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Abstrakt

Funkéni membranové mikrodomény jsou strukturni heterogenity v cytoplazmatické
membrané bakterii, které dosahuji velikosti az nékolika desitek nanometrti. Svym lipidovym
a proteinovym slozenim 1 fluiditou se li$i od zbytku membrany a do velké miry tak odpovidaji
eukaryotickym lipidovym raftim. Membranové mikrodomény obsahuji strukturni homology
eukaryotického flotilinu a také hopanoidy a karotenoidy jako funkcni analogy cholesterolu
v lipidovych raftech eukaryot. V membranovych mikrodoménach bakterii jsou lokalizovany
proteiny ucastnici se bunééného transportu, signalizace, sekrece, tvorby biofilmu nebo
sporulace. Funk¢ni membranové mikrodomény bakterii jsou specifickym mistem pro vstup
nekterych antibiotik do bunky. RozruSeni funkénich membranovych mikrodomén muzeme
navic povazovat za novy mechanismus boje proti bakterialnim infekcim zpusobenych
patogeny rezistentnimi ke stavajicim antibiotikiim. V nepiitomnosti membranovych domeén
totiz dochazi ke ztrate aktivity proteint, které pro svou funkci vyzaduji prostredi
mikrodomén, coz miize vést k inhibici ristu bakterialni bunky.

Klicova slova: Funk¢ni membranové mikrodomény, cytoplazmaticka membrana bakterii,

kardiolipin, hopanoidy, flotiliny, rezistence bakterii k antibiotikiim



Abstract

Functional membrane microdomains are structural heterogeneities in bacterial cytoplasmic
membrane with up to few tens of nanometers in size. Same as in the case of eukaryotic lipid
rafts the lipid and protein composition and fluidity of bacterial membrane microdomains
differ from the rest of the membrane. Membrane microdomains contain the structural
analogues of eukaryotic flotilin as well as hopanoids and carotenoids as functional analogues
of cholesterol in eukaryotic lipid rafts. In functional membrane microdomains there are
located proteins associated with membrane trafficking, signaling, secretion, biofilm
formation, and sporulation. Functional membrane microdomains are specific sites for the
entry of certain antibiotics into cells. What 1s more, disassembly of functional membrane
microdomains might be regarded as a possible novel mechanism of bacterial infections
suppression that is caused by antibiotic resistant bacterial pathogens. In the absence of
membrane domains proteins which require for their functions the membrane domain

localization lose their activity. This may result in inhibition of bacterial cell growth.
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Seznam pouzitych zkratek:

ABC - (ATP binding casette) Transportér vazajici ATP

ATP - Adenosintrifosfat

CFU - (Colony forming unit) Pocet zivych bakterialnich bun¢k

diNn - Derivat neomycinu 3’,6-dinonyl neamin

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

DRM - (Detergent resistant membrane) Membranova frakce rezistentni k ptisobeni detergentu
DSM - (Detergent sensitive membrane) Membranova frakce citliva k piisobeni detergentu
FMM - (Functional membrane microdomains) Funkéni membranoveé mikrodomény

GFP - (Green fluorescent protein) Zeleny fluorescenéni protein

GPI - Glykosylfosfatidylinositol

LC-MS/MS - Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

MIC - Nejnizsi koncentrace antibiotika, ktera inhibuje rist mikroorganismu

MRSA - Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu

NADH - Nikotinamidadenindinukleotid

NT - (Non-treated) Vzorky nevystavené ptisobeni urcité latky

PHB - Prohibition homology doména

SDS-PAGE - Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného
SPFH - Skupina proteint, ktera spojuje stomatiny, prohibitiny, flotiliny a HfIK/C proteiny
SZU - Statni zdravotni istav

ZA - Kyselina zaragozova



1 Uvod

Lipidové rafty u eukaryot byly popsany jiz vroce 1997 (Simons a Ikonen 1997) jako
strukturné specificka mista v cytoplazmatické membrané bunék. U bakterii se dlouhou dobu
piedpokladalo, Ze obdobné struktury v ramci jejich membrany nemohou existovat. Ovsem
nalezy kardiolipinovych a koneéné 1 funkénich membranovych mikrodomeén, které maji velmi
podobnou strukturu a slozeni jako eukaryotické lipidové rafty, v poslednich deseti letech
pomohl zménit nazor ohledné podoby bunééné membrany bakterii. Tyto oblasti, vyznacujici
se rozdilnym chemickym sloZzenim, vytvareji v membrané domény s rozdilnou rigiditou oproti
zbytku membrany. Funk¢éni membranové mikrodomény jsou piitomny v membranach Gram
pozitivnich 1 Gram negativnich bakterii, byly popsany u sinic, ale také u mikroorganismu
z domény Archaea.

V poslednich letech se navic ukazuje, Ze funk¢éni membranové mikrodomény bakterii by
se diky svym specifickym vlastnostem mohly vyuzivat jako mozné zéasahové misto
v antimikrobidlnich terapiich. Nartistajici odolnost bakterii k 1é¢bé stavajicimi antibiotiky je
globalnim problémem. Hlavnim divodem téchto obtizi, vyskytujicich se pi1 terapiich
bakterialnich infekei, je naduZivani a nespravné uzZivani antibiotik v poslednich desitkach let.
Z tohoto duvodu se velkou rychlosti zvySuje poptavka a nutnost hledani novych piistupt
k 1é¢be infekei zptuisobenych rezistentnimi kmeny bakterii.

Cilem této bakalaiské prace je popis struktury a vlastnosti funkénich membranovych
mikrodomén bakterii, jejich specifickych roli v bunééné membrané a potencidlni mozZnosti
vyuziti téchto membranovych mikrodomén jako zdsahového mista v boji proti bakterialnim

patogentim.



2 Vyvoj pohledi na podobu buné¢né membrany

Nazory ohledné slozeni a struktury bunéénych membran prosly od sedmdesatych let minulého
stoleti do soucasnosti zna¢nym vyvojem. Prvotni navrh membrany jako fluidni mozaiky
slozené zlipidi a proteinii byl postupné prekonan pii objeveni strukturnich heterogenit
v membrané. Od devadesatych let 20. stoleti je model membrany obohacen o predstavu
lateralné oddélenych mikrodomén. Membranové mikrodomény, nebo-li rafty, jsou spole¢nou

vlastnosti eukaryotickych a prokaryotickych bunék.

2.1 Model bunécné membrany jako fluidni mozaiky

V roce 1972 Singer a Nicolson (Singer a Nicolson 1972) vyslovili hypotézu o struktuie
biologické membrany v podobé tekuté mozaiky. Jejich prace vychazela z modelu membrany
tvorené fosfolipidovou dvojvrstvou spolu s proteiny a vyzkumu hydrofilnich a hydrofobnich
mterakci téchto slozek. Model fluidni mozaiky popisuje podobu bunééné membrany, kde jsou
lipidy a proteiny rovnomérné rozmistény po celé membrané. Integralni membranové proteiny,
majici globularni charakter, se chemicky chovaji podobné jako fosfolipidy, nebot’ obsahuji
polarni a nepolarni ¢ast, tedy maji amfipaticky charakter. Hydrofobni ¢asti lipidia a proteint
zasahuji smérem do stiedu dvojvrstvy, hydrofilni vy¢nivaji na povrchu membrany a jsou
v kontaktu s vodnym prostiedim. Casté interakce a volna difuze integralnich proteind a lipida
pies fosfolipidovou dvojvrstvu déla z bunééné membrany strukturu dynamického fluidniho
charakteru (Singer a Nicolson 1972).

2.2 Membranové mikrodomény ve strukture bunéénych membran
V osmdesatych letech minulého stoleti se zacalo opoustét od teorie fluidni mozaiky, nebot’
byla prokazana strukturni heterogenita lateralné ulozenych lipidi a proteinii v biologické
membrané. Byly zkoumany typy mastnych kyselin, které jsou souc¢asti membranovych lipida.
Nasycené mastné Kkyseliny tvoii rigidnéj$i oblasti, zatimco mnenasycené naopak
vytvareji tekutou fazi membrany. Koncept heterogenniho rozlozeni lipidi v membranach dal
impulz ke zrodu myslenky, Ze membrana obsahuje specifické mikrodomény, které se svymi
vlastnostmi a sloZzenim odlisuji od zbytku membrany (Karnovsky et al. 1982).

Mikrodomény byly popsany pii studiu kaveol, malych membranovych utvara
lahvovitého tvaru o velikosti 50-80 nm tvorenych kaveolinem, jez spolec¢né s lipidy tvori
mikrodoménové utvary v membrané (Parton 1996). Membranové mikrodomény byly také

objeveny pii1 zkoumani funkci savéich epitelialnich bunék (Kusumi a Sako 1996).



Na konci devadesatych let minulého stoleti Simons a Ikonen (1997) uvedli hypotézu
existence tzv. membranovych rafti. Membranové rafty jsou lateralné oddélené mikrodomény
bohaté na sfingolipidy a proteiny propojené cholesterolem. Tyto rafty se pohybuji v prostiedi
glycerofosfolipidové dvojvrstvy. Membranové rafty maji vliv na mnoho déu v buice,
napiiklad hraji vyznamnou roli pi1 signalni transdukci (Parton 1996) nebo se podileji na
transportu v ramei bunky (Danielsen 1995).

Model struktury lipidovych rafti (Obr. 1) predpoklada, Ze membrana bunek je mozaika
sloZzena z lipidovych rafti a oblasti okolo nich s rozdilnym lipidovym sloZzenim (Simons
a Ikonen 1997). Model navrhuje piitomnost a ukotveni membranovych proteinii v ramci
mikrodomén, kde proteiny mohou byt kotveny glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvou,
nebo se miize jednat o periferni ¢1 integralni proteiny (Obr. 1A). Dale popisuje asymetricke
rozlozeni druhu lipidd ve vnéj$im a vnitinim listu lipidové dvojvrstvy rafti. Ve vnéjsim listu
pievlada sfingomyelin a glykosfingolipidy, ve vnitinim listu dvojvrstvy jsou obsazeny
pievazné glycerolipidy. Cholesterol vypliuje mista mezi lipidy v obou listech dvojvrstvy
(Obr. 1B) (Simons a Ikonen 1997).
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Obr. 1: Model struktury membranového raftu

Membranové rafty (Cervené) jsou oddéleny od okolnich oblasti fosfolipidové dvojvrstvy (modie). Ve
vné&j$im listu membrany pievazuji nenasycené fosfatidylcholiny, které spole¢né s cholesterolem tvoii
raft. A) V raftech se nachazeji GPI vazebné proteiny kotvené k vnéj§imu listu dvojvrstvy. Proteiny
vnitiniho listu membrany jsou vazany k lipidim acylovym fetézcem nebo pies transmembrianovou
doménu proteint. B) Lipidova dvojvrstva rafti nema symetrické sloZzeni druhti lipidid v obou listech.
Ve vnéjsim listu membrany se nachazi sfingomyelin a glykosfingolipidy (Cervené€) a ve vnitinim listu
pievladaji glycerolipidy, hlavné fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin (zelen€). Cholesterol (Sedy)
zapliluje prostor mezi jednotlivymi sfingolipidy. Cholesterol je piitomen v obou listech membrany

(pfevzato a upraveno ze Simons a Ikonen 1997).

Deborah Brown a Jack Rose (Brown a Rose 1992) zavedli metodu detergentové
extrakce k izolaci lipida a proteint z biologickych membran. Vychazi z principu, kdy hlavni

slozky membranovych rafti, tedy sfingolipidy, cholesterol a GPI vazebné proteiny, nejsou
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rozpustné v detergentu Triton X-100 pi1 4C°, oznacuji se tedy za rezistentni k extrakci
detergentem (detergent resistant membrane — DRM), zatimco ostatni sloZky membrany, tedy
fosfolipidy, jsou pii extrakci rozpustné v detergentu (detergent sensitive membrane — DSM).
Pomoci detergentové extrakce a naslednou gradientovou centrifugaci se daji izolovat slozky
membranovych mikrodomén, coZz je jeden ze zpusobi, jak lze prokazat jejich mozZnou
pritomnost v membrane.

V roce 2006 byly membranové rafty definovany na symposiu , Keystone Symposium
on Lipid Rafts and Cell Function®: , Membranové rafty jsou malé (10-200 nm), heterogenni,
vysoce dynamické domény bohaté na steroly a sfingolipidy, které kompartmentalizuji
bunécné procesy. Malé rafty mohou byt nékdy stabilizované vytvarenim vétSich platforem
diky protein-protein nebo protein-lipidovym interakcim.“ (Pike 2006).

Membranové mikrodomény byly vroce 2009 objeveny také u prokaryotického
organismu, Bacillus subtilis (Lopez et al. 2009).

3 Membranové mikrodomény bakterii

Z divodu absence cholesterolu v membranach bakterii se predpokladalo, Ze membranové
rafty mohou byt pritomny pouze v membranach eukaryotickych bunek. Ale v roce 2009 doslo
k objevu tzv. funkénich membranovych mikrodomén u bakterii béhem vyzkumu biofilmu
B. subtilis (Lopez et al. 2009). Tato prace se stala odrazovym mustkem pro dalsi vyzkumy

membranovych mikrodomeén u prokaryot.

3.1 Lipidové sloZeni bakterialnich membranovych mikrodomén

Pritomnost membranovych mikrodomén a jejich sloZeni u eukaryot i1 prokaryot muize byt
pozorovano pomoci analyzy DSM a DRM frakci, kde jsou lipidy a proteiny obsazené¢ v DRM
frakci povazovany za soucast téchto mikrodomén (Brown a Rose 1992). Membranové
mikrodomény bakterii svym sloZzenim piiblizné odpovidaji eukaryotickym membranovym
raftim (Obr. 2) stavajicich se ze sfingolipidi, cholesterolu a proteinii vazanych na
membranové domény. Cholesterol ma stabiliza¢ni funkci ve strukture membranovych domén
(Simons a Ikonen 1997, Pike 2006). U prokaryot tuto funkci piebiraji polyisoprenoidni
membranové lipidy, podobné eukaryotickému cholesterolu (Rohmer et al. 1979), konkrétné
hopanoidy a karotenoidy syntetizované pies drahy, které zahrnuji skvalen syntazu (Lopez
a Kolter 2010). Hopanoidy jsou stejné jako cholesterol polycyklické terpenoidy (Obr. 3A),

které stabilizuji mikrodomény (Ourisson 1987, Saenz et al. 2015) a snizuji fluiditu membrany,
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kterd ma tak ve vyssich teplotach vice rigidni charakter (Schmidt et al. 1986, Joyeux et al.
2004). Syntéza hopanoidi neni zavisla na aerobnich podminkach (Hartner et al. 2005).

A) Membrana eukaryotické buiiky
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Obr 2: Strukturni podobnosti a rozdily mezi lipidovymi rafty eukaryot a funkénimi membranovymi
mikrodoménami bakteril.

Schéma molekularni organizace lipidovych rafti (A) a funkénich membranovych mikrodomén
(FMM) (B). Architektura téchto dvou typti membranovych mikrodomén vykazuje fadu podobnosti
anékolik strukturnich rozdilt. Napiiklad vazba proteinti s lipidovymi rafty se lisi od wvazby
v membranovych mikrodoménach prokaryot. VétSina proteini FMM je povahy multimernich
komplex1, zatimco lipidové rafty mohou obsahovat monomerni proteiny. Lipidové rafty jsou slozeny
z cholesterolu a sfingolipidi a FMM jsou pravdépodobné obohaceny o farnesol, hopanoidy a jiné

polyisoprenoidni lipidy (pievzato a upraveno z Lopez a Koch 2017).
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Karotenoidy jsou mnecyklické polyisoprenoidni lipidy, které svou strukturou
piipominaji sfingolipidy (Obr. 3B), vyznamné jsou piedevsim jako pigmenty (Hammond
a White 1970). Karotenoidy pomahaji strukturné stabilizovat mikrodomeény a také, stejné jako
hopanoidy, zvySuji rigiditu membrany (Rottem a Markowitz 1979).

Specifickym lipidem tvorici membranové mikrodomény bakterii je kardiolipin.
Kardiolipin je aniontovy fosfolipid se dvéma zapornymi naboji, ktery se nachazi typicky
v membranach bakterii. Kardiolipin se shlukuje v mikrodomény vyskytujici se predevsim na
polech bunky a voblasti septa délicich se bunek (Mileykovskaya a Dowhan 2000).
Kardiolipin svou strukturou piipomina sfingolipidy eukaryotickych lipidovych rafti (Obr. 3C)
(Bramkamp a Lopez 2015).

14
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Obr. 3: Struktura lipidii obsaZenych v eukarvotickych lipidovych vraftech a bakteridlnich
membranovych mikrodomeéndach.

(A) Polycyklické terpenoidy. (i) Molekularni struktura cholesterolu, jez je hlavni slozkou
eukaryotickych lipidovych raftfi. (ii) Cholesterol neni piitomen v bakteridlnich membranach, nicméné
bakterialni mikrodomény obsahuji dal$i polycyklické terpenoidy, oznacované jako hopanoidy, které
jsou strukturné podobné cholesterolu. (B) Necyklické terpenoidy. (i) Molekularni struktura skvalenu,
jenz je prekurzorem polycyklickych i necyklickych terpenoidii. (ii) Piikladem necyklickych terpenoidi
jsou karotenoidy, které jsou v bakterialnich buiikach hojné obsazeny. Napiiklad staphyloxanthin je
zodpovédny za zlaté zbarveni bakterie Staphylococcus aureus. (C) Molekularni struktura sfingolipida
(i) a kardiolipinu (ii). Sfingolipidy jsou membranové lipidy na bazi sfingosinu, které zvysuji rigiditu
lipidovych rafti eukaryotickych bunék (pievzato a upraveno z Bramkamp a Lopez 2015).
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Cholesterol, ktery je hlavni slozkou eukaryotickych lipidovych rafti, se v membrané
bakterii obvykle nevyskytuje, nicméné bakterie Borrelia burgdorferi je vtomto ohledu
vyjimkou. B. burgdorferi, patiici mezi spirochéty, je vyznamnym lidskym patogenem, nebot’
je puvodcem onemocnéni pienaseného klistaty (rod Ixodes) - lymeska borelioza (Burgdorfer
et al. 1982). Vroce 2010 (Larocca et al. 2010) byly ve vnéjsSi membrané B. burgdorferi
popsany membranové mikrodomény sloZené z cholesterolovych glykolipidi. B. burgdorferi
nema biosynteticky aparat pro syntézu cholesterolu, ale ziskava ho z kultivaéniho média nebo
v piirozenych podminkach z bunek hostitele. Tato bakterie ma schopnost piebirat cholesterol
piimo z plazmatické membrany eukaryotickych bunék vyménou za své bakterialni lipidy
(Crowley et al. 2013). Nalez cholesterolovych membranovych mikrodomeén je dalsi diulezity
milnik ve studiu prokaryotické membrany (Larocca et al. 2010).

3.2 Bakterialni proteiny strukturné homologni s eukaryotickymi flotiliny

Flotilin je hlavnim proteinem membranovych rafti eukaryot a jeho pritomnost v DRM frakci
je vétSinou povazovana za dikaz existence membranovych mikrodomén v buiice (Bickel et al.
1997). Flotiliny tidi oligomerizaci eukaryotickych lipidovych rafti a pusobi jako jejich
organizatoii (Volonté et al. 1999). Flotiliny a jim podobné proteiny jsou razeny do skupiny
proteinu tzv. ,,SPFH™ rodiny (skupina proteint, jeZ spojuje stomatiny, prohibitiny, flotiliny
a HfIK/C proteiny), jejichZ spole¢nou vlastnosti je pritomnost PHB (prohibition homology)
domény, ktera pravdépodobné ovliviiuje funkei téchto proteini, avsak jeji vlastnosti nejsou
dosud znamy (Tavernarakis et al. 1999, Bach a Bramkamp 2015). U bakterii byly proteiny
podobné flotilinu poprvé nalezeny v membrané Bacillus halodurans v roce 2005 (Zhang et al.
2005). Eukaryotické flotiliny a bakterialni flotilinové proteiny maji velmi podobnou stavbu,
nebot’ se shoduji v obsahu 39 % aminokyselin (Lopez a Kolter 2010). Flotilinové proteiny
jsou vazany na bakterialni membranu pomoci vlasenkové smycky do lipidové dvojvrstvy.
Proteiny podobné flotilinu maji u riznych roda bakterii velmi podobné sloZeni a vlastnosti
a geny koduyjici tyto proteiny jsou zpravidla umistény v operonu na druhém misté v sousedstvi
NfeD proteinu (kodujici proteiny podobné stomatinu) (Green et al. 2009). Flotilinové proteiny
se nachazeji jak u Gram pozitivnich, tak u Gram negativnich bakterii.

U Gram pozitivni bakterie B. subtilis byly popsany dva takové proteiny (Obr. 4) - FloA
(diive oznacovan jako YqfA) a protein FloT (ptiivodné oznacovany jako YuaG), ktery byl
takto piejmenovan diky své strukturni podobé s lidskym flotilinem I. FloT byl prvnim

popsanym bakterialnim flotilinovym proteinem, jenz se nachazi v nepravidelné rozmisténych
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oblastech membranovych mikrodomén. Zastupce Gram negativnich bakterii Escherichia coli
disponuje proteinem YqiK, ktery je homologni s FloT (Lopez a Kolter 2010). Flotilinu
podobné proteiny byly také nalezeny u Halobacterium salinarum, extremofilniho zastupce
domény Archaea (Corcelli et al. 2002). Flotilinové proteiny bakterii maji vyznamnou
strukturni funkci, nebot’ jejich naruseni zptisobuje ztratu mikrodomén, poruchy ve sporulaci
(Donovan a Bramkamp 2009), inhibici tvorby biofilmu a sekrece proteaz (Lopez a Kolter
2010). Flotilinové proteiny dale interaguji s dalSimi proteiny mikrodomén, které se tcastni
esencialnich bunéénych procest, jako je transport latek, signalizace (Bach a Bramkamp 2013)
nebo piezivani uvniti hostitele (Zhang et al. 2009) (viz kapitola 4).

FloA-GFP FloT-GFP

Obr. 4: Rozmisténi proteinit FloA a FloT v membrané B. subfilis.
Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu ukazuji buiiky B. subtilis, které maji proteiny FloT a FloA
oznaceny pomoci translac¢ni flize s fluorescen¢ni sondou GFP (green fluorescent protein). Velikost

mefitka je 2 pm (pievzato a upraveno z Lopez 2015).

4 Funkce vazané na proteiny lokalizované v membranovych

mikrodoménach bakterii

Bach a Bramkamp (2013) izolovali proteiny asociované s mikrodoménovym proteinem FloT
v DRM frakci z membrany bunék B. subtilis nadmérné produkujicich FloT. Nasledné
analyzovali proteiny pomoci SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti dodecylsiranu sodného) a identifikovali pomoci LC-MS/MS (kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii). Byly popsany proteiny tcastnici se
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metabolismu bunééné stény, signalizace a mezibunééné komunikace, proteiny ucastnici se
sekrece, energetického metabolismu a transportni proteiny. Tyto proteiny jsou tedy s velkou
pravdépodobnosti soucasti bakterialnich membranovych mikrodomén (Bach a Bramkamp
2013).

Vyznamnou soucasti DRM frakce je FtsH proteaza, ktera je funkéné vazana s proteiny
FloT a FloA a pomaha v diferenciaci bun¢k B. subtilis produkujicich extraceluldrni matrix
biofilmu (Yepes et al. 2012). FtsH proteaza Stépi regulatory fosfataz fosforylujici transkripéni
regulator Spo0A, ktery spousti signalni kaskady vedouci k tvorbé biofilmu (LeDeaux et al.
1995, Le a Schumann 2009). FtsH proteaza také inhibuje tvorbu déliciho aparatu na
septech bunék B. subtilis (Mielich-Siiss et al. 2013). V DRM frakci byl dale popsan protein
extracelularni matrix TasA, ktery je vazan v bunécné sténé prostrednictvim proteinu TapA
(TasA - anchoring/assembly protein), diive oznacovaného také jako YqxM (Romero et al.
2011). Tyto proteiny udrzuji vnitini stavbu matrix biofilmu pomoci Skrobovych vlaken, které
produkuji (Romero et al. 2010). Dalsi protein asociovany s FloT byl PBP3, penicilin vazebny
protein s nizkou molekularni hmotnosti, jez napomaha svou endopeptidazovu aktivitou
spravnému zesit'ovani peptidoglykanu (Todd et al. 1985, Atrih et al. 1999).

Histidinova senzorova kinaza KinC, popsana u B. subtilis, je dalSim z proteini spojenych
s bakterialnimi membranovymi mikrodoménami. Funkce kinazy KinC spociva ve fosforylaci
a tedy aktivaci transkripéniho regulatoru SpoOA (LeDeaux et al. 1995). KinC je funkéné
spojena s flotilinovymi proteiny FloT a FloA, nebot’ bunky, jez byly mutovany v genech pro
syntézu FloT a FloA, nedokézaly vytvaret biofilm. Predpoklada se tedy, Ze nepiitomnost
proteini FloT a FloA zabrani spravnému umisténi KinC v membranové mikrodoméné a tim
znemozni jeji aktivitu (Lopez a Kolter 2010). Také byla popséana histidinova senzorova kinaza
PhoR, jako protein funk¢éné zavisly na FloA, nikoliv na FloT. Protein PhoR je kinaza, jez
napomaha vystavbé a organizaci bunécné stény, kde je zapotiebi pro syntézu kyseliny
teichuronové (Miiller et al. 1997, Schneider et al. 2015).

V DRM frakci byly dale nalezeny transportni proteiny jako napi. FhuD, FtsX, GItT,
MntA, MntB, RbsB, OppA, OppD, OppF, OpuAC, YclQ, YfiY, YhfQ (Bach a Bramkamp
2013, Schneider et al. 2015). Protein OppA se ucastni transportu oligopeptidi, kde funguje
jako vychozi receptor (Perego et al. 1991). Protein FtsX tvoii ¢ast membranového
transportéru podobného s eukaryotickym ABC (ATP binding casette) transportérem (Gill et
al. 1986), ktery se nachazi v oblasti deliciho septa bakterialni bunky (Schmidt et al. 2004).
Soucasti membranovych mikrodomén jsou ziejmé také transportni proteiny Sec drahy, nebot’

v DRM frakci byly nalezeny translokazy SecD, SecF, SecY a signalni peptidaza SppA (Bach
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a Bramkamp 2013). Mikrodomény tvoiené Sec translokazou byly také nalezeny v membrané
Streptococcus mutans (Hu et al. 2008). Protemny YclQ, YfiY, YhfQ a FhuD maji spole¢nou
vlastnost, kterou je podileni se na vychytavani siderofort, tj. latek, které jsou schopné navazat
a prenaset ionty Zeleza (Schneider et al. 2015).

Protein TagU zodpovida za tvar buiiky, nebot” je asociovany s cytoskeletarnim proteinem
MreB. Ma funkci ve vystavbé bunécéné stény B. subtilis, kam dodava polymery derivati
kyseliny teichoové (Kawai et al. 2011), stejné jako protein GtaB, ktery je rovnéZ asociovany
s bakterialnimi flotilinovymi proteiny (Bach a Bramkamp 2013). Ve frakci proteini
asociovanych s FloA byl nalezen membranovy protein MreC (Schneider et al. 2015), ktery
interaguje s ostatnimi proteiny divizomu, jehoZ je sam soucasti. Jeho role spociva v udrzovani
tvaru bunky (Kruse et al. 2005).

Ve spoleéné DRM frakci byly dale popsany proteiny ucastnici se procesi energetického
metabolismu (AcsA, AtpA, AtpB, AtpD, AtpG, Nag, PtsI, QoxA, ResC, ResE, SdhA)
a signalni molekuly ovliviiyjici chemotaxi (McpA, McpB, McpC) (Bach a Bramkamp 2013,
Schneider et al. 2015). Proteiny elektron transportniho fetézce, jez jsou v membrane
nepravidelné rozmistény, jsou lokalizovany ve shlucich, které miZeme oznacit jako
mikrodoménové utvary. V cytoplazmatické membrané E. coli bylo sledovano rozmisténi
komplexii enzymu nitrat reduktazy (Alberge et al. 2015). Snimky z fluorescenc¢niho
mikroskopu ukazaly, Ze tento enzym vytvaii v membrané shluky lokalizované zejména na
polech buinky. Mizeme tedy hovorit o nitrat reduktazovych mikrodoménach, které jsou
oddélené od zbytku membrany. Bylo prokazéano, Ze schopnost tvoiit membranové domény
obsahujici enzym nitrat reduktazu je zavisla na kultivaénich podminkéch (tedy anaerobnich
podminkach a spravné hodnoté pH média) umoznujici bunce nitratovou respiraci. Bunky
v aerobnich podminkach nevytvaiely shluky tohoto enzymu, ale dochéazelo k jeho
rovnomérnému rozmisténi po membrané buiiky. Tvorba mikrodomén navic vedla ke zvyseni
ucinnosti dychaciho retézce, nebot” bylo produkovano témér dvojnasobné mnozstvi nitriti
oproti kontrolnim buiikam, které fermentovaly (Alberge et al. 2015). V DRM frakei proteini
asociovanych s FloT byl dale popséan regula¢ni protein ResE, ktery napomaha prizptisobeni se
anaerobnim podminkam, kde se podili na aktivaci nitratové respirace (Nakano et al. 1996,
Schneider et al. 2015).

Enzymy FoF; ATP (adenosin trifosfat) syntaza a sukcinat dehydrogenaza také nejsou
v membrané B. subtilis rovnomérné rozmistény, ale vytvareji dynamické shluky (Johnson et
al. 2004). V membrané B. subtilis bylo také pozorovano doménové usporadani komponent

respira¢niho tetézce jako je NADH dehydrogenaza, cytochrom bd-I komplex a cytochrom
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bo3 komplex (Llorente-Garcia et al. 2014). Mikrodoménové utvary enzymi terminalni
oxidazy komplexu cytochrom bd-I byly rovnéz popsany pi1 studiu cytoplazmatické
membrany E. coli (Lenn et al. 2008). DileZitou roli v ramei bakterialniho respira¢niho retézce
hraje 1 fosfolipid kardiolipin, ktery je soucasti krystalové struktury cytochrom C oxidazy
(Zhang et al. 2011), formiat dehydrogenazy (Jormakka a To 2002) a sukcinat dehydrogenazy
(Yankovskaya et al. 2003).

Pi1 studiu DRM frakce membrany B. burgdorferi byly nalezeny proteiny, které mohou
byt s velkou pravdépodobnosti také soucasti cholesterolovych mikrodomén. Kromé proteaz
(FtsH a HtrA) byly popsany proteiny ucinkujici v signalni transdukci vedouci k chemotaxi
a motilité — napi. flagelarni proteiny FlaA, FIgE a FlaB. MiuzZeme se tedy domnivat, Ze
cholesterolové rafty bakterie B. burgdorferi jsou dilezité pro pohyb bunky. Dale byly
objeveny proteiny, které napomahaji prezivani a invazivité bakterie uvniti hostitelského
organismu. Patii mezi né membranovy protein BB 0323 (Nowalk et al. 2006), ktery se podili
na udrzovani integrity vnéj$i membrany (Stewart et al. 2004, Zhang et al. 2009) diky vazbé
k peptidoglykanu pies C-termindlni doménu proteinu BB 0323 (Kariu et al. 2013). Tento
protein je esencidlni pro preziti v klistéti ale také v definitivnim teplokrevném hostiteli (Zhang
et al. 2009). MiZe mit tedy potencialné vyznamnou roli pi1 1écbé lymeské boreliozy. V DRM
frakci byly dale popsany povrchové lipoproteiny OspA a OspB, které umozZnuji prichyceni
a udrZeni bakterie uvniti travici soustavy klistéte (Pal et al. 2000).

Membranové mikrodomény byly popsany také u sinic. Konkrétné u sinice rodu
Synechocystis se vyskytuji mikrodomény, které obsahuji proteiny patrici do ,,SPFH rodiny*
proteint (Boehm et al. 2009).

5 Membranové mikrodomény jako moZna zasahova mista v terapii

bakterialnich infekci

Nartuistajici rezistence patogennich bakterii k 1éCbé stavajicimi antibiotiky se stava
celosvétovym problémem (Hughes et al. 2016). Proto stoupa zajem o nove piistupy
v moznostech terapie bakterialnich infekci. Membranové mikrodomény mohou byt vyuzity
jako specificka zasahova mista pro ucinek novych 1é¢iv. Podstata antimikrobialniho ucinku
spociva v rozruSovani membranovych mikrodomén a tim tedy ztraté funkci proteint, které

jsou na né vazane, coz je pro bunku letalni.
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5.1 Membranova lipidova terapie

Neékteré derivaty mastnych kyselin maji schopnost se vazat na membranové lipidy a dokazi
tim reorganizovat proteiny bunéfné membrany, tyto ucinky se oznacuji jako membranova
lipidova terapie (Escriba 2006). Jde o derivaty 2-hydroxy mastnych kyselin, jako jsou
kyselina arachidonova, linolenova, linolova, eikosapentaneova, eikosahexaenova,
dokosahexaenova, stearova a olejova. Membranovou lipidovou terapii je mozné vyuzit také
pii cileni na lipidy obsazené¢ ve funkénich membranovych mikrodomén bakterii a tim

ovliviiovat funkci proteint, které jsou v nich vazané (Ibarguren et al. 2013).

5.2 Kardiolipinové mikrodomény jako specificka zasahova mista

antibiotik

5.2.1 Mechanismus ucinku antibiotika 3’,6-dinonyl neamin

Antibiotikum neamin (derivat neomycinu) je aminoglykosid, ktery se vaze na 16S RNA
a inhibuje syntézu proteinii (Davies a Gilbert 1964). Jeho derivat 3',6-dinonyl neamin (diNn)
navic vazbou na lipopolysacharidy ve vnéj§i membrané bakterii narusuje jejich sitovité
propojeni a tim vyrazne zvysuje pravdépodobnost priuniku antibiotika do bunky (Sautrey et al.
2014). V cytoplazmatické membrané cili na kardiolipinové mikrodomény a indukuje jejich
rozvolnéni (El Khoury et al. 2017).

Bakterie Pseudomonas aeruginosa zpusobuje zavazna onemocnéni dychacich cest,
tato infekce je jednou z hlavnich pri¢in Gmrti pacienti s cystickou fibrozou (Smith et al.
1996). U bunék P. aeruginosa vystavenych u¢inku subinhibi¢ni koncentrace diNn (davka
odpovidajici hodnoté 0,75 minimalni nhibi¢ni koncentrace — MIC, t]. nejnizsi koncentrace
antibiotika, ktera inhibuje rist mikroorganismu) byla prokdzana zvySena permeabilita
membrany pro fluorescenéni barviva (Swain et al. 2018) a zména rozmisténi kardiolipinovych
mikrodomén v membrané. Dalsi pokusy vedly ke zjisténi, Ze diNn ma vliv na délku bunék
bakterii, na rozdil od ucinku ostatnich antibiotik (colistin -a dalsi aminoglykosidova
antibiotika) (ElI Khoury et al. 2017). Buiiky se po vystaveni u¢inkim diNn jevily prumérné
0 0,3 pm kratsi nez buiky neosetrené antibiotikem a doslo k vyznamnému morfologickému
naruseni struktury bunky (Swain et al. 2018).

Utinek antibiotika diNn na sféroplasty odvozené od bunék P. aeruginosa, tj. buiky
zbavené bunééné stény (Renner et al. 2013), vedl k tomu, Ze regenerované bunky nedokazaly
znovu nabyt ty¢inkovitého tvaru ani v nasledujicich generacich. To je pravdépodobné

zpusobeno tim, Ze protein MreB, ktery napomaha urcovat tyéinkovity tvar bunky (Wachi et
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al. 1987), je funkcéné zavisly na lokalizaci v kardiolipinovych mikrodoménach a pi1 jejich
rozruseni je negativné ovlivnéna 1 funkce MreB (Obr. 5) (El Khoury et al. 2017).
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Obr. 5: Antibiotikum diNn inhibuje regeneraci tycinkovitého tvaru P. aeruginosa.
Regenerované buiiky ze sféroplastii bez aplikovaného diNn (non-treated - NT) nabyly ty¢inkovity tvar
po trech cyklech bunééného déleni. Zatimco v piitomnosti diNn nove vzniklé builky nedokazaly znovu
ziskat ty€inkovity tvar a také u nich doslo k zastavé buné¢ného déleni jiz u druhé generace (El Khoury
etal. 2017).

Pisobenim diNn na bakterialni buniku byla také sniZzena hladina ATP a hodnota pH
v bunice, coz znaci zhorSenou funkci respirac¢niho retézce a nasledné sniZeni ristove rychlosti

bunek a jejich odumirani (ElI Khoury et al. 2017).

5.2.2 U¢inky cyklickych hexapeptidii na membranové mikrodomény

Cyklické hexapeptidy bohaté na arginin a tryptofan maji bakteriostatické u¢inky na Gram
pozitivni 1 Gram negativni bakterie (Junkes et al. 2008). Jejich aktivita spociva
pravdépodobné ve vazbé do kardiolipinovych membranovych mikrodomén, kde kardiolipin
zprostiedkovava vazbu hexapeptidi k membrané, a nasledné reorganizaci lipidovych
mikrodomén. Pusobenim cyklickych hexapeptidi dochazi ke snizeni rastové rychlosti az
k celkovému zastaveni rustu bunék B. subtilis a E. coli. Cyklické hexapeptidy nevykazuji
toxické ucinky pro savci bunky (Schempflug et al. 2015), proto se nabizi jejich potencialni

terapeutické vyuziti také u ¢lovéka.

5.2.3 Kardiolipinové mikrodomény jako potencialni zasahové misto
nanocastic

Dalsi navrh vyuziti kardiolipinovych mikrodomén jako mista vstupu lé¢iva do bunky popisuje

dopravovani nabitého nanokomplexu obsahujici oligonukleotidové kopie DNA, jez vyvazuji

transkripéni faktory, do cytoplasmy E. coli. Kladné nabity obal nanokomplexu je tvoreny tzv.
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bolaamfifily, coz jsou povrchové aktivni latky obsahujici hydrofobné propojené hydrofilni
skupiny (Fuhrhop a Mathieu 1984, Fuhrhop et al. 1986). Diky svému naboji se nanokomplex
vaze prednostné do zaporné nabitych kardiolipinovych mikrodomén a vstupuje pies né do
bunky. V cytoplazmé bunky puisobi pieneseny usek DNA jako kompetitivni inhibitor
transkripénich faktorti nutnych pro piepis esencialnich genti (Marin-Menéndez et al. 2017).

5.3 Vyznam cholesterolovych mikrodomén v terapii infekce zpusobené

B. burgdorferi

Infekce bakterii B. burgdorferi zpusobuje zdvazné onemocnéni lymeska borelioza, ktera je
v Evropé velmi rozsifena, data Statniho zdravotnického tustavu uvadéji az 4724 pripadi
onemocnéni v Ceské republice za rok 2018 (www.szu.cz). Cholesterol a cholesterolové
glykolipidy, které v membrané B. burgdorferi tvoii mikrodomény, jsou nezbytné pro
baktericidni u¢inky monoklonalni protilatky CB2. Protilatka CB2 se vaZe na povrchovy
lipoprotein B (také oznaCovan jako OspB), ktery je soucasti mikrodomény v membrané
B. burgdorferi a zpisobuje tim naruseni vnéj$i membrany bakterie, coZ ma pro bunku letalni

efekt (Coleman et al. 1992, Larocca et al. 2010).

5.4 Rozrusovani membranovych mikrodomén bakterii pomoci Kkyseliny

Zaragozove
Staphylococcus aureus vyuziva pro syntézu skvalenu mevalonatovou drahu (ta je pritomna
také u ¢loveka), ktera muze byt inhibovana statiny (Wilding et al. 2000). Zatimco B. subtilis
vyuziva drahu vychazejici z glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu (1-deoxy-D-xylulosa
5-fosfat/2-C-methylerythritol 4-fosfatova draha) (Takahashi et al. 1998) (vyskytujici se také
u rostlin), ktera muize byt inhibovana herbicidem clomazonem (Mueller et al. 2000). Obé
drahy se shodujyi v meziproduktu syntézy v podobé farnesyl pyrofosfatu, znéhoz je
syntetizovan skvalen pomoci enzymu skvalen syntaza. Kyselina zaragozova (ZA) je
mhibitorem enzymu skvalen syntazy (Bergstrom et al. 1993) a muze tedy zpisobit zastavu
rustu B. subtilis a S. aureus, protoze inhibuje syntézu polyisoprenoidi odvozenych od
skvalenu. Nepiitomnost polyisoprenoidi pak zpusobuje ztratu aktivity membranové kinazy
KinC, coz vede ke ztraté schopnosti bakterii vytvaret biofilm (viz kapitola 4). Na
membranach bunek B. subtilis a S. aureus bylo po aplikaci kyseliny zaragozoveé pozorovano
rozdilné rozmisténi proteinu FloT a byla sniZzena jeho enzymaticka aktivita. Kyselina
zaragozova zpusobila, Ze kolonie S. aureus ztratily své typicky syté Zluté zbarveni a staly se

bezbarvymi (Lopez a Kolter 2010), coz je zpuisobeno tim, Ze karotenoid staphyloxantin, ktery
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dava koloniim tuto barvu a je obsazen v mikrodoménach, je odvozen od skvalenu (Pelz et al.
2005). Také doslo k zastaveni biosyntetickych drah lipidi probihajicich v membranovych
mikrodoménach (Lopez a Kolter 2010).

5.4.1 Inhibice rezistence S. awureus odstranénim membranovych

mikrodomeén

Protein PBP2a je nizkoafinitni penicilin vazebny protein (Hartman a Tomasz 1984), ktery pro
svoji oligomerizaci a funkci vyzaduje lokalizaci v membranovych mikrodoménach bakterii
a protein FloA (Garcia-Fernandez et al. 2017). PBP2a je zodpovédny za meticilinovou
rezistenci  S. aureus (methicillin-resistant Staphylococcus aureus - MRSA), nebot
betalaktamova antibiotika jsou vyvazovana proteinem PBP2a jako jeho substratovy analog
(Georgopapadakou et al. 1986, Zapun et al. 2008). Rozruseni membranovych mikrodomén
pomoci statinii vedlo k zabranéni vzniku funkénich oligomeru proteinu PBP2a. Tim doslo ke
ztraté jeho aktivity a k naslednému snizeni miry rezistence MRSA na betalaktamova
antibiotika - MIC oxacilinu se snizila az desetkrat (Garcia-Fernandez et al. 2017).

In vivo testy na mysich mfikovanych MRSA prokazaly vyrazné terapeutické ucinky
kyseliny zaragozové. Mysi 1éCené pouze oxacilinem (200 mg/kg/den) mély vyrazné vyssi
hodnoty CFU (colony forming unit — pocet Zivych bakterialnich bunék ve vzorku) o hodnoté
10° CFU/g plicni tkané. Zatimco vzorky z mysi 1écenych stejnou davkou oxacilinu a ZA
(50 mg/kg/den) vykazovaly poéty bakteridlnich bunék 10* CFU/g. Tyto mysi mély také vyssi
miru pieziti, kdy z celkového poctu nakazenych mysi prezilo 70 % jedinct, oproti 10 %
piezivsich mysi 1é¢enych pouze oxacilinem (Garcia-Fernandez et al. 2017).

Kyselina zaragozova muze byt povaZzovana za bakteriostatickou latku, jez zabranuje
tvorbé biofilmu a ovliviiuje rozmisténi membranovych mikrodomén v membranach. In vivo
testy prokazaly jeji schopnost potlacit rezistenci S. aureus k betalaktamovym antibiotikiim.
Navic muzeme piedpokladat bezpecné pouziti kyseliny zaragozové u lidi, protozZe tato
kyselina je obsazena v lécivech, které se pouZivaji pro 1écbu hypercholesterolémie
(Garcia-Fernandez et al. 2017).

Vyse uvedené navrhy piinaseji moznosti, jak lze membranové mikrodomény bakterii
vyuzit pi1 1é¢bé zavaznych bakterialnich infekci. Zejména cyklické hexapeptidy (Scheinpflug
et al. 2015), které nevykazuji toxicitu pro sav¢i bunky nebo kyselina zaragozova, jez se jiz
jako lé¢ivo pouziva (Lopez a Kolter 2010), maji silny potencial se v pristich letech stat
moznym prostiedkem k prekonavani rezistence bakterii ke stavajicim antibiotikiim také in

vivo. Antibiotikum 3',6-dinonyl neamin nabizi novou moznost boje s patogenem, ktery
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zpusobuje tézké zdravotni problémy zeyména pacientim trpicim cystickou fibrézou

(El Khoury et al. 2017).
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6 Zavér

Funk¢éni membranové mikrodomeény, popsané v poslednich deseti letech v ramci domény
Bacteria, jsou pritomny u Gram pozitivnich 1 u Gram negativnich bakterii, u sinic, ale také
u organismu z domény Archaea, jsou do zna¢né miry obdobou eukaryotickych lipidovych
raftd. Lipidové slozeni funk¢énich membranovych mikrodomeén je analogické k chemickému
sloZeni eukaryotickych rafti, kde prokaryotické hopanoidy nahrazuji cholesterolovou sloZzku,
kardiolipin je obdobou sfingolipidi a karotenoidy jsou odvozeny od skvalenu stejné jako
nekteré slozky rafti. Také proteiny bakterialnich mikrodomén, které organizuji vystavbu
membranovych mikrodomén, vykazuji funkéni a strukturni shodu s raftovymi proteiny
flotiliny.

Na funkéni membranové mikrodomény jsou vazany funkce spojené s bunéénym
transportem, signalizaci, metabolismem bunééné stény, udrzovanim tvaru bunky nebo
energetickym metabolismem. Byly popsany také mikrodomény obsahujici enzymy
respira¢niho aparatu. Dale jsou v membranovych mikrodoménach vazané proteiny souvisejici
s tvorbou biofilmu, umozZnujici piezivani v hostitelském organismu a nasledné propuknuti
infekce nebo proteiny, které dokazi vyvazovat penicilinova antibiotika. Tyto vlastnosti
muzeme povazovat za virulen¢ni faktory bakterii. Zacilenim na tato mista v cytoplazmatické
membrané bakterii miZeme dosdhnout noveého zpisobu vstupu antibiotik do bakterialni
bunky. Pripadné je mozné narusit membranové mikrodomény a tim zamezit funkci proteini
vazanych do mikrodomén a docilit tak antibiotického efektu. Takovy proces je jednim ze
zpusob, jak prekonat infekci zpiisobenou (multi)rezistentnimi patogeny, které se stavaji
celosvétovym problém nasi spoleCnosti. Zejména kombinace béZnych antibiotik se statiny,
jako je napi. kyselina zaragozova, a dalSich latek fungujicich jako inhibitory syntézy
skvalenu, které maji vyznamné bakteriostatické ucinky proti kmenu S. aureus rezistentnimu
k meticilinu, by se mohla s velkou pravdépodobnosti stat terapeutickym prostredkem
k piekonani této infekce. Dalsi podobné antimikrobialni latky nabizeji potencidlni vyuziti
v lécbé infekcei zpusobenych patogeny, jako je P. aeruginosa nebo B. burgdorferi.

V budoucim studiu funkénich membranovych mikrodomén by bylo vhodné hledat dalsi
proteiny a jejich funkce, které jsou vazany na pritomnost mikrodomeén, a prokazat existenci

mikrodomén v membrané dalSich druhu bakterii.
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