Pierwszy skuteczny lek przeciwko gruzlicy - streptomycyne — wprowadzono dopiero po
IT wojnie §wiatowej. Bardzo szybko jednak pojawily si¢ szczepy pratka oporne na ten antybiotyk
i leczenie nie przynosilo oczekiwanych efektéw. Juz wtedy zaobserwowano, ze pratek gruzlicy
ma niezwykla fatwos$¢ nabywania opornosci. Dlatego wlasnie w celu osiagniecia pozytywnych
efektow terapeutycznych niezbedne jest zastosowanie terapii wielolekowej. Wynalezienie w la-
tach 50. i 60. XX wieku kolejnych antybiotykéw: izoniazydu, etambutolu, rifampicyny, pyrazi-
namidu i etionamidu pozwolifo na opracowanie skutecznej terapii przeciwgruzliczej. Leczenie
gruzlicy wielolekoopornej wymaga zastosowania dodatkowych antybiotykéw, miedzy innymi
z grupy aminoglikozydéw, chinolonéw i polipeptydéw (14, 22).

Istnieje kilka przyczyn wysokiej §miertelnosci spowodowanej gruzlica. Stosowana obecnie
szczepionka BCG ma ograniczong skuteczno$¢, poniewaz nie zapobiega zakazeniu, a jedynie
tagodzi przebieg choroby u dzieci (1).

Jednym z podstawowych probleméw jest dtugos¢ trwania terapii przeciwgruzliczej. Gruzlica
lekowrazliwa leczona jest przez okres od 6 do 9 miesiecy. W wypadku gruzlicy wielolekoopor-
nej terapia warunkujaca calkowite wyleczenie trwa od 18 do 24 miesiecy. Leki przeciwgruzli-
cze maja czesto dziatanie niepozadane, uniemozliwiajace normalne funkcjonowanie chorego.
Z tego wzgledu pacjenci przerywaja terapie, co z kolei przyczynia si¢ do powstania szczepow
lekoopornych.
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Stosowanie terapii wielolekowej w leczeniu gruzlicy nie wynika jedynie z fatwosci nabywa-
nia prze tg bakterie opornosci. Pratki znajdujace sie¢ w plucach nie stanowig jednolitej populacji.
Mozna wyr6zni¢ pratki aktywnie namnazajace sie oraz bedace w stanie us$pienia. Dlatego nie-
zbedne jest stosowanie antybiotykow o réznych mechanizmach molekularnych, dziatajacych na
rézne ich populacje.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrastajaca zapadalno$¢ na wielolekooporng gruzlice
z oporno$cig co najmniej na rifampicyne i izoniazyd (MDR-TB, multidrug resistant tuberculo-
sis) oraz gruzlice z lekoopornoscig wielolekowa (XDR-TB, extensively drug resistant tuberculosis)
o rozszerzonej opornosci pratkoéw na rifampicyne, izoniazyd, chinolony oraz aminoglikozydy.
Leczenie gruzlicy wielolekoopornej jest dlugie, kosztowne i bardzo czesto konczy sie niepowo-
dzeniem. Kolejnym problemem s3 interakcje pomiedzy lekami antywirusowymi, stosowanymi
u chorych zakazonych wirusem HIV, a lekami przeciwgruzliczymi (14, 22).

Zdolnos¢ do przetrwania pratka wewnatrz makrofagéw wynika z jego niezwyklej budowy
oston komdrkowych. Szkielet ich $ciany komodrkowej tworzy kompleks peptidoglikan-arabino-
galaktan, estryfikowany prze kwasy mikolowe. Ze szkieletem sg zwigzane inne sktadniki $ciany
komorkowej, przede wszystkim lipidy i glikokoniugaty. Zewnetrzna, kontaktujacg si¢ ze $ro-
dowiskiem warstwe, stanowi otoczka zbudowana z polisacharydow oraz mniejszej ilosci biatek
i lipidow.

Znamienng cechg oston komoérkowych pratkéw jest bogactwo lipidow i glikokoniugatow
o unikatowej strukturze, znajdujacych si¢ zaréwno w blonie cytoplazmatycznej, jak i w zewnetrz-
nych warstwach oston komoérkowych (5, 9). Przykladem sg wyzej wspomniane kwasy mikolowe,
ktdre sg dlugotancuchowymi, a-hydroksy, p-alkilo kwasami ttuszczowymi. Wyrézniamy trzy
gltowne typy kwaséw mikolowych a-, keto- i metoksymikolany. Synteza kwasow tluszczowych,
w tym kwasow mikolowych, u pratkéw jest przeprowadzana przez dwa systemy. W pierwszym
z nich, syntaza kwasow tluszczowych typu I (FAS 1, Fatty acid synthase I) dostarcza kwaséw
thuszczowych o $redniej dtugosci (C -C,,), natomiast w drugim syntaza kwaséw ttuszczowych
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Rys. 2. Mechanizm dziatania obecnie stosowanych lekow przeciwpratkowych (w kolorze czerwonym)
oraz lekdw bedacych w fazie badan klinicznych (w kolorze niebieskim).

typu II (FAS 11, Fatty acid synthase II) jest odpowiedzialna za synteze kwasu tluszczowych
o dlugosci do 60 atoméw wegla (Rys. 1) (20).

Kwasy mikolowe s3 nie tylko waznym skladnikiem $ciany komoérkowej, ale réwniez bio-
ra udzial w interakcjach z ukladem immunologicznym gospodarza. Nie jest zatem zaskocze-
niem, ze jeden z najbardziej skutecznych lekéw przeciwgruzliczych, izoniazyd, dziata wlasnie
na synteze kwasow mikolowych. Przez wiele lat starano si¢ pozna¢ mechanizm dziatania tego
leku. Obecnie wiadomo, ze hamuje on reduktaze enoilo-ACP (InhA), enzymu wchodzacego
w sklad systemu FAS II (6, 17). Dzialanie przeciwbakteryjne poprzez hamowanie InhA wywiera
réwniez etionamid, ale odznacza si¢ on mniejszg skutecznoscig niz izoniazyd (2). Izoniazyd
i etionamid oddziatujg przede wszystkim na pratki aktywnie namnazajace si¢. Etambutol hamu-
je synteze arabinianowej sktadowej arabinogalaktanu i lipoarabinomannanu (15, 19). Rifampi-
cyna, poprzez hamowanie DNA-zaleznej RNA polimerazy, blokuje proces transkrypcji, dlatego
zabija réwniez bakterie o niskiej aktywnosci metabolicznej. Aminoglikozydy, do ktérych nalezy
streptomycyna, zakldcajg synteze biatek (11). Mechanizm dzialania obecnie stosowanych lekéw
przeciwgruzliczych oraz lekéw bedacych w fazie badan klinicznych zostal przedstawiony na
rysunkach 11i 2.

W celu zmniejszenia przypadkow gruzlicy potrzebne sg skuteczniejsze leki o nowych me-
chanizmach dzialania, dzialajace zaréwno na pratki aktywnie si¢ namnazajace, jak réwniez be-
dace w stanie uspienia. Niezbedne byloby takze skrécenie leczenia przynajmniej do dwoch mie-
siecy, jak i zmniejszenie czgstosci podawania lekow. Nowe leki powinny by¢ takze kompatybilne
z terapig antywirusows.
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oraz mniejszg toksycznoscig.

Izoksyl (ISO) i tiocetazon (TAC) sa to leki (Rys. 3), ktore byty stosowane w leczeniu gruzlicy
w latach 70. i 80. XX wieku w Afryce i Ameryce Lacinskiej. Ze wzgledu na szereg dziatan nie-
pozadanych, wystepujacych przy ich przyjmowaniu, oraz wskutek pojawienia si¢ szczepdw na
nie opornych, wycofano je z uzycia (4). Obydwa te zwigzki, bedace tiomocznikami, sg proleka-
mi wymagajacymi aktywacji przez monooksygenaze pratkow EthA (7, 12). Ich aktywna forma,
posiadajaca dziatanie bakteriobdjcze, nie byla do tej pory znana. Przez wiele lat byto wiadomo,
ze ISO 1 TAC hamuja synteze kwasow mikolowych, ale enzym, na ktéry dziatajg nie zostat do
tej pory zidentyfikowany (16). W celu wyjasnienia mechanizmu dziatania ISO i TAC zostaly za-
stosowane metody biochemiczne i metody biologii molekularnej. Identyfikacja enzymu, ktéry
jest hamowany przez dany zwigzek, odbywa si¢ poprzez prébe izolacji opornych mutantéw. Na-
stepnie, celem zlokalizowania mutacji warunkujacej opornos¢, wykonuje si¢ sekwencjonowanie
catego genomu lub poszczegolnych gendw. Taka metode zastosowano w celu poznania enzymu
lub enzymoéw hamowanych przez oba leki. Wyizolowano bakterie pratka oporne na ISO i TAC,
w ktorych stwierdzono obecno$¢ mutacji w operonie, na ktory sktadajg trzy geny hadA, hadB
i hadC (3, 10). Geny te kodujg dehydrataze p-hydroksyacylu, enzym, ktéry katalizuje etap de-
hydratacji 3-hydroksyaculu-ACP w systemie FAS II (Rys. 1). Bialko HadB, posiadajace centrum
katalityczne, tworzy heterodimer z HadA lub HadC. Heterodimer HadAB jest odpowiedzial-
ny za synteze krétszych kwasow mikolowych, podczas gdy heterodimer HadBC katalizuje po-
wstanie dluzszych kwasow mikolowych (18). W kolejnym etapie badan dokonano nadekspresji
genow z operonu hadABC. Nadekspresja kombinacji genéw hadAB lub hadBC warunkowala
opornos¢ bakterii na ISO i TAC. Jednoczesnie nadekspresja innych genéw, nalezacych do syte-
mu FAS II, takich jak inhA, kasA, mabA nie zmieniala wrazliwosci bakterii na oba leki. Wyniki
te potwierdzily, ze enzym kodowany przez geny hadABC jest hamowany przez ISO i TAC (3, 10).

Powyzsze wyniki, uzyskane metodami biologii molekularnej, zostaly réwniez potwierdzo-
ne za pomocg spektrometrii masowej. Aktywnie rosngce bakterie pratka inkubowano z ISO
lub TAC. Nastepnie metoda chromatografii gazowo-cieczowej (GC-MS) lub cieczowej (LC-MS)
sprzezonej ze spektrometrig masowg wykonano analiz¢ kwaséw tluszczowych, ktéra wykazala
akumulacje 3-hydroksy C -C_ kwaséw thuszczowych, wskazujac na zahamowanie etapu dehy-
dratacji w systemie FAS II (10).

Na tym etapie badan trudno byto stwierdzi¢, w jaki sposob ISO i TAC hamujg dehydrataze.
Moze si¢ to odbywac poprzez bezposrednie wigzanie inhibitora z enzymem lub, zakladajac bar-
dziej skomplikowany mechanizm, poprzez zaburzenie interakcji pomiedzy biatkami w systemie
FAS II.

Najczgsciej pojawiajaca sie mutacja u szczepow wykazujacych opornosé na ISO i TAC, byta
niesynonimiczna mutacja punktowa w genie hadA, zmieniajaca cysteing na seryne (C61S) (10).



Wysunigto hipoteze, ze grupa tiomocznikowa ISO i TAC wiaze si¢ kowalencyjnie z cysteing
biatka HadA. Proby udowodnienia tej hipotezy w systemie in vitro, w ktéorym inkubowano
oczyszczone biatka HadA z ISO lub TAC, nie powiodly sie, prawdopodobnie ze wzgledu na
brak prawidtowej aktywacji obydwu lekow, do ktérej wymagana jest obecnos¢ wspomniane;j
wczesniej monooksygenazy EthA. Skonstruowano szczep Mycobacterium bovis BCG syntetyzu-
jacy biatko HadA i poddano go dziataniu ISO lub TAC, a nast¢pnie wyizolowano i oczyszczono
biatko HadA, ktére zanalizowano metodami spektrometrii masowej. Wykazano kowalencyjne
wigzanie si¢ ISO lub TAC poprzez mostek dwusiarczkowy z cysteing bialka HadA (8). Przewaga
systemu, w ktorym jako gospodarza uzyto M. bovis BCG, byla obecnos¢ u tej bakterii mono-
ksygenazy EthA, aktywatora obu zwigzkéw. Wigzanie ISO lub TAC do cysteiny biatka HadA
najprawdopodobniej blokuje dostep substratu do kanatu wiazacego jego czes$¢ acylows, znajdu-
jacego sie na pograniczu biatek HadA i HadB. W wyniku zahamowania aktywnosci dehydrataz
zostaje przerwana synteza kwasow mikolowych, a rezultatem jest $mier¢ komoérki bakteryjne;.
Badania te rowniez dostarczyly informacji na temat aktywnych form ISO i TAC, ktére sg ich
pochodnymi sulfonowymi.

Jednym z podstawowych probleméw przy stosowaniu ISO i TAC bylo powstawanie szcze-
péw opornych z mutacjg w genie ethA, odpowiedzialnym za aktywacje obu prolekéw. Dzieki
poznaniu aktywnej formy ISO i TAC mozna zaprojektowac¢ leki, ktére nie wymagalyby etapu
aktywacji, omijajac w ten sposob mozliwo$¢ powstania szczepéw opornych. Powyzej opisane
odkrycia powinny pomoc w syntezie nowych inhibitoréw etapu dehydratacji.

Opracowanie nowych lekéw przeciwgruzliczych jest niezwykle dlugotrwalym procesem,
dlatego proby zrozumienia mechanizmu dzialania juz sprawdzonych i skutecznych lekéw,
w celu opracowania ich odpowiednikow o lepszych wiasciwosciach farmakokinetycznych
i mniejszej toksycznosci, wydaja sie by¢ odpowiednim podejsciem.
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