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Abstrakt

Kationické antimikrobidlni latky (KAL) ptfedstavuji skupinu piirodnich i syntetickych molekul
s vyznamnou aktivitou vic¢i mikroorganismim, zaloZenou piedev§im na naruSeni jejich
cytoplazmatické membrany. Vyskytuji se napft. u obratlovct, ¢lenovcti a rostlin, kde se podileji
na obrannych mechanismech v epitelovych strukturdch nebo extraceluldrnim prostoru

[Mahlapuu et al., 2016; Harris & Percival, 1956].

Mechanismus u¢inku membranové aktivnich KAL spociva v elektrostatické interakci mezi
kationickymi oblastmi molekul a zaporné nabitymi fosfolipidy bakterialnich membran [Silhavy
et al., 2010; Matsuzaki, 1999]. Tato interakce vede k destabilizaci lipidové dvojvrstvy,
permeabilizaci membrany, uniku intraceluldrniho obsahu a v kone¢ném diisledku k bunécné
smrti [Venkatesh et al., 2017]. KAL tak ptedstavuji moznou alternativu ke klasickym

antibiotikiim, jejichZ u¢innost je snizovana rostouci rezistenci [Kohanski et al., 2010].

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o faktorech tykajicich se struktur, které ovliviiuji
biologickou aktivitu a selektivitu KAL. Zaméiuje se na typ a prostorové uspotradani
kationickych skupin, délku a distribuci hydrofobnich segmentli, amfifility, konformacni
vlastnosti a vliv cilové membrany. Prace rovnéz porovnava ptirodni peptidy (napt. LL-37) a

syntetické derivaty (napt. LEGO-lipophosphonoxiny) z hlediska ucinku, toxicity a selektivity.

Klicova slova
Kationické antimikrobialni latky, peptid-membranova interakce, selektivita, mechanismus

ucinku, elektrostaticka interakce.



Abstract

Cationic antimicrobial agents (CAAs) comprise a group of natural and synthetic molecules with
a broad spectrum of activity against microorganisms. Their mechanism of action primarily
involves the disruption of the plasmatic membrane, rather than targeting specific intracellular
components. CAAs are commonly found in innate immune systems of animals, plants, and
invertebrates, where they function at epithelial surfaces or in extracellular fluids [Mahlapuu et

al., 2016; Harris & Percival, 1956].

The membrane-targeting activity of CAAs is based on electrostatic interactions between their
cationic domains and anionic phospholipids in bacterial membranes [Silhavy et al., 2010;
Matsuzaki, 1999]. This interaction leads to destabilization of the lipid bilayer, membrane
permeabilization, leakage of intracellular contents, and cell death [ Venkatesh et al., 2017]. This

mode of action is considered a promising strategy to overcome classical resistance mechanisms

[Kohanski et al., 2010].

This thesis provides a literature-based analysis of the structural factors influencing the
antimicrobial activity, selectivity, and toxicity of CAAs. It focuses on the nature and spatial
arrangement of cationic groups, hydrophobic segment length, amphipathicity, and molecular
conformation. Representative examples such as LL-37, polymyxin B, and LEGO-
lipophosphonoxins are discussed in the context of membrane interaction models and structure—

function relationships.
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electrostatic interacti
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMP — antimikrobialni peptid (antimicrobial peptide)

KAL - kationicka antimikrobialni latka

MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimdlni baktericidni koncentrace

PG — fosfatidylglycerol

CL — kardiolipin

PE — fosfatidylethanolamin

PC — fosfatidylcholin

SM — sfingomyelin

LPS —lipopolysacharid

LTA — lipoteichoova kyselina

SUV — small unilamellar vesicle (maly unilamelarni vacek)
LUV - large unilamellar vesicle (velky unilamelarni vacek)
GUYV — giant unilamellar vesicle (obfi unilamelarni vacek)
BLM - bilayer lipid membrane (planarni lipidova dvojvrstva)
SLB — supported lipid bilayer (podporovana lipidova dvojvrstva)
CMC — kriticka micelarni koncentrace

LPPO - lipophosphonoxin

LEGO-LPPO — modularné navrZeny lipophosphonoxin
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1 UVOD

Bakterialni infekce jsou jednim z hlavnich globalnich zdravotnich problému 21. stoleti. Podle
odhadt Svétové zdravotnické organizace by do roku 2050 mohly multirezistentni patogeny
zpusobovat az 10 milioni timrti ro¢n€, pokud se nenajdou u¢inné alternativy k antibiotické
1écbe [WHO, 2019]. Piestoze mame k dispozici celou fadu antibiotik, jako jsou amoxicilin
(Sirokospektralni penicilin pouzivany zejména u infekci dychacich cest), cefixim (cefalosporin
tieti generace, indikovany napf. pfi infekcich mocovych cest) a azithromycin (makrolidové
antibiotikum se Sirokym spektrem pouziti). Stale Castéji ¢elime bakteriim, které si vytvoftily
ucinné mechanismy rezistence, napiiklad zménou cilovych struktur (penicilin vazajici
receptory, ribozomalni podjednotky a dal§), enzymatickou inaktivaci nebo aktivnim
odc¢erpavanim (efluxem) 1é¢iv pomoci multidrug-resistant pumpy [EMRO WHO, 2024;
Ventola, 2015; Piddock, 2006]. Mezi rezistentni bakterie se fadi naptiklad Staphylococcus
aureus, methicilin-rezistentni; Neisseria gonorrhoeae, rezistentni k ceftriaxonu /
fluorochinolontim; Mycobacterium tuberculosis, rifampicin-rezistentni (MDR/XDR-TB)

[WHO, 2024]

Jednim z moZnych alternativnich pfistupli k feSeni multirezistence jsou prave kationické
antimikrobidlni latky (KAL), které se pfirozené vyskytuji v télnich tekutinach a epitelidlnich
tkanich rliznych organismii, kde jsou soucasti vrozené¢ imunity [Mahlapuu et al., 2016].
Kationické antimikrobidlni latky (KAL) jsou kladn€ nabité slouceniny, které vykazuji
antimikrobialni aktivitu (pfedevs§im bakteriocidni) primarné tim, ze fyzikaln€ narusuji integritu
jejich plazmatické membrany. ProtoZe nezasahuji do specifickych enzymatickych C¢i
metabolickych drah, ale zaméfuji se na obecnou strukturu lipidové dvojvrstvy, vytvareji

vvvvvv

mechanismu [Zasloff, 2002].

Historické pozorovani antimikrobidlni aktivity sahd az do 30. let 20. stoleti. Simms a Jones
(1930) popsali latku obsaZenou v kravském mléce, dnes oznacovanou jako laktoperoxidazovy
systém, kterd ma baktericidni G€inky. Pozdé&ji byly popsany 1 dalsi kationické biomolekuly, jako
histony a protaminy, izolované ze zvitecich tkani, které inhibovaly rist bakterii [Harris &
Percival, 1956; Hirsch, 1958]. Tyto objevy podnitily zajem o pfirozené antimikrobialni obranné

mechanismy a 0 moznost jejich terapeutického vyuziti v 16be.



Od 80. let se vyzkum zacal vice zamétovat na syntetické analogy téchto latek, zejména peptidy
a polymery s kationickym charakterem, schopné cilit na bakterialni membrany. Prave interakce
téchto molekul s fosfolipidovou dvojvrstvou se ukazala jako klicova pro jejich selektivitu a
ucinnost. Moderni piistup se tak pfesouva od vyvoje univerzalnich AMP (antimikrobialnich
peptidil) smérem k cilenému navrhu strukturdln€ optimalizovanych latek ucinné proti

specifickym patogenim [Mookherjee et al., 2021; Do Pham et al., 2022]

Cil prace

Cilem této prace je identifikovat a shrnout dosavadni poznatky o mechanismech t¢inku
kationickych antimikrobialnich latek (dale jako KAL). Zvlastni diraz je kladen na interakce
KAL s biologickymi membranami mikroorganismti. Prace se soustfedi na to, jak klicové
strukturdlni parametry kationickych antimikrobiélnich latek. Zejména hustota kladného nédboje,
délka a rozlozeni hydrofobnich segmentt a celkova amfifilita urcuji jejich specifickou interakci
s plazmatickymi membranami mikroorganismu. Tyto vlastnosti ovliviiuji selektivitu a i€¢innost
KAL. Dil¢im cilem prace je popsat rozdily ve slozeni cytoplazmatickych membran bakterii a
sav¢ich bunék. Tyto rozdily jsou zasadni, nebot’ urcuji miru citlivost vii¢i pasobeni KAL. Déle

prace diskutuje o principech, jak raciondlné navrhnout KAL s optimalizovanou selektivitou

cvwr



2 PREHLED A ROZDELENI KATIONICKYCH
ANTIMIKROBIALNICH LATEK

Kationické antimikrobialni latky (KAL) jsou kratké kladné€ nabité peptidy nebo malé molekuly,
které narusSuji obal mikroorganismli podobné jako ,,pfirodni antibiotika®. Vyskytuji se v kizi,
slinach ¢i na povrchu rostlin a pfedstavuji prvni obrannou linii proti infekci [Zasloff 2002;
Mahlapuu 2016]. Zatim nemaji Zadné mezinarodni ani univerzalné pfijimané rozdéleni, takze
se v odborné literatuie setkavame s riznymi piistupy k jejich klasifikaci. Autoti jednotlivych
studii Casto voli rozdéleni podle piivodu (pfirodni vs. syntetické), chemické struktury,
mechanismu Gc¢inku, spektra piisobeni nebo i zplisobu aplikace. Kazd¢ z téchto hledisek piinasi

jiny uhel pohledu a umoznuje pochopeni jinych vlastnosti téchto latek.

Vzhledem k Siroké rozmanitosti KAL a jejich riznym G¢inkiim v zavislosti na chemické
povaze, se tato prace zamétuje na strukturni charakteristiky a jejich interakce s biologickymi
membranami. V tomto kontextu je navrzeno rozdéleni KAL na zdklad€ chemické struktury a
funk¢nich skupin, coz ndm umoznuje 1épe porozumét jejich selektivité, i¢innosti a moznym

aplikacim.
2.1 Peptidické kationické antimikrobialni latky (AMP)
2.1.1 Obecna charakteristika

Peptidové kationické antimikrobidlni latky predstavuji pocetnou a strukturalné pestrou rodinu
molekul, které sdileji dva komplementarni motivy. Kationické useky bohaté na lysin ¢i arginin
a hydrofobni segmenty slozené ptevazné z aminokyselin, jako jsou leucin, isoleucin, valin nebo
tryptofan. Pravidelné stfidani nabitych a nepolarnich zbytkii umoziuje témto peptidim
vyraznou amfifilitu coZ je vlastnost nezbytna pro jejich cilenou interakci s fosfolipidovou

dvojvrstvou mikrobidlnich membran [Mahlapuu et al., 2016; Wang et al., 2020].

Na rozdil od klasickych antibiotik, ktera obvykle cili na intracelularni procesy (syntézu DNA,
RNA, proteosyntézu), peptidické KAL piisobi pfedevsim pfimou destabilizaci plazmatické
membrany prostiednictvim elektrostatickych interakci a naslednych fyzikalnich zmén v
lipidové dvojvrstvé [Matsuzaki, 1999]. Baktericidni uc¢innost téchto peptidii vychazi ze souhry
tf1 vzajemné¢ propojenych vlastnosti. Vysoky netto kladny naboj pti fyziologickém pH (celkem

+2 az +6, izoelektricky bod pl > 9), stfedni hydrofobicita vyjadiena log D okolo 14 a rozestupy
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4-7 A mezi kladné nabitymi zbytky v peptidovém fetézci spole¢né zajistuji, Zze se molekula
selektivné a pevné vaze k anionickym fosfolipidim bakteridlnich membran. Netto naboj zde
ptedstavuje prosty soucet vSech kladnych a zdpornych postrannich skupin v peptidu, tedy redlny
elektricky naboj molekuly pfi daném pH. Tato kombinace parametra jako je praveé vyrazny
kladny naboj zajiStuje elektrostatickou pfitazlivost k anionickym fosfolipidim bakteridlnich
membran, zatimco vhodna hydrofobicita a prostorové uspotradani nabojt urcuji hloubku a
stabilitu zakotveni v lipidové dvojvrstvé, selektivitu viici mikroorganismim a minimalni

toxicitu i ,,idealni“stav agregace (monomer — oligomer / micela). [Mahlapuu et al., 2016].

Strukturdlné mohou peptidické KAL adoptovat rliznd sekundarni uspotfadani, jako jsou a-
helikélni struktury, B-skladané listy nebo zlstat nestrukturované. Tvar molekuly, rozlozeni
naboje a hydrofobnich oblasti zasadné ovliviiyji jejich mechanismus Gc¢inku, stabilitu viici

enzymum a spektrum antimikrobialni aktivity [Mahlapuu et al., 2016].

Oproti lipopeptidim nemaji peptidické KAL lipidovy segment, coz ovliviiuje jejich
hydrofobicitu, stabilitu v membranovém prosttedi a zpusob interakce s lipidovou dvojvrstvou.
Vzhledem k této strukturni rozmanitosti 1ze peptidické KAL dale ¢lenit podle typu sekundarni
struktury, kterou v lipidovém prostiedi adoptuji. V nasledujici ¢asti se proto zamétime na hlavni

strukturalni typy téchto peptidi a jejich specifické mechanismy interakce s cilovou membranou.



2.1.2 Klasifikace antimikrobidlnich peptidi

Antimikrobidlni peptidy (AMPs) tvofi Sirokou a strukturaln€ i funkéné€ rtiznorodou skupinu
molekul KAL, které se 1iSi svou sekvenci, strukturou a mechanismem ucinku. S rostoucimi
znalostmi o sekvencnich vztazich a funkénim chovani téchto latek existuje ne¢kolik zphsobu,

jak je klasifikovat.

Jedna z moznych klasifikaci je podle Bradshaw et al. (2003) rozlisuji Sest zakladnich

strukturalnich skupin:

a-helikdlni peptidy; B-skladané (defensinového typu); linearni nestrukturované peptidy;
lantibiotika s thioetherovymi kruhy; peptaiboly obsahujici neobvyklé aminokyseliny; a
cyklické peptidy. Toto ¢lenéni vychazi z prevladajici sekundéarni struktury a uzce souvisi s tim,
jak jednotlivé skupiny narusuji bakterialni membranu. Klasifikace AMP je nejen diilezita pro
porozuméni jejich biologické aktivité, ale 1 pro predikci Uc¢innosti vuci specifickym
mikroorganismiim a jejich pouZiti v terapii. Tato prace se zaméfuje predevS§im na tuto
strukturalni klasifikaci, ktera je relevantni pro vyzkum zaméfeny na interakci s biologickymi

membranami.

Strukturni klasifikace podle Bradshawa (2003)

Bradshaw et al. [2003] rozd€luje AMPs do nékolika zakladnich skupin na zakladé prostorové
organizace peptidového fetézce, coz ma piimy vliv na jejich mechanismus ucinku a schopnost
interagovat s bakteridlnimi membranami. Toto zakladni ¢lenéni vychdzi z prostorové
konformace peptidu, ktera se mize projevovat v riznych typech interakci s negativné nabitymi
fosfolipidy membrany cilenych mikroorganismil. V nasledujicich odstavcich jsou jednotlivé

kategorie stru¢né€ charakterizovany a doplnény typickymi zastupci.

1. a-helikalni peptidy

Typickymi zastupci této skupiny jsou magaininy a lidsky peptid LL-37. Tyto peptidy vytvateji
a-helix stabilizovany vodikovymi vazbami hydrofobni strana helixu se vklada do lipidového
jadra membrany, zatimco hydrofilni ¢ast sméifuje k vodnému prostiedi. Tato amfifilni

architektura Casto vede k destabilizaci membrany, tvorbé pdéri nebo pieuspotradani lipidi



[Matsuzaki, 1999]. Peptidy o-helikalni tfidy vykazuji preferencni aktivitu vic¢i gram-

negativnim bakteriim.

2. p-skladané peptidy

Do této kategorie se fadi zejména defensiny. Tyto peptidy tvoii stabilni B-skladané struktury,
které jsou zpevnéné disulfidovymi mistky. Disulfidové vazby poskytuji vysokou stabilitu vici
proteolytickému Stépeni, coz zvySuje jejich vhodnost pro klinické aplikace. Defensiny Casto
plisobi proti gram-pozitivnim bakteriim, pficemz mechanismus ucinku zahrnuje naruseni

membrany a vazbu na specifické fosfolipidy, jako je fosfatidylserin (PS).



3. Linearni nestrukturované peptidy

Tteti hlavni skupinu pfedstavuji linedrni peptidy, typicky histatiny pochézejici z
lidskych slin. Tyto peptidy postradaji stabilni sekundarni strukturu v roztoku, ale vykazuji
vysokou miru interakce s negativné nabitymi fosfolipidy. Kvili absenci stabiliza¢nich prvki
jsou nachylnéjsi k degradaci protedzami, coz omezuje jejich vyuzitelnost v systémové terapii
[Wang et al., 2020]. Pfesto vykazuji vyraznou antimikrobidlni aktivitu, zejména vuci

kvasinkdm.
4. Lantibiotika s thioetherovymi kruhy

Ctvrtou skupinu tvoii lantibiotika. Tato skupina peptidii obsahuje neobvyklé thioetherové
kruhy (lanthionin, methyllanthionin), které vznikaji b&hem posttranslacnich modifikaci.
Lantibiotika vykazuji vysokou selektivitu vici gram-pozitivnim bakteriim. Napftiklad nisin se
specificky vaze na lipid II, kli¢ovy prekurzor biosyntézy bunécné stény, a tim inhibuje bunécny

rast [Breukink et al., 1999].
5. Peptaiboly s neobvyklymi aminokyselinami

Patou kategorii zastupuji peptaiboly, reprezentované zejména alamethicinem izolovanym z
plisn¢ Trichoderma viride. Peptaiboly obsahuji neobvyklé aminokyseliny, jako je a-
aminoisobutyrat, které podporuji tvorbu stabilnich a-helikalnich struktur. Jejichz mechanismus
ucinku obvykle spociva ve tvorbé iontovych kanalii v membranach, coz vede k permeabilizaci
a kolapsu bunécné homeostaze. Prestoze vykazuji silnou antimikrobidlni aktivitu, jejich Sirsi

terapeutické vyuziti je omezeno vysokou cytotoxicitou [ Whitmore et al., 2002].

6. Cyklicke peptidy

Posledni vyznamnou skupinou jsou cyklické peptidy, napt. kalata Bl z rostliny Oldenlandia
affinis. Ty predstavuji specifickou skupinu antimikrobialnich latek, kde je peptidova kostra
uzaviena do kruhu kovalentnimi vazbami. Tato cyklicka struktura vyrazné¢ zvysuje stabilitu
vuci proteolytickému Stépeni a zarovenl omezuje flexibilitu molekuly, ¢imz vytvari pevné

definovanou prostorovou strukturu [Tam et al., 2015].

Na rozdil od linearnich peptidi mohou cyklické molekuly diky své odolnosti specificky

interagovat s vybranymi fosfolipidy bakteridlnich membran bez rozsahlé¢ho naruseni lipidové



dvojvrstvy. Naptiklad vySe zminovana kalata Bl tvofi kompaktni strukturu stabilizovanou
disulfickymi mustky (tzv. cysteinovy uzel), ktera umoziuje cilenou vazbu na anionické
fosfolipidy, jako je fosfatidylserin a fosfatidylglycerol, bézné v bakteridlnich membranach
[Wang et al., 2021].

Tento typ molekul tak kombinuje vysokou odolnost vici degradaci s moznosti selektivniho
rozpoznavani specifickych lipidovych struktur, coz je odliSuje od konvencnich linedrnich

kationickych antimikrobidlnich peptidi.

Funk¢né-sekvencni pristup podle Wanga (2020):

S rostoucim porozuménim sekvenénich vztahli a funkcim mezi AMPs a rychlim vyvojem
bioinformatiky, n€ktefi autofi navrhuji alternativni klasifikaci k té Bradshawaové. ktera se

zaméfuje na podobnosti sekvenci a predpokladanych funkci:

Sekvencni homologii

Ta napomaha klasifikovat AMP na zdklad¢ podobnosti jejich aminokyselinovych sekvenci,

coz muze napomoci predikci jejich interakci s membranami.

Biologického piivodu

U kterého je dilezité, zda AMP pochazi z Zivocisnych, rostlinnych nebo mikrobidlnich zdrojt.

Funkcni diverzita (dle funkce)

Tato kategorie oznaCuje schopnost antimikrobialnich peptidd (AMP) ovliviiovat rizné
struktury a procesy v mikrobidlnich bunikdch. Neomezuji se pouze na jeden mechanismus
ucinku, ale mohou napfiiklad naruSovat plazmatickou membranu, inhibovat syntézu bunécné

stény, zasahovat do proteosyntézy nebo modulovat imunitni odpovéd’ hostitele.

Tento koncept je zvlasté relevantni pro membranovée aktivni kationické antimikrobiélni latky
(KAL), které se zamétuji primarn€ na interakci s bakteridlnimi membranami. Tato prace se
zamétuje na latky, které vykazuji vysokou selektivitu vii¢i mikroorganismiim prostfednictvim

cilené destabilizace membrany a zarovei nizkou toxicitu vici savéim buitkam.



2.1.3 Mechanismus aéinku AMP

Standartni mechanismy ucinku

Antimikrobidlni peptidy (AMPs) zpiisobuji naruSeni integrity bunénych membran
prostfednictvim elektrostatickd interakce mezi postrannimi fetézci kationickych aminokyselin
(napr. lysin, arginin) a zaporn¢ nabitymi fosfolipidy na povrchu bakteridlnich membran vede k
jejich ptichyceni a nasledné destabilizaci [Mahlapuu et al., 2016]. Hydrofobni ¢asti peptidl pak
umoznuji jejich vklouznuti do lipidové dvojvrstvy, kde Casto vytvareji pory nebo tradiéné
porusuji membranovou soudrznost. Tento mechanismus vede ke ztraté iontové rovnovahy,
kolapsu membranového potencialu, a nakonec ke smrti buniky. Piikladem takto phsobicich

peptidl jsou magaininy a alamethicin [Wang et al., 2020; Hancock & Sahl, 2006].

Nékteré AMPs vSak plsobi 1 intracelularné — po prekonani membrany vstupuji do bakterialni
cytoplazmy, kde cilen¢ narusuji klicové vnitrobunécné procesy (naptiklad inhibici syntézy
DNA, RNA nebo proteinti) [Mahlapuu et al., 2016]. Typicky inhibuji syntézu DNA, RNA nebo
proteint, a to vazbou na polymerazy ¢i ribozomy. Jiné peptidy ovliviluji enzymatické drahy
nebo pfimo degraduji geneticky material [Mookherjee et al., 2021]. Vstup do buiiky probiha
bud’ pasivné pfes narusenou membranu, nebo aktivné prostiednictvim transportnich systému —
napt. prolin bohaté peptidy jsou schopny translokace bez destrukce membrany. Tento typ

ucinku také rozsifuje moznosti vyuziti AMPs i vii€i bakteriim s méné nadchylnymi membranami.

Netypické ucinky

Nékteré kationické antimikrobidlni latky vykazuji vedle pfimé antimikrobidlni aktivity také tzv.
neklasické Uc€inky, mezi néZ patii schopnost ovliviiovat zanétlivou odpovéd’ hostitele. Podle
Mookherjee et al. (2021) mohou nekteré peptidy regulovat produkei cytokind nebo piispivat k
obnové poskozenych tkani. Tyto efekty vSak pfedpokladaji specifickou interakci s receptory
eukaryotnich bunék a nejsou typické pro vétSinu KAL. Primarnim cilem KAL je bakteridlni
membrana ne eukaryoticka. Jde tedy o rozSifujici funkci nékterych latek, kterda muze byt
terapeuticky vyuzitelnd, ale nelze ji povazovat za obecny mechanismus u¢inku v ramci této

skupiny molekul [Mookherjee et al., 2021].

Po prvni elektrostatické adsorpci se mnoho KAL shlukuje do dimert az vyssich oligomert;
hranici je tzv. kritickd agregacni koncentrace (CAC). Pod CAC zlstavaji peptidy prevazné
monomerni a mohou pusobit ,,carpet mechanismem, nad CAC se samovoln¢ skladaji do por-
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tvoticich soubort potiebnych pro barrel-stave ¢i toroidal pore model. Typickym piikladem je
magainin 2, jenz pii submikromoldrnich koncentracich tvofi tetramery a octamery, které
zalamuji lipidovou dvojvrstvu do toroidalnich porh; naopak kratky indolicidin zlstava
monomer a chové se detergentové. Oligomerizace zvysuje rychlost permeabilizace, ale pfili§
nizkda CAC zéaroven zvysuje hemolytickou toxicitu — proto je fizeny agregacni stav jednim z
klicovych parametrii raciondlniho navrhu KAL [Matsuzaki, 1999; Sitaram & Nagaraj, 1999;
Chen et al., 2013]

Conformation
change

- Membrane
H‘{, .:'d“{‘tiun

Barrel stave model

“detergent”-like Toroidal pore model

Obrazek 1: typy struktur plasmatickych membran po presahnuti kritické agregaéni koncentrace

S

Dtivodem, pro¢ nékteré KAL vykazuji tyto netypické ucinky, je jejich schopnost interagovat
nejen s bakterialnimi membranami, ale také s eukaryotnimi. Tato vlastnost umoziuje modulaci
imunitni odpovédi. LL-37, peptid produkovany lidskymi neutrofily, je pfikladem KAL, které
maji silné protizdnétlivé Ucinky. Tento peptid je schopen modulovat produkei prozanétlivych
cytokin, jako jsou IL-6, IL-8 a TNF-0, a zaroveil podporuje hojeni ran. Vyznamnym
mechanismem, ktery stoji za timto ucinkem, je interakce LL-37 s receptory na povrchu
eukaryotickych bun¢k, jako jsou Toll-like receptor 2 (TLR-2), coz aktivuje signalni drahy
zodpoveédné za regulaci zanctu a hojeni [Davidson et al., 2004; Semple et al., 2010]. Tento

proces ukazuje, jak KAL mohou nejen zabijet bakterie, ale také ovlivnit hostitelskou reakci.
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Dalsim prikladem KAL s netypickymi ucinky je defensin. Tato skupina peptidd, kterd je
pritomna v lidskych epitelidlnich bunkéch, hraje diilezitou roli v obrané¢ proti bakterialnim
infekcim, ale také moduluje imunitni odpovéd’ a zénétlivé procesy. Lidské defensiny jsou
schopné ovlivnit chemotaxi (pohyb bun¢k smérem k infekénimu mistu), coz poméha aktivovat
imunitni odpovéd’ na infekce. Tento ucinek je siln€ zavisly na jejich schopnosti interagovat s
receptory, které jsou pfitomné na bunéénych membranach, a na jejich schopnosti aktivovat

signalni drahy [Semple et al., 2010; Ghosh et al., 2011] .

Podobné jako defensiny a LL-37, také magaininy vykazuji nejenom piimé antimikrobialni
ucinky, ale také imunomodulacni funkce. Magainin 2, peptid izolovany z zabi pokozky, byl
prokézan jako schopny potlacovat zanétlivou odpovéd’ a podpofit hojeni ran, kdyZ je aplikovan
na infikované kozni 1éze [Choi et al., 2012]. Tyto KAL mohou regulovat specifické imunitni

rrrrr

schopnosti.

Vsechny tyto Gi¢inky vSak nesmi byt povazovany za hlavni mechanismus u¢inku KAL. Zatimco
nckteré peptidy vykazuji neklasické ucinky, vétSina KAL se stadle zaméfuje piedevSim na
naruSeni bakteridlnich membrén a je neucinnd v interakcich s eukaryotnimi buitkami. Nicméné,
roz$ifeni této funkcionality mlize znamenat vétsi terapeutické vyuziti KAL, jak pro prevenci
infekce, tak pro terapeutické aplikace v oblasti zanétlivych a infekénich onemocnéni

[Mookherjee et al., 2021Choi et al., 2012].

Priklady AMP s netypickymi ucinky:

e LL-37: Tento peptid vykazuje nejen silné antimikrobidlni G€inky, ale také moduluje
zanétlivou odpoveéd’, podporuje regeneraci tkani a ptisobi proti nékterym patogennim
viram [Davidson et al., 2004] [Semple et al., 2010].

e Defensiny: Nekteré z defensinti, naptiklad lidské defensiny, maji schopnost modulovat
imunitni odpovéd’ a mohou regulovat produkci cytokint v eukaryotnich buiikach, coz
naznacuje jejich role ve zanétlivych procesech [Zhang et al., 2020].

e Magaininy: Tyto peptidy maji také schopnost modulovat zanétlivé procesy, pficemz
jejich hlavni mechanismus uinku je zaméfen na destrukci bakteridlnich membran.
Nekteré vyzkumy ukazuji, ze maji 1 schopnost ovlivnit produkci cytokinini a

podporovat hojeni ran [Hancock et al., 2001]
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2.1.4 Klinicky potencial a omezeni

AMP vykazuji fadu terapeuticky zajimavych vlastnosti. Typicky ptisobi velmi rychle pii
naruseni bakteridlni membrany a Utlum rastu se obvykle projevuje béhem n¢kolika minut po
expozici [Mahlapuu et al., 2016]. U¢inek téchto latek se projevi v koncentracich kolem 1-10
uM  (MIC, minimalni inhibi¢ni koncentrace), pficemz bakteridlni koncentrace (MBC,
minimalni bakteridlni koncentrace) byva jen mirné vy$si [Kaplan et al.,, 2011]. Diky
primarnimu cileni na zékladni strukturni komponenty bakteridlnich membran, jako jsou
anionické fosfolipidy nebo lipoové kyseliny, je riziko vzniku rezistence niz$i nez u béznych

antibiotik [Mahlapuu et al., 2016].

2.2 Lipopeptidy

2.2.1 Obecna charakteristika

Lipopeptidy tvoii specifickou podskupinu antimikrobidlnich latek, které kombinuji kratky
peptidovy fetézec s hydrofobni lipidovou slozkou. Pfitomnost lipidového segmentu vyznamné
odliSuje tyto molekuly od cisté peptidickych kationickych antimikrobidlnich latek (KAL) —
kromé& elektrostatickych interakci vyuzivaji lipopeptidy 1 silné hydrofobni zakotveni do
lipidovych dvojvrstev. To Casto vede k vyssi afinit¢ k membranam a umoziuje ucinnost jiz pii

niz$ich koncentracich [Jangra et al., 2019].

Z hlediska struktury obsahuji lipopeptidy kationickou peptidovou doménu, kterad
zprostiedkovava elektrostatickou vazbu na zéporn€ nabity povrch bakterialnich bunék, a
hydrofobni lipidovy fetézec, ktery umoziuje stabilni zaclenéni do lipidové vrstvy. Tato
kombinace podporuje destabilizaci membrany, zvysuje jeji propustnost a vede k rychlé bunécéné
smrti. Mechanismus ucinku se mize mezi jednotlivymi lipopeptidy liSit — nékteré plisobi

permeabilizaci membrany, jiné indukuji tvorbu pori s riznou velikosti.

Oproti peptidickym KAL, kde stabilita a vazba na membrdnu zavisi Cist¢ na rozloZeni
hydrofobnich a kationickych oblasti v peptidovém fetézci, poskytuje lipidova slozka
lipopeptidii molekulam silnéjsi zakotveni a odolnost v membranovém prostiedi. Tento prvek
zaroven moduluje fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly, vcetné jeji rozpustnosti,

biodistribuce a stability vii¢i biologickym tekutindm, coz je klicové pro farmaceutické vyuziti.
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Je vSak tfeba zminit, ze existuji i lipopeptidy, které nejsou kationické, napiiklad daptomycin.
Ten vyuziva k interakci s membranou vazbu na ionty vapniku (Ca?") a cilenou tvorbu poért,
ptestoze jeho peptidova st sama o sobé nenese kladny ndboj. Vzhledem k zaméteni této prace
na kationické lipopeptidy s pfimym membranovym plsobenim [Trimble et al., 2022] bude

daptomycin zminén pouze okrajove jako piiklad odliSného mechanistického ptistupu.

Vzhledem k rozmanitosti strukturalnich motivi lipopeptidi je mozné tyto latky dale Clenit
podle charakteru peptidového fetézce, typu cyklizace a pritomnosti neobvyklych aminokyselin.
Nasledujici ¢ast se proto zaméii na hlavni strukturalni typy kationickych lipopeptidi a jejich
specifické vlastnosti, které ovliviiuji interakei s cilovou membranou a vysledny antimikrobialni

ucinek.

2.2.2 Struktura a mechanismus uc¢inku lipopeptidi

Lipopeptidy se vyznacuji strukturou, ktera kombinuje kationickou peptidovou ¢ast s hydrofobni
lipidovou kotvou. Tato amfifilni architektura jim umoziiuje cilenou interakci s lipidovymi
dvovjrstvami mikrobidlnich membran [Straus & Hancock, 2006]. Lipidovy fetézec usnadiuje
zakotveni molekuly do hydrofobni vnitini oblasti membrany, zatimco kationické
aminokyseliny na peptidovém segmentu zprosttedkovavaji elektrostatickou vazbu na zaporné

nabité fosfolipidy bakteridlniho povrchu.

Mechanismus ucinku lipopeptidu je vicestupniovy. Po elektrostatické vazbé na povrch bunky
nasleduje zakotveni hydrofobni ¢asti do membrany a naruSeni jeji organizace. Tato
destabilizace neni Cist¢ mechanicka, ale zahrnuje i biofyzikalni reorganizaci lipidového
usporadani. Amfifilni molekuly mohou indukovat tzv. negativni Gaussovo zakfiveni — typ
povrchového zaktiveni, ktery podporuje ptechod z lamelarni (vrstevnaté) struktury do tzv.
nelamelarnich fazi, jako je inverzni hexagonalni faze (HII) [Sitaram & Nagaraj, 1999;
Mookherjee et al., 2021]. V téchto oblastech dochézi ke vzniku porti, netésnosti nebo ke zméné

permeability, coz vede k uniku intraceluldrniho obsahu a smrti bunky [Poirel et al., 2017].

Lamelarni faze je typicka pro stabilni biologické membrany a vznika pfevazné pii vysokém
zastoupeni bilayer-preferring lipidi, jako je fosfatidylcholin (PC) nebo sfingomyelin. Naproti
tomu lipidy se zakiivenym tvarem, jako fosfatidylethanolamin (PE), a pfitomnost amfifilnich

molekul (naptiklad n&které lipopeptidy) podporuji vznik nelamelarnich struktur. Uinnost a
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selektivita lipopeptidt tak zavisi na rovnovaze mezi délkou a slozenim lipidového segmentu,

poctem a rozloZzenim kationickych skupin a celkovou amfifilitou molekuly.

Lamellar phase

()

Direct

E hexaional phase

Lamellar phase

L, —> H, TRANSITION

(B)

L, — H, TRANSITION ‘

Inverse
hexagonal phase

Obrazek 2: Schéma pfechodu plasmatické membrany z lamelarni struktury do inverzni hexagonalni
faze HII (

2.2.3 Hlavni typy lipopeptidi

Lipopeptidy tvoii strukturalné rtiznorodou skupinu kationickych antimikrobidlnich latek,
jejichZ spolecnym znakem je ptitomnost peptidové ¢asti s kladnym nébojem a hydrofobniho
lipidového segmentu. Diky této kombinaci vykazuji vyraznou afinitu k bakteridlnim

v

membrandm a patii mezi nejucinnéjsi latky s membranové cilenym uéinkem. Nize jsou shrnuty
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vybrané zastupce ptirodnich i syntetickych lipopeptidu, kteti byli nejlépe charakterizovani z

hlediska struktury, uc¢inku 1 terapeutického potencialu.

Polymyxiny

Polymyxiny (napf. polymyxin B a polymyxin E —kolistin) jsou cyklické dekapeptidy izolované
z Bacillus polymyxa, u nichz je lipidovy fetézec navdzan na N-termindlni konec peptidu.
Kationicky néboj je dan ptitomnosti péti rezidui 2,4-diaminobutyratu (Dab), které umoziiuji
elektrostatickou vazbu na lipopolysacharidy (LPS) vnéj§i membrany gram-negativnich
bakterii. Interakce s LPS naruSuje bariérovou funkci vnéj§i membrany, ¢imZ dochéazi k
destabilizaci cytoplazmatické dvojvrstvy a néslednému tniku intracelularniho obsahu.
Polymyxiny se Kklinicky pouZivaji jako rezervni antibiotika u infekci zpisobenych
multirezistentnimi kmeny Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii a dalSich [Poirel

etal., 2017].

Prirodni lipopeptidy z rodu Bacillus

Razné druhy rodu Bacillus produkuji biologicky aktivni lipopeptidy s riznymi spektry ¢inku.
Surfaktin je cyklicky heptapeptid s B-hydroxy mastnym fetézcem, ktery plsobi prevazné
detergentové a sniZuje povrchové napcti membran. Ituriny a fengyciny jsou antifungalni
lipopeptidy schopné narusovat cytoplazmatické membrany kvasinek a vlaknitych hub. Jejich
aktivita je spojena s vazbou na sterolové komponenty, jako je ergosterol, a zvySenim
permeability membrany. Ackoli jejich pfesny mechanismus neni zcela dofesen, predpoklada se

synergicky efekt elektrostatickych a hydrofobnich interakci [Jangra et al., 2019].

Synteticke lipopeptidy a modularni systémy

Synteticky navrzené lipopeptidy rozsifuji moznosti manipulace se strukturou molekuly s cilem
zvysit selektivitu a stabilitu. Napiiklad LEGO-lipophosphonoxiny (LEGO-LPPO), piedstavuji
novou skupinu zaméfenou na naruseni bakteridlnich membran. [Trimble et al., 2022; Do Pham
et al., 2022]. Mezi dalsi ptiklady podobnych syntetickych systémii patii napiiklad lipidované
peptoidy [Chongsiriwatana et al., 2008], které napodobuji strukturu peptidd, ale jsou odolnéjsi
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vici enzymatické degradaci. Také byly vyvinuty dendrimerové kationické lipopeptidy,
naptiklad série G3KL, které kombinuji vice kladn€ nabitych vétvi s hydrofobnimi segmenty a
vykazuji silnou aktivitu proti gram-negativnim bakteriim [Zai et al., 2020]. Dalsi strategii
predstavuji syntetické arylamidové amfifily, které napodobuji chovani AMPs bez nutnosti

peptidového skeletu [Tew et al., 2002].
2.2.4 Kilinicky a farmaceuticky kontext

Lipopeptidy jsou cenény pro svou ucinnost vic¢i patogeniim, vici nimz béznd antibiotika
selhavaji — zejména u gram-negativnich bakterii s bariérovou vnéj$§i membranou nebo u
mikroorganismu tvoficich biofilmy. Vyhodou je také rychly néastup Gc€inku, ktery casto nastava
béhem nekolika minut od expozice. Na druhou stranu jejich vyuziti komplikuje nékolik faktort:
nekteré molekuly vykazuji cytotoxicitu pii koncentracich blizkych MIC (napf. hemolyticka
aktivita), nizkou stabilitu v biologickém prostiedi (vliv protedz) nebo Spatnou rozpustnost. U
cyklickych lipopeptidit byva také limitujicim faktorem technologickd néaro€nost syntézy

[Kaplan et al., 2011; Jangra et al., 2019].
2.3 Syntetické analogy

Pro ptekonani omezeni pfirodnich kationickych antimikrobialnich latek (KAL), jako jsou nizka
stabilita a vysoka toxicita, se vyvinuly syntetické analogy a peptidomimetika, které napodobuyji
vlastnosti pfirodnich peptidl, ale maji zlepsené chovani v organismu (testovacim subjektu).
Syntetické derivaty KAL byly navrZeny tak, aby mély vyssi stabilitu vii¢i proteolytickému
Stépeni, delsi biologicky poloCas a casto lepsSi farmakologické vlastnosti ve srovnani s

pfirodnimi peptidy [Lei et al., 2023].
Hlavnimi pfistupy pfi vyvoji syntetickych analogii jsou:

Substituce aminokyselin — pouziti D-aminokyselin misto L-aminokyselin, coz zvySuje

stabilitu peptidu vic¢i enzymatické degradaci a soucasné zajist'uje, ze peptid ztistava aktivni.

Cyklicke struktury —u nékterych peptidi je cyklizace vyuzivéana ke stabilizaci struktury,
coz vede k mensSi nachylnosti k proteolytickému S$tépeni a zlepSeni jejich stability v

biologickych podminkach.
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PEGylace a lipidové modifikace — ptidani polyethylenglykolu (PEG) nebo lipidovych
modult ke struktuie peptidu miize zlepsit jeho rozpustnost v biologickych tekutinach a zaroven

minimalizovat jeho cytotoxicitu pro sav¢i buitky [Mahlapuu et al., 2016].

Syntetické analogy a peptidomimetika se také 1i§i v tom, jakym zplisobem jsou konstruovany
jejich  kovalentni vazby. Zatimco pfirodni peptidy maji peptidovou vazbu mezi
aminokyselinami, syntetické derivaty mohou obsahovat i alternativni vazby, jako jsou esterové
nebo etherové vazby, které méni konformaci molekuly a mohou zlepsit jejich interakci s
cilovymi membranami mikroorganisml. Tyto alternativni vazby poskytuji peptidim lepsi
odolnost viici enzymim a mohou mit lepsi selektivitu pro specifické bakterialni cile [Buchanan

et al., 2020].

Priklady syntetickych analogi:

Omiganan je synteticky kationicky peptid vyvinuty na zakladé sekvence indolicidinu.
Vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Sirokému spektru gram-pozitivnich 1 gram-negativnich

bakterii a je stabilngj$i vici proteolytickému Stépeni [ Yeung et al., 2011].

Pexiganan, synteticky analog magaininu 2, byl navrzen pro 1é¢bu infekci u diabetickych
viedi. Pexiganan napodobuje mechanizmus piisobeni pfirodnich antimikrobidlnich peptida a

vykazuje dobrou selektivitu vii¢i mikrobidlnim membrandm [Ge et al., 1999].

Lipophosphonoxiny obsahuji lipidové segmenty, u nichZ se jedna o plné syntetické
molekuly a jejichZ modularni struktura byla navrzena s cilem ovliviiovat bakterialni membrany.
Tyto slouceniny vykazuji vysokou ucinnost proti gram-negativnim bakteriim, jako je
Pseudomonas aeruginosa, a zaroven maji nizkou hemolytickou toxicitu. Syntetické varianty
LEGO-lipophosphonoxint, napiiklad LEGO-LPPO L20v9, ukazuji vynikajici stabilitu a
selektivitu proti bakterialnim biofilmim [Do Pham et al., 2022].

I kdyz syntetické¢ analogy KAL vykazuji slibné vlastnosti, nékteré zlstavaji nachylné k
degradaci v biologickych podminkach nebo maji nezddouci Gc¢inky na eukaryotni bunky, coz

omezuje jejich potencidlni aplikace. [Kaplan et al., 2011; Jangra et al., 2019; Mahlapuu et al.,
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2016]. Proto je nezbytné pokraCovat ve vyzkumu zaméteném na optimalizaci stability a redukci

toxicity téchto slouc¢enin, aby byly vhodné pro pouziti ve farmacii.
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2.3.1 Syntetické sméry a nové pristupy

Soucasny vyvoj v oblasti kationickych lipopeptidii se zamétuje na racionalni navrh molekul,
které umoznuji presné ladéni struktury a tim 1 biologické aktivity. Jednim z ptikladd jsou vyse
zminéné LEGO-lipophosphonoxiny (LEGO-LPPO), které kombinuji peptidovy segment s
definovanym poctem kationickych skupin a hydrofobni fosforovou jednotkou. Variabilita délky
lipidového fetézce a uspofadani nabojovych center umoziuje modulaci afinity k riznym typtim
bakteridlnich membran. Nékteré derivaty, napiiklad LEGO-LPPO L20v9, dosahuji vyssi
ucinnosti nez polymyxin B pfi sou¢asném snizeni hemolytické toxicity [Trimble et al., 2022;

Do Pham et al., 2022].

Dalsi smér predstavuji tzv. ,,smart* lipopeptidy, které jsou navrhovany s preddefinovanym
spektrem aktivity. Tyto molekuly vyuZzivaji poznatky o slozeni cilové membrany — naptiklad
preferenci pro membrany bohaté na fosfatidylglycerol — a struktura je optimalizovana tak, aby
minimalizovala interakci s eukaryotnimi builkami obsahujicimi pfevazné neutralni lipidy

[Wang et al., 2020]. Vysledkem je vyssi selektivita a snizené riziko toxicity.

Tyto principy racionalniho navrhu byly nazorné¢ demonstrovany u LEGO-lipophosphonoxinii,
které umoziuji presné ladéni délky hydrofobnich segmentt, poc¢tu kationickych skupin a jejich
prostorového rozlozeni. Naptiklad derivat LEGO-LPPO L20v9 vykazuje vyssi selektivitu viici
gram-negativnim bakteriim neZ polymyxin B, pfi¢emzZ soucasné dosahuje niz§i hemolytické

toxicity [Vavrova et al., 2022].

Tabulka 1: Pfehled strategii racionalniho navrhu kationickych antimikrobialnich latek a jejich vyhod

Strategie Princip navrhu Hlavni vyhoda
LEGO-lipophosphonoxiny MOfiulz.;\fm ladéni hydrofobnich segmenttii Vyso-ka ucinnost, nizka hemolyticka
a naboji toxicita
Smart lipopeptidy Cilené l?rlzpusobenl specifickému typu Vysok.a: selektivita viici cilovym
membrany bakteriim
AMP-GAN / DeepAMP (Al nvrh) Predﬂ«?e biologick’é aktri\fity a selektivity Ryc%lly screening a generovani
pomoci neuronovych siti novych AMP

Podobné modularni pfistupy byly dale uplatnény i u tzv. smart lipopeptida, které jsou
navrhovany s cilem cilené ovlivnit vybrany typ bakterialni membrany na zaklad€ jejiho
lipidového slozeni [Wang et al., 2020]. Tyto systémy vyuzivaji rozdilné afinity k fosfolipidiim

bakteridlnich a sav¢ich membran k dosazeni vyssi selektivity.
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Syntetické lipopeptidy tedy umoziuji presné cilit na strukturni rysy bakterialnich membran,
jako je vysoky obsah anionickych fosfolipidii nebo absence sterolt. Tento pfistup prekonéava
omezeni spojena s piirodnimi peptidy, jako je proteolytickd nestabilita nebo nedostate¢na
selektivita, a predstavuje perspektivni strategii v boji proti multirezistentnim patogentim

[Mahlapuu et al., 2016].

3 ZAKLADNI STRUKTURNI KOMPONENTY
BAKTERIALNICH MEMBRAN

Bakteriadlni membrany se skladaji prfevazné z fosfolipidové dvojvrstvy, kterd tvoii zakladni
strukturu membrany. U gram-pozitivnich bakterii je membrdna tvofena silnou vrstvou
peptidoglykanu, kterd poskytuje mechanickou pevnost a stabilitu. Na povrchu této vrstvy se
nachdzeji lipoteichoové kyseliny (LTA), které jsou siln¢ negativné nabité a hraji dilezitou roli
pfi interakci s prostfedim. Tyto kyseliny umoziiuji pfipojeni riznych molekul a ovliviuji
stabilitu membrany. U téchto bakterii membrana obvykle stabilizuje bunku, ale interakce s
KAL vede k jeji destabilizaci, coz usnadiiuje pronikani téchto latek a naruseni integrity bunécné

membrany. [Mahlapuu et al., 2016; Epand & Epand, 2009].

Gram negativni bakterie maji rozdilnou membranu, kterd je tvofena tenkou peptidoglykanovou
vrstvou a je obklopena vnéj$i membranou, obsahujici lipopolysacharidy (LPS). Tyto LPS maji
negativni naboj a umoznuji interakci s kationickymi peptidy a jinymi antimikrobialnimi
latkami. Vné&j$i membrana slouzi jako bariéra, ktera brani priniku nékterych antimikrobidlnich
latek. Vnitini fosfolipidova dvojvrstva, ktera obsahuje fosfatidylglycerol (PG) a fosfatidylserin
(PS), je klicova pro stabilitu a funkci této membrany a je hlavnim cilem pro KAL. Tyto

fosfolipidy jsou negativné nabité, coz umoznuje elektrostatickou interakci s KAL, coz zaroven
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vede k jejich integraci do membrany a naslednému naruseni jeji integrity [Mahlapuu et al.,

2016; Epand & Epand, 2009].

Spektrum ucinku KAL je Siroké — plsobi jak proti gram-pozitivnim, tak gram-negativnim
bakteriim a vykazuji GC€innost proti nékterym plisnim (naptiklad Candida albicans) a
biofilmim. Biofilmy, které tvoii bakterie, piedstavuji problém, protoze v téchto strukturach
bakterie vykazuji zvySenou odolnost vii€i béZnym antibiotikiim a imunitni odpovédi hostitele.
KAL ukazuji G€innost nejen proti bakteridlnim biofilmtim, ale i proti tém, které jsou smisené,
tedy obsahuji jak bakterie, tak plisné. Ptikladem takového biofilmu je infekce Candida albicans,
ktera je Casto odolna vici tradicnim antibiotikim. KAL, zejména ty, které vykazuji schopnost
pronikat do biofilmu, mohou tuto bariéru pfekonat a znicit biofilmovou strukturu, coz je Cini

slibnymi kandidéty na 1écbu tézkych infekci [Mookherjee et al., 2021; Sahl et al., 2006].

Presto vSechno nékteré klinické aplikace KAL celi nékolika zdsadnim omezenim. NejveEtsi
problém predstavuje nizka stabilita v biologickych podminkéach, kde miZe dochézet k rychlé
degradaci proteolytickymi enzymy [Mahlapuu et al., 2016]. Dal$im problémem je cytotoxicky
ucinek na eukaryotni bunky, protoze hodnoty HC50 (koncentrace zptisobujici lyzu 50 %
erytrocytll) se u nékterych latek piekryvaji s i€innymi davkami, coz omezuje jejich bezpecné

pouziti [Kaplan et al., 2011].

Nov¢jsi molekuly, jako LEGO-lipophosphonoxiny, se snazi tato omezeni piekonat. Tyto latky
vykazuji u€innost v submikromolarnich koncentracich a sou€asné¢ maji nizkou hemolytickou
aktivitu (HC50 > 100 M), coz naznacuje ptizniv¢jsi terapeutické okno [Do Pham et al., 2022].
LEGO-lipophosphonoxiny jsou navrzeny jako syntetické molekuly, které obsahuji hydrofobni
segmenty a kationické peptidy. Tento modularni design umoziiuje flexibilni pfizpiisobeni
struktury molekuly tak, aby cilené¢ interagovala s bakteridlnimi membranami, pficemz
hydrofobni ¢ast se inkorporuje do membrany, zatimco hydrofilni ¢ast interaguje s vnéjSim

prostiedim.

Jednim z hlavnich rystt LEGO-lipophosphonoxini je moznost ptizplsobit u nich délku a
sloZzeni hydrofobniho segmentu, coz umoziiuje optimalizaci interakce s riznymi typy
bakteridlnich membran. V praxi to znamend, Ze molekula mize byt navrzena tak, aby byla
ucinna proti specifickym bakteriim nebo dokonce proti bakteridlnim biofilmtim. Tento typ
molekuly se ukazuje jako slibny kandidat pro piekonéni nékterych béznych omezeni u

klasickych KAL, jako je nizka stabilita a toxicita [Do Pham et al., 2022].
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Ptiklady konkrétnich LEGO-lipophosphonoxinti zahrnuji varianty, které¢ byly navrzeny na
zaklad¢ specifickych fosfolipidovych cili v membrdnach gram-pozitivnich nebo gram-
negativnich bakterii. Tato ptizpisobitelnost zajistuje, Ze KAL mohou byt aplikovany na
Sirokou skélu bakterii, vCetné téch rezistentnich vi¢i béznym antibiotikim. LEGO-
lipophosphonoxiny tak pfedstavuji novou generaci antimikrobialnich latek, které vykazuji
nizkou toxicitu a vysokou uc¢innost, ¢imz by mohly byt vyuzivany v klinickych aplikacich pro

1é¢bu obtizné 1écitelnych infekei [Do Pham et al., 2022].
3.1 Vlastnosti cilové membrany

Slozeni cytoplazmatické membrany zasadné ovliviiuje interakci s kationickymi
antimikrobidlnimi latkami. Bakteridlni membrany jsou charakterizovany vysokym obsahem
anionickych fosfolipidii, zejména fosfatidylglycerolu (PG) a kardiolipinu (CL), které¢ umoziiuji
elektrostatickou vazbu s kladné nabitymi molekulami [Venkatesh et al., 2017]. Naproti tomu
membrany savéich bunék obsahuji prevazné neutrdlni lipidy, jako je fosfatidylcholin (PC) a

sfingomyelin (SM), coZ sniZuje jejich afinitu ke kationickym latkdm [Mahlapuu et al., 2016].

Vyjimku pfedstavuji nékteré eukaryotni mikroorganismy, jako jsou kvasinky a vlaknité
houby, které sice patii mezi eukaryota, ale disponuji bunécnou sténou bohatou na chitin a 3-
glukany. Tato struktura mize ovliviiovat dostupnost cytoplazmatické membrany pro

antimikrobidlni latky a tim modifikovat jejich uc¢innost [Epand & Epand, 2009].

Rozdily ve sloZeni fosfolipidl se déle projevuji mezi jednotlivymi skupinami bakterii.
Gram-pozitivni bakterie maji membrany s vysSim podilem PG a CL, zatimco u gram-
negativnich dominuje fosfatidylethanolamin (PE) s menSim zastoupenim PG a CL [Epand &
Epand, 2009]. Mykobakterie jsou specifické ptitomnosti komplexnich lipidd s mykolovymi

kyselinami, které vytvareji siln¢ hydrofobni obal s nizkou propustnosti.

Tabulka 1: Prehled hlavnich typli membran a jejich dominantnich fosfolipidovych slozek shrnuje
nasledujici tabulka; PG — fosfatidylglycerol, CL — kardiolipin, PE — fosfatidylethanolamin, PC —
fosfatidylcholin, SM — sfingomyelin, PI — fosfatidylinositol, PS — fosfatidylserin.
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Typ buiiky Dominantni fosfolipidy
Gram pozitivni bakterie (Bacillus subtilis) PG, CL, PE
Gram negativni (Esherchia coli ) PE (hlayni), PG, CL
Mykobakterie (Mycobacterium tuberculosis ) PE, PI, komplexni lipidy s mykolovymi kyselinami
Eukarvotni bunkv (napf. savéi bunkv) PC. SM. cholesterol. PS (vétsinou neutralni hpidv)

Rozdily v zastoupeni fosfolipidii urcuji nejen elektrostatickou pftitazlivost molekul k
cilové membrang, ale i fyzikdlné-chemické vlastnosti, jako je tekutost, schopnost tvorby
nelamelarnich fazi nebo stabilita lipidové dvojvrstvy. Tyto faktory hraji zasadni roli v u¢innosti
a selektivité kationickych antimikrobialnich latek [Epand & Epand, 2009; Mahlapuu et al.,
2016].

4 MECHANISMY UCINKU KATIONICKYCH
ANTIMIKROBIALNICH LATEK NA BIOLOGICKE
MEMBRANY

Kationick¢ antimikrobidlni latky (KAL) plisobi primdrné naruSenim cytoplazmatické
membrany bakterii, kterou rozpoznavaji diky ptitomnosti zdporné nabitych fosfolipidd, jako
jsou fosfatidylglycerol (PG) a kardiolipin (CL) [ Venkatesh et al., 2017; Mahlapuu et al., 2016].
destabilizace lipidové dvojvrstvy zvySuje jeji permeabilitu, narusuje integritu bunéného
prostiedi a v kone¢ném duasledku vede k bunééné smrti [Chen et al., 2013; Takahashi et al.,
2013]. Povaha tohoto uc¢inku je siln€¢ ovlivnéna strukturnimi parametry molekuly, jako jsou
uroven amfifility, rozmisténi kationickych skupin a délka hydrofobnich segmenta [Takahashi

etal., 2013].

Utinnost KAL je vsak ovlivnéna i ptitomnosti dal$ich strukturalnich bariér. Gram-pozitivni
bakterie disponuji silnou vrstvou peptidoglykanu, kterd mlze zpomalit pfistup molekul k
cytoplazmatické membran¢. U Gram-negativnich bakterii tvoii vnéj§i membrana bohata na
lipopolysacharidy (LPS) efektivni difuzni bariéru, kterd selektivné omezuje prinik velkych a

hydrofobnich molekul [Silhavy et al., 2010]. Nékteré patogenni kmeny, napiiklad Klebsiella

23



pneumoniae nebo Bacillus anthracis, navic produkuji polysacharidova pouzdra, kterd dale
snizuji dostupnost cilovych struktur a tim zvySuji odolnost vii¢i i¢inku antimikrobidlnich latek

[Cryz et al., 1984; Prazak et al., 2022].

Tyto strukturdlni piekadzky vyznamné ovliviiuji nejen rychlost nastupu ucinku, ale také

selektivitu a celkovou ucinnost kationickych antimikrobialnich latek

4.1 Strukturalni faktory ovlivitujici ucinek
Utinnost kationickych antimikrobialnich latek (KAL) na membrany je vyrazné ovlivnéna jejich

chemickou strukturou a prostorovym uspotadanim. Klicové jsou nasledujici faktory:
Typy kationickych skupin

Rozlozeni a chemicky charakter kationickych skupin, jako jsou primarni, sekundarni a terciarni
aminy, guanidiny a kvartérni amoniové ionty, urcuji silu elektrostatické interakce s membranou
[Chen et al.,, 2013]. Guanidinové skupiny umoziuji silngjsi vazbu na fosfolipidy diky

schopnosti tvotit vodikové vazby [Mahlapuu et al., 2016].

Obrazek 1: Antibiotikum Polymyxin B; oranzové vyznaceny skupiny primarnich aminil (vytvoieno
autorem v programu ChemDraw)
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Obrazek 2: Antibiotikum Indolicidin; zelenou barvou jsou oznaceny skupiny guanidinu (vytvofeno
autorem v programu ChemDraw)

Hydrofobita a délka fetézcu

Hydrofobni segmenty molekul umoziuji zaclenéni do lipidové dvojvrstvy. Délka téchto
segmentl vyznamné ovlivituje G¢innost i toxicitu. Ptili§ kratké fetézce snizuji schopnost narusit
membranu, zatimco pfili§ dlouhé mohou zvySovat cytotoxicitu vici eukaryotnim builkdm

[Venkatesh et al., 2017].
Amfifilita

Pritomnost prostorové oddélenych hydrofobnich a hydrofilnich oblasti je dilezitym faktorem
umoziujicim spravnou orientaci molekuly v lipidovém prostfedi a efektivni destabilizaci

membrany [Takahashi et al., 2013].

Architektura molekuly
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Linearni, cyklické a dendritické struktury ovliviuji stabilitu a zptsob interakce s membranou.
Cyklické molekuly byvaji stabilngj$i a méné nachylné k enzymatické degradaci, coz prodluzuje

jejich biologickou aktivitu [Macromolecular Bioscience, 2013].
4.2 Specifita a selektivita Gcinku

Selektivita KAL vyplyva z rozdild ve slozeni plazmatickych membran mezi bakteriemi a

eukaryotnimi buiikami.
Gram-pozitivni bakterie

U bakterii jako Bacillus subtilis je cytoplazmatickd membrana bohata na fosfatidylglycerol
(PG) a kardiolipin (CL), pfi¢emz pfitomnost teichoovych a lipoteichoovych kyselin v
peptidoglykanu zvysuje zaporny povrchovy naboj [Takahashi et al., 2013].

Gram-negativni bakterie

U organismu typu Escherichia coli dominuje fosfatidylethanolamin (PE), doplnény PG a CL.
Vnéj$i membrana obsahuje lipopolysacharidy (LPS), které tvori difuzni bariéru, ale zaroven

poskytuji zaporn€ nabité vazebné misto [Poirel et al., 2017].
Mykobakterie

Mycobacterium tuberculosis disponuje bunéénou st€énou bohatou na mykolové kyseliny a

arabinogalaktan, coz vytvafi hydrofobni bariéru s nizkou propustnosti.
Eukaryotni buiky

Sav¢i bunky maji membrany tvoiené prevazné neutralnimi fosfolipidy, jako je fosfatidylcholin
(PC) a sfingomyelin (SM), coz omezuje jejich interakci s kationickymi latkami [Mahlapuu et
al., 2016; Chen et al., 2013]. Rozdily v zastoupeni fosfolipidii tedy pfimo ovliviiuji selektivitu

ucinku KAL, jejich schopnost cilené¢ rozliSovat mezi patogennimi a hostitelskymi buitkami.
4.3 Mykobakterie a dal$i vyjimecné pripady

Bakterie rodu Mycobacterium, naptiklad ptivodce tuberkuldézy Mycobacterium tuberculosis,

predstavuji specifickou vyzvu pro vyvoj kationickych antimikrobidlnich latek (KAL). Jejich
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bunécny obal je tvofen klasickou cytoplazmatickou membranou, silnou peptidoglykanovou
vrstvou, a piredev§im komplexni vnéjsi strukturou slozenou z arabinogalaktanu a mykolovych
kyselin. Tato hydrofobni a hutnd vrstva vyrazn€ omezuje prostupnost béznych

antimikrobidlnich molekul a snizuje dostupnost cilové membrany [Wang et al., 2020].

Ptesto byly identifikovany nékteré¢ KAL, které jsou schopny pfekonat tuto bariéru. Napiiklad
synteticky peptid D-hLF 1-11, odvozeny od lidského laktoferricinu, vykazuje inhibi¢ni G¢inek
proti M. tuberculosis pfi koncentracich MIC 0,8—1,6 uM, s nizkou cytotoxicitou vuci lidskym
buitkdm [Boix et al., 2021]. D-hLF 1-11 obsahuje kompaktni fadu kationickych rezidui a kratky

hydrofobni segment, coz usnadnuje jeho interakci s hydrofobnimi ¢astmi bunééného obalu.

Dalsim ptikladem je lidsky B-defenzin HBD-3, ktery prokazuje aktivitu proti Mycobacterium
avium, a to jak extracelularng, tak intracelularné uvnitf infikovanych makrofagt [Hiratsuka et
al., 2020]. HBD-3 je maly kationicky peptid se strukturou tii disulfidickych mustkl, které
stabilizuji jeho prostorové uspotfadani, a umoziuje cilenou vazbu na negativné nabité struktury

v mykobakterialni sténé.

Uspéch téchto latek ukazuje, Ze peclivé doladéni hydrofobicity, kationické hustoty a struktury
molekuly je zisadni pro pifekonani specifickych bariér, jako jsou voskovité vrstvy

mykobakterii.

5 MODELOVE SYSTEMY, EXPERIMENTALNI POZNATKY
ANOVE SMERY VYVOJE

Studium interakce kationickych antimikrobidlnich latek (KAL) s biologickymi membranami
casto vyuziva modelové systémy, které umoziuji presné sledovat mechanizmy ucinku pod
kontrolovanymi podminkami. Mezi nej€astéji pouzivané patii unilamelarni liposomy (SUV,
LUYV), giant unilamellar vesicles (GUVs), planarni lipidové dvojvrstvy (BLM) a supported lipid
bilayers (SLB) [Zhao et al., 2001].

Modelové membrany jsou obvykle tvofeny definovanymi fosfolipidy podle typu cilové bunky.

Casto se pouZivaji:
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e POPG (l-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol) — jako model pro
anionické bakterialni membrany,

e SOPC (1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) — pro neutrdlni vrstvy
eukaryot,

e DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) — pro modelovani rigidnich
fosfatidylcholinovych membréan,

e cholesterol — k simulaci eukaryotni membranové stability [Joondan et al., 2014].

Ve studii Zhao et al. (2001) byly pomoci téchto lipida ptipraveny modelové membrany riznych
typt (monovrstvy, LUVs, GUVs), na kterych byla sledovdna interakce AMP magaininu 2 a
indolicidinu. Zaznamenali zvySenou afinitu téchto latek k membrandm obsahujicim POPG,

zatimco ptitomnost cholesterolu tuto vazbu modifikovala [Zhao et al., 2001].

Dalsi studie vyuzila DPPC jako model eukaryotni membrany k testovani interakce amfifilnich
esteri derivovanych od L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Vysledky ukézaly, Ze antibakterialni
aktivita téchto latek koreluje s délkou hydrofobniho fetézce a kritickou micelarni koncentraci
(CMC), pticemz kratsi estery byly neucinné a latky s vyssi hydrofobicitou vykazovaly vyssi

ucinnost [Joondan et al., 2014].

Vliv ma rovnéz agregacni stav molekul — nékteré KAL ptisobi jako monomery, jiné vytvareji
oligomery nebo micely pii pfekroCeni urcité koncentrace. Agregace mize zdsadné zmeénit

zpusob interakce s membranou i vysledny typ poskozeni [Mahlapuu et al., 2016].
Dale se ukazuje, Ze u¢innost KAL neni dina pouze nabojem, ale i dalS§imi parametry:

e izoelektricky bod (pl) — idedlné nad 9,
e distribu¢ni koeficient (logD) — v rozmezi 1-4,

e rozestup kladnych nabojii — optimalng 4-7 A.

Tyto vlastnosti byly naptiklad diisledné optimalizovany u LEGO-lipophosphonoxind, jako je
LPPO L20v9, které vykazuji vysokou uc¢innost a selektivitu vici gram-negativnim bakteriim

pii nizké hemolytické toxicité [Vavrova et al., 2022].

Dalsi varianty, napi. L19v4 nebo L19v8, demonstruji, jak zména délky hydrofobniho fetézce
nebo poctu kationickych skupin ovliviiuje G¢innost i stabilitu molekuly.V poslednich letech se

rozvijeji i ndvrhové ptistupy zaloZené na strojovém uceni a hlubokych neuronovych sitich, které

28



umoznuji predikci biologické aktivity, selektivity i toxicity navrhovanych struktur. Systémy
jako AMP-GAN nebo DeepAMP vyuzivaji tréninkové databaze AMP k tvorbé molekul s
definovanymi parametry. PfestoZe jsou zatim nejcastéji aplikovany na peptidické AMP,
postupn¢ se rozsifuji i na syntetické a hybridni struktury [Veltri et al., 2018; Nagarajan et al.,

2023].
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6 ZAVER

Tato reSerSni prace shrnuje souCasné poznatky o mechanismech ucinku kationickych
antimikrobidlnich latek (KAL), se zaméfenim na jejich interakci s biologickymi membranami
a strukturalnimi faktory ovlivilujicimi selektivitu a ucinnost. KAL piedstavuji slibnou
alternativu k tradi¢nim antibiotikiim, zejména v kontextu narlstajici antibiotické rezistence.
Jejich mechanismus ucinku je zalozen na cilené elektrostatické interakci s negativné nabitou
cytoplazmatickou membranou mikroorganismil, coZ umoznuje rychlé naruSeni membranové

integrity a vyfazeni patogenu z metabolického provozu.

Z provedené reserse vyplyva, ze biologicka aktivita KAL neni dana izolovanymi vlastnostmi
(napt. pouze kationicitou), ale vznikd jako vysledek interakce vice parametrli: kationického
naboje, urovné hydrofobicity, prostorového usporadani a flexibility molekuly. Tyto faktory
ovliviiuji jak afinitu k membrang, tak 1 typ vysledné poruchy (napi. modely ,,carpet®, ,,toroidal

pore* nebo ,,barrel-stave*).

Zasadni vyznam ma také struktura cilové membrany — piedevSim pomér anionickych
fosfolipidii a pfitomnost dalSich membranovych komponent (napi. LPS, mykolové kyseliny,
Schopnost navrhovat latky s afinitou k mikrobidlnim membranam, které zaroven minimalné
interaguji s eukaryotnimi bunikami, piedstavuje klicovy rozdil mezi tsp€Snymi a neuspésnymi

KAL.

Vysledky reserSe také ukazuji, ze ptistup zaloZzeny na vyvoji univerzalnich AMP je piekonany.
Moderni smér vyvoje spociva v cileném molekulovém néavrhu, ktery zohlednuje jak strukturu
cilového patogenu, tak vlastnosti membranovych systému. Tento pfistup je potvrzen piiklady
jako LEGO-lipophosphonoxiny, které¢ demonstruji moznost pfesného ladéni hydrofobnich

segmentll, naboje a struktury molekuly za ucelem dosazeni vysoké selektivity a stability.

Znalost fyzikalné-chemickych vlastnosti membran tedy nepiedstavuje pouze dopliujici
informaci, ale aktivni navrhovy nastroj. Budoucnost vyvoje KAL tak spocivd ve spojeni
biofyzikalni analyzy s racionalnim molekularnim designem, ktery respektuje konkrétni

membranové prostiedi cilovych mikroorganismii.
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