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Abstrakt:

Kationtové antimikrobidlni peptidy jsou pfirozenou soucasti obrannych systémi vSech
organizml. Vlastnosti téchto peptidi, jako je jejich struktura, naboj, amfipaticita a
hydrofobicita, z nich ¢ini slibné latky s potencidlem vyuziti nejen v 1écb¢é bakterialnich
infekci, ale 1 proti n€kterym virim, parazitim, houbdm a nadorovym bunkdm. Jednim
z moznych zasahovych mist téchto latek je cytoplazmatickd membréna bakterii, kterou
permeabilizuji. Tento mechanizmus G¢inku ma nekolikero vyhod. Antimikrobidlni peptidy
plsobi selektivné na membranu bakterii a nedochazi tedy k poskozeni eukaryotickych
hostitelskych bunék. Dalsi vyhodou je omezend moznost vzniku rezistentnich kment bakterit,
jelikoz G¢inky antimikrobidlnich peptidli nastupuji okamzité. OvSem i pfesto byly objeveny
kmeny necitlivé na jiz pouzivané antimikrobidlni peptidy. Pomoci modifikace zasahového
mista v bakterialni buiice jsou bakterie schopny zabranit G¢inklim antimikrobialnich peptida.
Je-li cilovym mistem cytoplazmatickd membréna, bakterie mize pozmeénit elektrostatické
nebo strukturni vlastnosti membrany a antimikrobidlni peptidy ztraceji svou schopnost
interakce a nasledné permeabilizace membrany. Porozuméni mechanizmim ucinku
antimikrobialnich peptidii a mechanizmlim, pomoci kterych se u bakterii rezistence proti nim

vytvareji, pomize pti vyzkumu a hledani novych u¢innych antimikrobiélnich latek.

Klicova slova: kationtové antimikrobidlni peptidy, rezistence, cytoplazmatickd membrana,

mechanizmus uc¢inku, fosfolipidy



Abstract:

Cationic antimicrobial peptides are part of the innate immune system of all organisms.
Their properties such as structure, charge, amphipathicity and hydrophobicity make them
promising agents with the potential for use not only in treatment of bacterial infections but
also against some viruses, parasites, fungi and cancer cells. One of their possible targets is the
cytoplasmic membrane, which they permeabilize. This mode of action has several advantages.
The important feature of antimicrobial peptides is their selectivity for bacterial membranes,
which makes them harmless to eukaryotic host cells. Another advantage is that the
development of bacterial resistance against these peptides is more difficult since the action of
antimicrobial peptides is rapid. Nevertheless, there appeared some bacterial strains that are
insensitive to already used antimicrobial peptides. By using target modification resistant
bacteria are able to prevent the bactericidal effects of the antimicrobial peptides. At the level
of cytoplasmic membrane bacteria can alter its electrostatic or structural properties of
membrane lipids and thus the antimicrobial peptides lose their ability to interact with the
membrane and permeabilize it. Understanding the mode of action of antimicrobial peptides
and mechanisms by which bacteria can develop resistance against the antimicrobial peptides

can help in searching for new effective antimicrobial agents.

Key words: cationic antimicrobial peptides, resistance, cytoplasmic membrane, membrane

permeabilization, mode of action, phospholipids
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1 Uvod

K lécbé bakteridlnich infekci byla a stale jsou pouZzivana piedevSim antibiotika. AvSak
diky jejich nadmérnému uzivani v humanni i veterindrni mediciné se zvySuje vyskyt
rezistentnich kmenti bakterii a konvencni antibiotika pfestavaji byt G€innd. Tento podnét
vyvolal stav nouze, kdy se neustale hledaji zdroje novych latek s antimikrobidlnimi u¢inky,
které by mohly slouzit jako alternativa ke stavajicim antibiotiklim. Béhem poslednich deseti
let se podstatné zintenzivnil zajem o tzv. antimikrobidlni peptidy, které se zdaji byt vhodnymi
latkami s pozadovanymi uc€inky.

Antimikrobidlni peptidy jsou latky vyskytujici se pfirozen¢ v obrannych systémech
prakticky vSech organizmi od bakterii a virQ, pfes rostliny, obojzivelniky, ryby a hmyz az po
savce. Tyto latky nejsou pouze baktericidni, ale také vykazuji aktivitu proti houbdm, virtim,
parazitim nebo nékterym nadorovym buiikdm. Antimikrobidlni G¢inky téchto peptidi jsou
smefovany nejen na intraceluldrni, ale 1 na extracelularni cile v bakteridlni bufice. Pokud maji
byt antimikrobidlni peptidy pouZzivany jako lé¢iva proti bakteridlnim infekcim, musi byt jejich
ucinek selektivni a na bakterie museji piisobit tak, aby bylo pro né obtizné si vytvofit
rezistenci a U¢inek pro bakterie byl fatalni.

V mé bakalaiské praci se vénuji skupiné kationtovych antimikrobidlnich peptidd, které
interaguji a G¢inkuji na cytoplazmatickou membranu bakterii a zplisobuji jeji poskozeni, které
je pro bakterialni buiku letdlni. Cytoplazmatickd membrédna, jakoZto jedind membrana
bakterialni buniky, na které probihaji vS§echny membranové vazané funkce, je pro bakteridlni
burniku esencialni. Proto maji tyto antimikrobialni peptidy veliky potencial v budoucim vyuziti
proti patogennim bakteriim. Pro bakterii je t€zké si vytvofit rezistenci na Urovni
cytoplazmatické membrany diky jeji unikatnosti a specificnosti. Pokud je membrana
poskozena, dochdzi k tiniku dulezitych iontl a jinych molekul a dochazi k lyzi buniky. Tyto
antimikrobialni peptidy nemusi také prekonavat cytoplazmatickou membranu, aby dosahly
svych intracelularnich cil, ale plisobi hned na povrchu bakterie. Dal$i vyznamnou vlastnosti
této skupiny antimikrobidlnich peptidi je, ze diky rozdilnému slozeni fosfolipidii u bakterii a
eukaryotickych bunék, dokazi antimikrobialni peptidy selektivné uc¢inkovat na patogenni
bakterie a nezplisobovat poskozeni hostitelskych bunck.

Cilem této bakalarské prace je tedy shrnout informace o kationtovych antimikrobialnich
peptidech, o jejich vlastnostech, které ovliviiuji jejich mechanizmus G¢inku, a mechanizmech

rezistence k antimikrobidlnim peptidiim na tirovni zmény zasahového mista.



2 Biologické membrany

Biologick¢ membrany obecné se skladaji z dvouvrstvy fosfolipidii. Tyto slozky jsou
amfipatické, neboli sloZzené jak z hydrofobni ¢asti, prezentované dvéma (popiipad¢ jednim)

uhlovodikovymi fetézci, tak z hydrofilni hlavicky.

2.1 Cytoplazmatickda membrana bakterii

Cytoplazmatickd membréna jako dvouvrstva fosfolipidii se li§i u jednotlivych druht
bakterii zastoupenim ttid fosfolipidd, a to jak na Grovni rozdilného sloZeni polarnich hlavicek,
tak mastnych kyselin fosfolipidi. Cytoplazmatickd membrana slouzi jako bariéra, udrzuje
stabilitu vnitiniho prosttedi buiiky a diky pfitomnosti membranovych proteinli vykazuje dalsi
funkce, jako je pfenos latek, piijem signalti z vnéjSiho prostiedi, enzymatickou aktivitu a
dalsi. U Gram pozitivnich bakterii je ve vn&jSim listu cytoplazmatické membrany navic
zakotvena lipoteichoova kyselina (LTA), kterd nésledovné prostupuje peptidoglykanovou
vrstvou. Mezi spolecné rysy membran bakterii patii, ze jsou tvofeny glycerofosfolipidy a
celkovy vysledny naboj na membrané je negativni (Epand & Epand 2009b).

V cytoplazmatické membrané bakterii nejsou fosfolipidy v celé ploSe rozmistény
rovnomérng, ale tvofi domény podobné jako je tomu u membran savCich bun¢k, kde se
vyskytuji domény bohaté na cholesterol a sfingomyelin. Bakterie namisto cholesterolu
obsahuji jiné strukturné podobné latky - hopanoidy nebo karotenoidy, které v membrané plni
obdobnou funkci jako cholesterol. Tyto latky reguluji membranovou fluiditu a pfispivaji k jeji
rigidité (Saenz et al. 2012).

U modelovych bakterii Escherichia coli a Bacillus subtilis v oblasti poli buiiky a budouci
délici ptepazky se vyskytuji domény bohaté na kardiolipin (CL), které soustied’uji funkce,
jako je kontrola morfologickych zmén pii déleni bunky (Mileykovskaya & Dowhan 2000;
Kawai et al. 2004), nebo organizace proteini zodpovédnych za osmotickou regulaci
(Tsatskis et al. 2005). Dale zprosttedkovéavaji vazbu proteinit potiebnych k déleni bunky
MinD a FtsA k membran¢. Dal§im piikladem jsou domény bohaté na fosfatidyletanolamin
(PE) vyskytujici se v misté délici pfepazky. Tvorba dé¢liciho FtsZ prstence je zavisla na
ptitomnosti PE (Mileykovskaya et al. 1998).

Lipidové rafty eukaryotickych bunék obsahuji také specifické proteiny, jako napiiklad
flotillin. Tento membranové vazany chaperon shromazd’uje jiné proteiny do lipidovych rafti,

aby byly aktivni a mohly dimerizovat ¢i dale interagovat (Bickel et al. 1997). Flotilliny jsou



tedy dilleZitou soucasti struktury a organizace lipidovych raftii. U bakterii byly také nalezeny
homology flotillinu se stejnou funkci jako v eukaryotické bunice. V bakterii Bacillus subtilis
vznikaji lipidové rafty, které jsou zavislé na proteinech FloT (role v signalnich drahach a
sporulaci) (Donovan & Bramkamp 2009) a FloA a na syntéze skvalenu (Lopez & Kolter
2010). Lipidové rafty maji mnoho funkci jako je tvorba proteinovych komplexti pro
komunikaci nebo dimerizaci membranovych kin4z (KinC), sekreci proteint, proteolyzu nebo
bunécné déleni. Zda se, Ze jsou tyto funkce lépe realizovatelné, pokud jsou potiebné proteiny
fyzicky umisténé ve specifické €asti membrany oznaCované jako funkéni mikrodomény

(Bramkamp & Lopez 2015).

2.2 Fosfolipidy membranové dvouvrstvy

Rozdily v zastoupeni fosfolipidGi u riznych druhtt bakterii jsou veliké a mimo jiné
ovliviiuji GC€innost antimikrobidlnich latek na bakterie. Zastoupeni jednotlivych tiid
fosfolipidl se lisi jak na urovni rozdilného sloZzeni polarnich hlavicek, tak mastnych kyselin
fosfolipida.

PE se vyskytuje ve vE&t$i mife v cytoplazmatické membrané Gram negativnich bakterii
nez u Gram pozitivnich bakterii (Lohner et al. 2001). U Gram pozitivnich bakterii jsou
hlavnimi lipidy cytoplazmatické membrany fosfatidylglycerol (PG) a CL. V cytoplazmatické
membrané¢ Gram negativnich bakterii, jsou nejvice zastoupeny fosfolipidy PE a PG.
Zastoupeni fosfolipidi u eukaryotickych bunck je odliSné od bakterii a antimikrobialni
peptidy (AMP) tak mohou pulsobit selektivné pouze na bakteridlni buniky. U erytrocyti,
jakoZzto zastupce sav€ich bunck, se vnitini list cytoplazmatické membrany sklada prevazné
z PE a ve vnéj$im listu je hlavnim lipidem sfingomyelin (SM) a fosfatidylcholin (PC) (Epand
et al. 2000).

PC a PE obecné maji celkovy vysledny naboj nulovy. Naproti tomu PG, CL a
fosfatidylserin (PS) nesou zdporny naboj. Bunééné membrany vétSiny patogennich bakterii
obsahuji pfevazné PG, CL, PS a tim paddem maji vysokou hustotu negativniho naboje.
Fosfolipidy sav¢ich erytrocytl, jako jsou PE, PC a SM, maji vysledny ndboj neutralni
(Dowhan 1997). Diky tomuto rozdilu mize antimikrobidlni peptid nesouci pozitivni naboj byt
pfitahovan membréanou bakterii a zaroven neposkozovat membranu erytrocyta.

Odlisné zastoupeni mastnych kyselin je dal§i rozdil mezi Gram negativnimi a Gram
pozitivnimi bakteriemi. Napiiklad u zastupce Gram negativnich bakterii Escherichia coli je
sn-1 pozice glycerolové kostry fosfolipidu obsazena pfevazné nasycenou mastnou kyselinou
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palmitovou (C16:0) a pozice sn-2 kyselinou palmitoolejovou (C16:1) nebo kyselinou
olejovou (C18:1) (White et al. 1972). Naproti tomu fosfolipidy u zastupce Gram pozitivnich
bakterii Staphylococcus aureus obsahuji majoritné anteiso- a iso- vétvené mastné kyseliny
s lichym poctem uhlikl v fetézci — vétvenou kyselinu pentadekanovou (C15:0) a margarovou

(C17:0) (White & Frerman 1968).

3 Charakteristika kationtovych antimikrobialnich peptidi
pusobicich na cytoplazmatickou membranu

Biologicka aktivita antimikrobidlnich peptidi je ovliviiovana jak jejich strukturnimi, tak
fyzikdlnimi parametry. Mezi relevantni parametry patii velikost, sekvence, naboj, helicita,
celkova hydrofobicita, amfipaticita a polarni tthel (pomér polarnich a nepolarnich oblasti na
AMP zaujimajici strukturu alfa helixu) antimikrobidlni latky. Modifikaci jednoho z téchto
parametrt miZze dojit k vyznamnym zménam ostatnich parametrt a tim 1 k celkové aktivité

peptidt (Giangaspero et al. 2001).

3.1 Struktura a konformace antimikrobialnich peptidi

Antimikrobidlni peptidy se vétSinou skladaji z 12-50 aminokyselin, kde okolo 50 % z
nich je hydrofobnich a 2-9 aminokyselin jsou pozitivné nabité lysiny nebo argininy, které
udéluji peptidu celkovy kladny ndboj. Nékteré AMP se skladaji zL 1 D isomert
aminokyselin, které se 1i§i svou prostorovou orientaci (Bessalle et al. 1990). Sekvence
antimikrobialnich peptidi jsou velmi rtizné a objevuje se zde absence urcité homologie.
Nicméné pii jejich snaze interagovat s membranou zaujimaji podobné konformacéni
amfipatické struktury s oddélenymi positivné nabitymi hydrofilnimi a hydrofobnimi
doménami. Ptikladem struktur AMP mohou byt amfipatické alfa helixy, beta skladané listy
nebo jen vlaknité peptidy nezaujimajici béznou konformaci (Obr. 1). Tyto struktury byvaji

nejcastéjSimi u AMP vyskytujicich se v ptirodé (Hancock 2001).
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Obriazek 1: Nejbéznéjsi struktury antimikrobialnich peptida

Na obrazku jsou znazornény 3D struktury AMP: (A) alfa helixy - napf. mangainin 2, LL-37 ze skupiny
cathelicidinti a laktoferampin, (B) beta skladané listy - napf. laktofericin, protegrin 1, lidsky beta defensin 3 a (C)
vlaknité peptidy, tj. peptidy obohacené o urcitou aminokyselinu - napf. RRWQWR (tisek laktofericinu
zodpovédny za jeho antibakterialni aktivitu), tritrpticin (patfici do skupiny cathelicidintt), indolicidin (upraveno z
Nguyen et al. 2011).

Vzhledem k velikému poctu peptidl s riznou velikosti byla analyza sekvence odlisnych
antimikrobidlnich peptidu v praci Tossi et al. (2000) provaddéna pouze na prvnich 20
aminokyselinach. Doména na N-konci byla oznacena jako esencialni a zaroven dostatecna pro
antimikrobidlni aktivitu AMP. Na prvni pozici od N-konce se nejcasteji objevoval glycin.
Poskytuje rezistenci k aminopeptidazdm a je vhodnou aminokyselinou zakoncujici N-konec
v alfa helixu. Amidace na C-koncové doménég, ktera se také Casto vyskytovala u vétSiny
peptidil 1 pfes rizny ptuvod, piisobi proti karboxypeptidazam. Glycin byl také urcen s vyssi
cetnosti na pozici 14. Lysin byl €asto nalezen na vice pozicich, nejcastéji vSak na pozici 8. Na
helixu bylo pozorovéano rozloZeni hydrofobnich aminokyselinovych zbytkll na jedné stran¢ a
polarnich na strané druhé. Hydrofobni ¢ast obsahovala velké alifatické aminokyseliny, které
se vyskytovaly na N-konci. Zde se také ziidka objevily aminokyseliny aromatické, které mayji
roli pfi interakci s membranou. Na C-konci se vyskytovaly mensi aminokyseliny stabilizujici
helix, jako je napf. alanin. V polarni ¢asti peptidu je Casto zastoupen lysin a také serin, ktery

se vyskytoval na pozici 4 (Tossi et al. 2000). Jako ptiklad primarni struktury AMP mizeme
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uvést jeden z nejpouzivanéjSich AMP proti rezistentnim kmeniim Gram pozitivnich bakterii

daptomycin (Obr. 2) (Tally & DeBruin 2000).

Obriazek 2: Struktura daptomycinu

Na obrazku je znazornéna chemicka struktura lipopeptidu daptomycinu. Daptomycin se sklada ze 13
aminokyselin tvoricich cyklicky peptid a z postranniho fetézce kyseliny dekanové. Producentem tohoto AMP je
bakterie Streptomyces roseosporus (upraveno z Baltz et al. 2005).

3.2 Naboj kationtovych antimikrobidlnich peptidi a jeho vliv na aktivitu
peptidu

Vétsina antimikrobidlnich peptidli nese pozitivni naboj, ktery zpravidla dosahuje hodnot
+2 az +9. Tato vlastnost je zdsadni pro pocatecni interakci AMP a zaporné nabitych
fosfolipidi v bakteridlni membrané. V ur€itém rozsahu plati, ze se zvySujicim se kladnym
nabojem peptidu se zvySuje i1 jeho antimikrobialni aktivita. OvSem pokud se tato hranice,
ktera se pro rizné AMP lisi, prekroci, dochédzi ke zvySeni hemolytické aktivity a ke sniZeni
antibakteridlniho uc€inku. Ptikladem mutze byt synteticky peptid P19 o sekvenci 19
aminokyselin. P19 nesouci naboj +5 nebo +6 ucinkoval nejlépe na Siroké spektrum bakterii
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus megaterium, Salmonella Typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa) s nizkou minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Snizenim néaboje
na +3 aktivita tohoto peptidu klesla a pti ndboji +1 byl zcela neaktivni. A naopak i pfi zvySeni
na hodnotu +8 se jeho aktivita proti bakteriim snizila, ale bylo zaznamenano zvyseni u¢inka
proti kvasinkdm (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) (Giangaspero et al. 2001).

Studie zabyvajici se analogy antimikrobialniho peptidu z Xenopus laevis mangaininu II

dosla k zavéru, ze pii naboji pohybujicim se od +3 do +7 a pfi zachovani vhodnych
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hydrofobnich vlastnosti postupné zvySovani kladného naboje na peptidu zlepSuje
antimikrobidlni G¢inky jak proti Gram pozitivnim, tak Gram negativnim bakteriim. Selektivni
aktivita peptidu, za kterou povazujeme nizky hemolyticky a vysoky antimikrobidlni Gc¢inek,
také stoupala se zvySujicim se ndbojem. Pokud se u mangaininu ptekrocila hranice kladného
naboje +5, tak se zvysila hemolyticka aktivita a tim se 1 ztratila Zadouct selektivita (Dathe et

al. 2001).

3.3 Amfipaticita antimikrobidlnich peptidi

Amfipaticita je definovéana jako pomér hydrofilnich a hydrofobnich zbytk aminokyselin
nebo domén v rameci peptidu. VéEtSina antimikrobidlnich peptidi méa amfipaticky charakter,
ktery hraje zasadni roli pfi interakci s cilovou cytoplazmatickou membranou. Diky
pozitivnimu naboji na polarni stran¢ se mohou navézat pies elektrostatické interakce
s negativné nabitymi hlavickami fosfolipidi membrany bakterii. Opakujici se hydrofobni ¢asti
v AMP (Eisenberg et al. 1984) jsou optimalni pro interakci s cytoplazmatickou membranou a
naslednou inserci do membrany pies hydrofobni interakce, coz vede k naruSeni stability
membrany, kterd tak ztraci své bariérové vlastnosti (Hancock & Chapple 1999). Jelikoz je
cytoplazmatickd membrana eukaryot vice elektroneutralni, nejsou k ni AMP tolik pfitahovany
jako k membrané bakterii, jejichZ naboj na povrchu membrany je zaporné nabity (viz kapitola
2.2) (Jiang et al. 2008).

Pocet pozitivné nabitych zbytkli aminokyselin a celkovy naboj peptidu ovliviiuji jak
antimikrobialni, tak hemolytickou aktivitu peptidu. Se zvySujicim se nabojem a tim i
amfipaticitou se zvySuje antimikrobialni aktivita peptidu. Antimikrobidlni peptid V13K je alfa
helikalni peptid o 26 aminokyselinach obsahujici lysin v centralni (pozice 13) ¢asti peptidu
(Chen et al. 2005). Jeho celkovy naboj je +7 s pomérem hydrofilnich a hydrofobnich zbytki
aminokyselin 4,92. Pfi zvySeni jeho naboje na +8, +9, +10 se jeho amfipaticita zvySovala na
hodnoty 5,11, 5,18, 5,26 a zarovei se tedy zvySovala antimikrobidlni aktivita peptidu (Jiang et
al. 2008).

Avsak linearni zavislost se neuplatituje na aktivitu hemolytickou. Pfi sniZeni hodnoty
naboje pod +4, a tedy i1 amfipaticity, V13K nevykazoval zadné antimikrobidlni ani
hemolytické Uc¢inky. ZvySovanim amfipaticity a naboje az do +8 se jeho antimikrobidlni
aktivita postupné zvySovala, ale zaroven si udrzel nizkou hemolytickou aktivitu. Dal§im
zvySenim naboje na +9 a +10 se antimikrobidlni aktivita také zvysila, nicméné s ni 1 aktivita
hemolyticka (Jiang et al. 2008). AMP maji tedy urcitou hranici optimalniho pozitivniho
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naboje a amfipaticity, kterd kdyz se piekroci, pak jejich vlastnosti jiz nejsou vhodné diky

zvySené nezadouci hemolytické aktivité.

3.4 Hydrofobicita

Hydrofobicita  peptidu  vyjadfuje = procentudlni  zastoupeni  hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkil nebo i zbytkii mastnych kyselin v peptidu. Pro vétSinu AMP plati,
ze obsahuji okolo 40-60 % hydrofobnich zbytkli. Tato vlastnost je diilezitd a potiebnd pro
pocatecni interakci AMP s membranou a pro rozsah inserce AMP do membrany. Vysoké
procento hydrofobicity vSak na druhou stranu snizuje selektivni ucinek AMP vici
bakteridlnim buiikdm (Wieprecht et al. 1997) a zvySuje tedy nezaddouci aktivitu AMP proti
buitkam eukaryotnim (Chou et al. 2008).

Peptid vykazujici vysokou hydrofobicitu mé& tendenci ve vodném prostiedi
oligomerizovat. Shluky peptidu potiebuji vySsi energii na rozdéleni, interakci a spravnou
inserci do membrany neZ monomery peptidu, coz snizuje jejich schopnost interakce
s membranou a celkovou antimikrobidlni aktivitu. Pfiklad zavislosti antimikrobialnich u¢inki
na hydrofobicité proteinu miiZeme popsat opct na peptidu V13K. Jeho hydrofobicita byla
zvySovana substituci alaninu za leucin na nepolarni Céasti peptidu, nebo byla naopak
snizovana opacnou substituci. ZvySenim hydrofobicity do optimalni hodnoty liSici se u
kazdého AMP antimikrobidlni aktivita stoupd. Pokud se hydrofobicita zvysi nebo snizi za
optimum daného peptidu, dojde ke snizeni antimikrobialnich ucinki (Chen et al. 2007)
podobné¢ jako u naboje peptidu.

4 Mechanizmy bakterialni lyze

Cilem AMP je zneSkodnit patogenni bakteridlni buiiku tak, aby nemohla negativné
plsobit na svého hostitele. Dllezitou soucasti tohoto cile je vSak i pozadavek, aby AMP
pusobily selektivné a nedoslo k poskozeni hostitelské buiiky a v neposledni fadé nedochazelo
k vytvofeni rezistence bakterii. AMP maji zdsahova mista po celé bakterialni buiice. Mohou
pusobit na cytoplazmatickou membranu, vnéjSi membranu (Lehrer et al. 1989),
peptidoglykanovou vrstvu (Hsu et al. 2004), ale i na cile uvnitt bunky jako je syntéza DNA,
RNA, enzymy a dal$i (Boman et al. 1993; Patrzykat et al. 2002).
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V soucasnosti se vyzkum zaméfuje pfedevS§im na kationtové AMP, které plisobi na
cytoplazmatickou membranu (CM). Je to z toho diivodu, ze CM je pro bakterie esencidlni a
jeji naruSeni dokdze zpisobit lyzi buiiky — baktericidni uc¢inek AMP je tedy z pravidla velmi
rychly. CM mé pomérné€ jednoznacné a komplexni uspofadani, a proto je pro bakterii t¢zké si
jednoduse vytvofit rezistenci na urovni zmény zdsahového mista — sloZeni cytoplazmatické
membrany (Daugelavicius et al. 2000). Dal$i vyhodou AMP ptisobicich na cytoplazmatickou
membranu je i skute¢nost, Ze nemuseji tyto peptidy pfekonavat CM jakoZzto bariéru, ktera
zabranuje dosazeni cild uvnitt buiiky (Nikaido 1994).

Hlavnim mechanizmem ucinku AMP, jejichz zasahovym mistem je cytoplazmaticka
membrana bakterii, je permeabilizace cytoplazmatické membrany a nésledna lyze bakterialni
buiiky nebo dokonce rozruSeni membrany detergentnim mechanizmem. NaruSeni
cytoplazmatické membrany zpisobi ztratu jejich bariérovych vlastnosti. Dojde k tniku iontt,
biopolymeri, nerovnovaze elektrochemického gradientu, depolarizaci membrany a tim 1 k
celkové destabilizaci buriky a nasledné bunééné smrti.

AMP mohou ptisobit i na vn&j$i membranu Gram negativnich bakterii, kterou mohou
napiiklad permeabilizovat nebo plisobit na jeji LPS, ktery se vyskytuje v jejim vnéjSim listu.
Pokud antimikrobidlni latky interaguji s LPS ve vné&j§i membrané, mohou zplsobit inhibici
syntézy LPS nebo blokaci prichodu latek z vnéjsiho prostiedi do periplazmy a nasledné do
buiiky. Nasledky pro bakterii jsou poskozujici nebo i smrtelné (Epand et al. 2015). Jin¢ AMP
pusobi na peptidoglykanovou vrstvu bakterii 1 cytoplazmatickou membranu

zaroven - napiiklad AMP nisin (Wiedemann et al. 2001).

4.1 Pocatecni interakce AMP s bakterialni bunikou

Pocatecni interakce mezi AMP a povrchem bakterialni buniky zacina tim, ze kladny naboj
AMP je elektrostaticky pfitahovan zdporn¢ nabitym povrchem bunécné stény (Jiang et al.
2008). Mezi tyto negativné nabité ¢asti patii LPS u Gram negativnich bakterii, teichoova a
teichuronova kyselina u Gram pozitivnich bakterii a peptidoglykanova vrstva. Pokud se AMP
dostane do blizkosti cytoplazmatické membrany, dojde k elektrostatické interakci s negativné
nabitymi hlavickami fosfolipidii. Po¢atecni interakce neni vétSinou zprosttedkovana pomoci
specifického receptoru. V. AMP se vyskytuji L i D isomery aminokyselin, které¢ se lisi
prostorovou orientaci a piesto se vazi na povrch bakterie stejné G¢inné. Vazba AMP tedy
nemuze byt zprostfedkovana jednim receptorem, na ktery by se AMP navézaly (Merrifield et
al. 1995; Wade et al. 1990). Nicméné jsou i takové AMP, které k interakci s membranou
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receptor vyuzivaji. Prikladem je AMP nisin, ktery se specificky vaze na lipid II, ktery je
soucasti syntézy peptidoglykanové vrstvy (Hsu et al. 2004). Dal§im ptikladem miize byt AMP
microcin J25, jehoz receptorem je transportér zeleza ve vnéj§i membrané¢ FhuA

(Destoumieux-Garzon et al. 2005).

4.1.1 Puasobeni AMP na vnéj$i membranu Gram negativnich bakterii

Mnoho AMP nemiiZze plsobit na Gram negativni bakterie pravé diky pfitomnosti vnéjsi
membrany, kterd slouzi jako bariéra, pfes kterou se nemohou AMP dostat ke svému
zasahovému mistu. Existuje vSak nékolik zpusobi, jak AMP mohou vngj$i membranu
prekonat, interagovat s ni nebo na ni ptimo plisobit a zpisobit tak bakteridlni lyzi.

Diky porinim, které se vyskytuji ve vné€j$i membrané, je membrana propustnd pro
nékteré molekuly, kterymi mohou byt i né€které AMP (Pages et al. 2008). Pokud je vngjsi
membrana narusena nebo ztrati svou kompaktni strukturu tim, ze Mg®" nebo Ca®' ionty
interagujici s LPS jsou nahrazeny kladn€ nabitymi AMP, pak se zvysi propustnost vné&jsi
membrany i pro vétsi molekuly (tzv. mechanizmus ,,self-promoted uptake*) (Hancock 1997).
Tim se mohou AMP dostat k cytoplazmatick¢é membran¢, kde realizuji své antimikrobialni
ucinky (Lam et al. 2014).

AMP mohou zvysit propustnost vnéj$i membrany také tim, Ze inhibuji aktivitu enzymu
PagP. Tento enzym véze zbytek kyseliny palmitové na lipid A pfi syntéze LPS a tim c¢ini
vnéj$i membranu méné propustnou a zabraiuje tak navazani AMP. Proto pokud AMP tento
enzym inhibuji, mohou vnéj$i membranu piekonat (Bishop et al. 2000).

Nicméné AMP mohou naopak zplsobovat i sniZeni propustnosti vn€j$i membrany. Tim,
ze se navazou na LPS na povrchu buiiky, dojde k oboustranné blokaci transportu latek dovniti
1 ven z builky, které by za podminek bez pfitomnosti AMP pies membranu volné prochazely

(naptiklad ionty). To mize vést k poSkozeni az smrti bakteridlni buiiky (Epand et al. 2009a).

4.1.2 Pisobeni AMP na peptidoglykanovou vrstvu

Jelikoz je peptidoglykanova vrstva propustna pro AMP (Demchick & Koch 1996), tak
neslouzi jako bariéra, kterou AMP museji narusit. Peptidoglykan AMP nezadrzuje a ty tak
volné projdou k cytoplazmatické membranég, kde poté ucinkuji. Nicméné existuji AMP, které

za své cilové misto maji praveé peptidoglykanovou vrstvu (Hsu et al. 2004).
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AMP, které¢ plsobi na peptidoglykanovou vrstvu, se zaméfuji na blokaci syntézy
peptidoglykanu.  Napfiklad Fosfomycin inhibuje enzym UDP-N-acetylglukosamin
enolpyruvyl transferazu (MurA), ktery se Ucastni syntézy peptidoglykanu (Skarzynski et al.
1996). Dalsim ptikladem je nisin, ktery se vaze na prekurzor syntézy peptidoglykanu lipid II.
Jeho ucinky zahrnuji jak inhibici syntézy peptidoglykanu, tak porotvornou aktivitu
v cytoplazmatické membran€ (Hsu et al. 2004). Lipid II slouzi jako receptor pro nisin a také
pomaha pii jeho porotvorné aktivité (Brotz et al. 1998). Pti syntéze peptidoglykanu je lipid I1
udrzovan v cytoplazmatické membrané a pravé tam ho nisin rozpozna a dokaze tak tuto
membranu narus$it (Wiedemann et al. 2001).

Povrchové struktury peptidoglykanové vrstvy, jako jsou LTA, velmi siln¢ interaguji s
AMP. Je to diky zépornému naboji na fosfatu, ktery se objevuje v kazdé repetitivni
podjednotce LTA. Pii interakci s LTA mohou byt AMP vychytany a nejsou tak jiz schopny
doséhnout svého cile. Na druhou stranu vSak nékteré AMP (mellitin, LL-37) mohou
vykazovat své baktericidni ucinky na cytoplazmatickou membranu pravé diky pocatecni
interakci s LTA, kterd slouzi jako prvni krok k zachyceni AMP a jejich naslednym

antimikrobialnim G¢inkdm (Bucki & Janmey 2006).

4.2 Modely mechanizmi u¢inki AMP na Grovni cytoplazmatické membrany

Po primarni elektrostatické interakci AMP s hlavickami lipidi v cytoplazmatické
membrané musi AMP v membrané dosdhnout tzv. prahové koncentrace. Prahova koncentrace
je minimalni koncentrace AMP potiebna k tomu, aby se projevily jejich antimikrobidlni
ucinky (Huang 2000). Bylo navrzeno n¢kolik modelt mechanizmi, jak se AMP insertuji do
membrany a nasledné zde uc¢inkuji (Obr. 3). AMP vytvafeji napiiklad v membrané por o
struktufe barelu, por toroidni ¢i nepravidelny toroidni nebo jsou membranu schopny rozrusit
az detergentnim zplisobem (kobercovy model). Déle jsou schopny zpusobit ztenceni
membrany nebo vyvolat vznik agregati negativné nabitych fosfolipidd, se kterymi interaguji,
a tak zplsobit destabilizaci membrany. Pfitomnost AMP mulzZe také zpiisobit vznik
nemembranovych struktur ve dvouvrstvé fosfolipidl, depolarizaci nebo elektroporaci
membrany. Nékteré AMP jsou rovnéz napt. schopny interakce se specifickymi lipidy
membrany. Tyto u¢inky AMP a zésadni naruseni cytoplazmatické membrany nasledné vede
k lyzi bakterialni buniky. V této kapitole se budu zabyvat pouze n€kolika vybranymi modely
mechanizmu u¢inky AMP, které byly doposud nejvice popsdny a Casto rozpozndvany pri
studiu AMP.
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Obrazek 3: Modely mechanizmu uc¢inku AMP

Zpisob inserce a nasledného poruseni membrany pomoci AMP je mozné mnoha zptisoby. Na obrazku je
znazornéno nékolik piikladl permeabilizace a desorganizace membrany indukované AMP (upraveno z Nguyen
etal. 2011).

4.2.1 Model péru o struktute barelu

Jako jeden z prvnich modeld byl navrzen model vzniku poru tvofeny strukturou barelu
(barrel-stave model), kdy se peptidy insertuji do lipidové dvojvrstvy a vytvori
transmembranovy pér o struktufe barelu (Obr. 4). Vnitfek poru tvoii polarni cast AMP a
vnéjsi Cast pak nepolarni ¢asti, které interaguji hydrofobnimi pfitazlivymi silami s acylovymi
fetézci lipidi membrany (Hancock & Chapple 1999). Prvnim krokem vzniku poru je interakce
mezi monomery AMP a hlavickami fosfolipidii. Béhem navédzani dojde ke konformacni
zméné¢ AMP, kterd zpisobi rozestoupeni hlavicek lipidi od sebe, ¢imz se vytvoii misto pro
inserci dalSich peptidii. Hydrofobni ¢ast peptidu se insertuje do lipidové dvouvrstvy a ¢im
hloubé&ji se insertuje, tim se zvétSuje povrch interagujicich hydrofobnich c¢asti peptidu
s membranou. Inzerce je usnadnéna diky interakci kladn€ nabitych aminokyselin AMP, které

se vyskytuji v blizkosti negativné¢ nabitych fosfolipidovych hlavicek (Yeaman & Yount
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2003). Jakmile je dosazeno prahové koncentrace AMP, peptidy se zacnou shlukovat a
insertovat hloubéji do membrany do jejiho vnitiniho listu. Navdzanim dal§ich monomerQ
mize dojit k dalSimu rozSifeni a stabilizaci poru (Teixeira et al. 2012). Tento model je tvofen
vice hydrofobnimi AMP, jako je alameticin, jehoZ producentem je houba Trichoderma viride
(Vedovato & Rispoli 2007), zervamicin produkovan houbou Emericellopsis salmosynnemata
(Shenkarev et al. 2002) nebo pardaxin izolovan ze slizovych Zlaz ryby Pardachirus

marmoratus (Porcelli et al. 2004).

Obriazek 4: Model poru tvofenym strukturou barelu

Obrazek schematicky znazoriiuje mechanizmus tvorby poru se strukturou barelu. Je zde znazornéna
lipidova dvojvrstva (svétle modré fosfolipidy) s AMP (Cerveno-modré helixy), které interaguji rovnob&zné
s membranou (A) az do dosazeni prahové koncentrace. Poté dojde k inserci AMP do lipidové dvouvrstvy (B),
kde tvofi por. Vnitiek poru tvoti hydrofilni ¢asti AMP (Cervena Cast) a vnéjsi ¢ast hydrofobni skupiny (modra
Cast) (upraveno z Brogden 2005).

4.2.2 Toroidni model

Toroidni model popisuje mechanizmus, kdy se AMP insertuji do cytoplazmatické
membrany a zpusobi ohnuti a propojeni vnéjsiho listu membrany s vnitinim. Tohoto modelu
vyuzivaji alfa helikdlni peptidy (napiiklad magainin, PGLa), které jsou na zacatku
orientovany paraleln¢ k povrchu membrany (Hara et al. 200la). Diky pfitomnosti
hydrofobnich zbytki na navdzaném AMP dojde k posunu hlavicek fosfolipidli, k naruSeni
hydrofobni oblasti a vzniku pozitivniho zakfiveni membrany (Hara et al. 2001b). To vede
k destabilizaci membrany a mozné dal$i interakci s dal§$imi monomery AMP. Po dosaZeni

prahové koncentrace dojde k orientaci peptidu kolmo k membrané a k vytvofeni poru.
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smeésnych micel AMP a lipidi membrany (Obr. 6) (Pouny et al. 1992). Timto zplisobem
ucinkuje napt. AMP dermaseptin ptivodem z Zab druhu Phylomedusa sauvagii (Pouny et al.
1992; Galanth et al. 2009) nebo cecropin izolovan z molt druhu Hyalophora cecropia (Gazit
et al. 1995).

Obriazek 6: Mechanizmus kobercového modelu

Obrazek znazoriuje kobercovy model mechanizmu u¢inku AMP (Cerveno-modré helixy). AMP nejdiive
interaguji s povrchem lipidové dvouvrstvy (svétle modré fosfolipidy). Poté membranu narusi a pokryji cely jeji
povrch jako koberec. Hydrofobni ¢ast AMP je znazornéna modfe, hydrofilni Cervené. Vytvoii se pory v
membrané za tvorby micel (upraveno z Brogden 2005).

4.2.4 Zména fyzikélnich vlastnosti cytoplazmatické membrany

AMP nemusi zptsobovat jen permeabilizaci cytoplazmatické membrany pomoci pora, ale
mohou také ménit fyzikalni vlastnosti membrany (Scherer et al. 2015). Ptikladem miiZze byt
zména rozloZeni fosfolipidii nebo fosfolipidovych domén v cytoplazmatické membrang,
zména zakiiveni membrdny, zména fluidity, nebo piima interakce AMP s jednotlivymi
fosfolipidy, coz vede k modifikacim biofyzikalnich vlastnosti membrany (Obr. 7). Tyto
zmény nemusi probihat samostatné, ale mohou se vzajemné dopliiovat a nasledné vést k lyzi
buitky nebo vytvoreni docasnych defektl, které umozni ptistup AMP k intracelularnim cilim

(Epand et al. 2015).
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Obriazek 7: Vliv AMP na fyzikalni vlastnosti cytoplazmatické membrany

AMP mohou zmeénit fyzikalni vlastnosti cytoplazmatické membrany jako je (A) jeji zakfiveni, (B)
zpusobovat shlukovani lipidi do domén obohacenych o konkrétni fosfolipid, (C) lokalni selhani integrity
membrany (tzv. fenomén ,,packing defects), kdy defekty vzniklé na hranici domén zplisobi ¢aste¢nou nebo
celkovou ztratu bariérové funkce membrany nebo (D) mohou piimo cilit na specifické fosfolipidy v membrane,
coz vede k dalsim modifikacim a destabilizaci membrany (upraveno z Epand et al. 2015).

Shlukovani lipidi do domén udrzuje fyziologicky nerovnomérné rozdeleni lipidi po
membrané (viz kapitola 2.1). Pokud se plsobenim AMP narusi domény s dilezitymi
funkcemi pro bakterii nebo se lipidy pieskupi do domén novych, mlize dojit k destabilizaci
membrany az k bunéné smrti. Nové domény vznikaji diky shlukovéni zaporné nabitych
fosfolipidii s kladn¢ nabitymi AMP (Epand et al. 2009b). Takovouto interakci dojde k
defektim zplsobujicim zvySenou permeabilitu membrany, coz muize vést az k naruSeni
elektrochemického gradientu (diky pratoku protond nebo i vétSich polarnich molekul) az
k vytvoteni pdru a nasledné k usmrceni bakterie (Epand & Epand 2009a).

Mechanizmus tvorby segregovanych mikrodomén, tzv. ,lateral phase separation®, je dalsi
zngkolika mechanizmi, jak AMP zplsobuji prechodné naruSeni membrany. Tento
mechanizmus je vice ucinny proti Gram negativnim bakteriim neZ proti Gram pozitivnim
z ditvodu zastoupeni jak zaporné€ nabitych lipidd, tak lipidi s vyslednym neutralnim nabojem.
Pokud je membrana sloZzena ze zaporné nabitych lipidd, ke kterym se vazou AMP, a lipidi
s celkovym neutradlnim nadbojem, mohou nékteré AMP napiiklad oligomery acyllysinu (OAK)
s mnohonasobnym kladnym nabojem interagovat se zaporn€ nabitymi fosfolipidy a vyvolat
tak vznik dvou oddélenych shlukii fosfolipidi. Vytvoii se defekty fazového rozhrani mezi
doménami zéporné nabitych lipidd, které interaguji s AMP, a lipidy s neutrdlnim vyslednym

nabojem. Toto nemusi byt sice pro buiiku smrtelné, ale buiika musi dokazat piemistit
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fosfolipidy z jiné ¢asti membrany diive, nez se defekty stanou nevratné, na coZ nema bakterie

dostatek casu (Epand et al. 2008).

5 Mechanizmy vytvareni rezistence ke
kationtovym antimikrobialnim peptidiim

Vyskyt rezistentnich kmenti bakterii na stavajici antibiotika ¢i AMP komplikuje 1écbu
bakteridlnich onemocnéni. Rezistence vznikaji odliSnymi zplisoby a riznou rychlosti i pfesto,
Ze se ma za to, ze vuci AMP je vznik rezistence méné pravdépodobny. Prikladem mtize byt
vznik rezistence na klinicky pouzivany AMP daptomycin (Obr. 2), ktery se preferencné vaze
na cytoplazmatickou membranu Gram pozitivnich bakterii do oblasti budouciho déliciho
septa a membranu poruSuje. Za pritomnosti Ca’" iontt, které pomahaji pii interakci
s membranou, a PG v membrané, na kterém je jeho aktivita zavisla (Hachmann et al. 2011),
se insertuje do membrany a oligomerizuje. Zplsobi depolarizaci membrany, Unik draselnych
iontll (Obr. 8) a néslednou bunécnou lyzi (Silverman et al. 2003). Kromé téchto ucinki na
membrané také aktivuje proteiny bunécného déleni DivIVA, coz vede k chybnému urceni
pozice budouciho déleni buiiky, dochdzi ke zméné syntézy peptidoglykanu, a to zplisobi
defekty na bunécné sténé. Tyto G€inky nasledné vedou k bunécné smrti (Pogliano et al. 2012).

Daptomycin byl uveden na trh 1é€iv roku 2003 jako 1écebny ptipravek na kozni a tkanové
infekce zpiisobené bakterii Staphylococcus aureus, kmenem rezistentnim k meticilinu
(MRSA). Prvni zpravy o rezistenci se objevily jiz roku 2005, kdy u dvou pacientd nedoslo
k uspésné 1écbe osteomyelitidy zpiisobené S. aureus MRSA (Hayden et al. 2005). JelikoZ jsou
bakterie schopny vytvofit rezistenci mnoha zplsoby, je potieba porozumét mechanizmim
rezistence a nasledné hledat antimikrobidlni latky, na které je pro bakterii obtizné rezistenci
vytvofit. Hlavnim principem, jak bakterie chrani svou cytoplazmatickou membranu pied
u¢inkem AMP, je zména zisahového mista AMP, a to nejCastéji sniZzenim celkového
zaporného naboje na povrchu buiky, vyuzitim efluxnich pump k odstraniovani AMP ven
z buiikky nebo zménou fluidity CM. Nasledujici kapitoly prace se vénuji strukturnim a
biochemickym modifikacim cytoplazmatické membrany a bunééné stény, které jsou

zasahovym mistem skupiny AMP, jimiz se bakalatska prace zabyva.
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Obrazek 8: Mechanizmus Gc¢inku AMP daptomycinu

Daptomycin t¢inkuje na cytoplazmatickou membranu Gram pozitivnich bakterii za piitomnosti Ca>" ionti,
které pomahaji pfi interakci s membranou. Svym lipofilnim ocaskem se insertuje do membrany a po
oligomerizaci zpUsobi jeji depolarizaci a unik draselnych iontt (Silverman et al. 2003) (upraveno z Steenbergen
et al. 2005).

5.1 Elektrostatické a strukturni modifikace povrchu bakteridlni bunky

Povrch bakteridlni buniky je z pravidla vice zdporn€ nabity, nez povrch eukaryotické
bunky (viz kapitola 2.2) a ma tedy vétsi pfedpoklad k elektrostatické interakci s kladné
nabitymi AMP. Inkorporaci molekul s kladnym nabojem na mista pocatecnich interakci
(cytoplazmatickd membrana a vnéjSi membrana) jsou kladn€ nabité AMP k bakterialni buiice
pfitahovany s mensi elektrostatickou pfitazlivou silou. Tim se zabrani pocate¢ni interakci
s AMP a jejich naslednym porotvornym ucinklim. Obecné Gram negativni bakterie byvaji
vice rezistentni k antimikrobidlnim peptidim nez bakterie Gram pozitivni, a to diky
pfitomnosti vnéj§i membrany slouzici jako bariéra, kterou antimikrobidlni latky musi
pfekonat, aby se dostaly k cytoplazmatické membrané (Epand et al. 2015). Diky rozdilné
stavbé bunécné stény Gram negativnich a Gram pozitivnich bakterii se 1i§i i povrchové
struktury bakterie, kterou jsou pii vzniku rezistence modifikovany. U Gram negativnich
bakterii dochazi k modifikaci LPS. Naopak u Gram pozitivnich bakterii je rezistence
realizovana modifikaci LTA nebo PG v membrané. Tyto modifikace jsou popisovany

v nasledujicich kapitolach.

5.1.1 Modifikace bakteridlni bunécné stény u Gram pozitivnich bakterii

Gram pozitivni bakterie dokdzi zmensSit hustotu svého celkového negativniho ndboje na
povrchu buiky prostfednictvim modifikace povrchovych, zidporné nabitych struktur
(lipoteichoové a teichoové kyseliny) a tim zabrénit elektrostatickym interakcim s kladné
nabitymi AMP. U rezistentnich kment Staphylococcus aureus dochazi k neutralizaci naboje

na LTA v bunétné sténé¢ pomoci inkorporace D-Ala do glycerolové podjednotky (Obr. 9).
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Produkty ditABCD operonu esterifikuji karboxylové skupiny D-Ala, kde zlstane volny
pozitivné nabity amin, ¢imz dojde ke sniZeni celkového zdporného naboje molekuly LTA
(Peschel et al. 1999). Pii pouziti AMP LL37 se zjistilo, Ze D-alanylaci dochézi u rezistentnich
kment ke zvySeni pevnosti (dvacetinasobné) a hustoty bakteridlni bunécné stény. Bunécna
sténa se neztluStuje, jak tomu v piipadé rezistence ke kationtovym AMP také mize byt
(Dorschner et al. 2006), ale vnitini lamina bunééné stény se jevi pfi pozorovani v TEM
(transmisni elektronovd mikroskopie) jako vice elektrondensni. Snizi se propustnost
bakteridlni stény a AMP nejsou schopny piekonat tuto bariéru, aby se dostaly

k cytoplazmatické membrané (Saar-Dover et al. 2012).

*
4 X
o e M A
‘-SW
: ’ D-Ala

. f
Sres;:v:oglykanova { f
’3 >

DItD
- L 3
Cytoplazmaticka D-alanylace DItB
membrana
D-Ala
- oic

DItA Pfenos D-Ala

Obriazek 9: D-alanylace lipoteichoové kyseliny

Na obrazku je znazornén proces D-alanylace kyseliny lipoteichoové (LTA) a teichoové (WTA). Produkty
dItABCD operonu navazou D-Ala na glycerové podjednotky LTA a WTA. Tim se snizi celkovy zaporny naboj
téchto molekul a AMP nejsou elektrostaticky pfitahovany k membrané (upraveno z Maria-Neto et al. 2015).

5.1.2 Modifikace fosfolipidii cytoplazmatické membrany u Gram pozitivnich

bakterii

Dalsi moznosti, jak elektrostaticky odpuzovat kladn€ nabit¢ AMP od povrchu bakterialni
bunky, je modifikace zadporného naboje na cytoplazmatické membrang, a to konkrétné
navazanim L-Lys nebo D-Ala k PG v cytoplazmatické membrané (Obr. 10). Tim se vysledny
zaporny naboj na membrané snizi a AMP jsou k membrané pfitahovany slabé&ji. Vybér

konkrétni aminokyseliny lysinu, alaninu nebo i argininu (Roy & Ibba 2009) zavisi na druhu
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bakterie a na enzymatické aktivité proteinu MprF (multiple peptide resistence factor) (Ernst et
al. 2015). Ptikladem je bakterie Staphylococcus aureus, kterd vyuziva aminokyselinu lysin
nebo Clostridium perfringens vyuzivajici aminokyseliny alanin a lysin (Slavetinsky et al.
2012). MprF je integralni membranovy protein, jehoz N-koncovd doména ma flipazovou
aktivitu. MprF tedy prenasi fosfolipidy, které se syntetizuji ve vnitinim listu cytoplazmatické
membrany, do vnéjsiho listu membrany. Dalsi aktivitu zprostfedkovava jeho hydrofilni
C-konec, ktery modifikuje zdporné nabité fosfolipidy tak, ze kovalentné¢ navaze lysin nebo
alanin na hlavicku PG. Katalyzuje pfenos lysinu nebo alaninu z aminoacyl-tRNA (Ernst et al.
2009). Aminoacylace probiha pies tvorbu esterové vazby mezi glycerolovou podjednotkou

PG a karboxylovou skupinou lysinu nebo alaninu (Klein et al. 2009).

R ¥
Flipaza

(=) Lys-tRNA tRNA
Lys
Lysyl-tRNA syntetaza

Obriazek 10: Modifikace ziporného niboje na cytoplazmatické membrané navazanim lysinu

Obrazek znazoriuje modifikaci fosfatidylglycerolu (PG) v cytoplazmatické membrané navazanim lysinu na
hlavicku PG. Protein MprF tento ptenos zprostfedkovava - katalyzuje pfenos lysinu z aminoacyl-tRNA na PG.
Poté jeho flipazova doména pienese PG s navazanym lysinem do vnéjsiho listu cytoplazmatické membrany. Tim
se snizi vysledny negativni naboj na povrchu membrany a AMP jsou odpuzovany (upraveno z Ernst et al. 2009).

CDP-diacylglycerol-glycerol-3-fosfat 3-fosfatidyltransferaza (PgsA) je dalSim dilezitym
faktorem pfi tvorbé rezistence na daptomycin. Tato transferdza slouzi v pocatecnich krocich
syntézy fosfolipidi, kdy méni CDP-diacylgylcerol na PG nesouci negativni naboj. Mutaci
v pgsA se narusi jeho schopnost produkce PG a tim se zméni ndboj na povrchu CM (Peleg et
al. 2012).

Rezistence k AMP vytvofend zménou zisahového mista miZze byt déale realizovéana i
zménou poméri stavajicich fosfolipidd cytoplazmatické membrany. Pfi zkouméani
mechanizmu rezistence na AMP daptomycin u bakterie Staphylococcus aureus byly nalezeny
bodové mutace v genu pro kardiolipin syntazu (Cls) (Peleg et al. 2012). Syntéza kardiolipinu
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probiha pomoci enzymu Cls, kterd ze dvou molekul PG syntetizuje kardiolipin. Za stresovych
podminek, jako jsou nepfiznivé podminky pro rist nebo pfitomnost antimikrobialni latky,
muze podil CL v membrané doséhnout ze 2 % az 25 % (Short a White 1972). Pokud je tedy
bodovou mutaci v transmembranovych doménach N-konce enzymu zménéna aktivita Cls,
muze dojit k naruSeni funkce Cls a ke zméné syntézy kardiolipinu. Peleg se svymi kolegy
spekuluje, ze mutace v kazdém z genti cls, pgsA, mprF, vede ke snizeni negativniho nédboje na
membrané, coz vede k neu¢innému navazéani daptomycinu (Peleg et al. 2012).

AMP daptomycin se klinicky pouziva i k 1écbé infekei zplsobenych kmeny bakterie
Enterococcus  faecalis  rezistentnimi k  vankomycinu (oznaované jako VRE,
vancomycin-resistant enterococci). Objevuji se vSak VRE kmeny, které jsou k daptomycinu
rezistentni. Mechanizmus rezistence téchto kmend spociva vtom, Ze zabranuji vazbé
daptomycinu do jeho cile — déliciho septa. Dochazi u nich k rozruseni a redistribuci
kardiolipinovych mikrodomén v membrang, které se vyskytuji pravé v misté déliciho septa.
Déje se tak diky aminokyselinové deleci v transmembranovém proteinu LiaF, ktery se ucastni
regula¢niho systému odpovédi na plsobeni antimikrobidlni latky, kdy zplisobuje pfemisténi
fosfolipidli v membrané a udrzuje tak homeostazi v bunice. Nasledujici zmény v enzymech
glycerofosforyl diester fosfodiesterdza a kardiolipin syntdza vedou ke zméné€ zastoupeni
fosfolipidi v membrané a dochazi k podstatnému sniZzeni podilu PG. Daptomycin se tedy
nemuze navazat na membranu, oligomerizovat a u¢inné ji poSkodit (Tran et al. 2013).

Absence urcité¢ho fosfolipidu v CM bakterie miize zplisobovat i1 pfirozenou rezistenci
bakterii k AMP, protoZze v membrané chybi zdsahové misto pro AMP. Timto mechanizmem
byla vysvétlena rezistence Gram negativni Escherichia coli k AMP daptomycinu oproti
citivym kmenlim Gram pozitivni bakterie Staphylococcus aureus. Daptomycin vykazuje
baktericidni aktivitu proti vétSiné Gram pozitivnich bakterii (Silverman et al. 2003). Jelikoz se
zastoupeni zdporné nabitych fosfolipid v cytoplazmatické membrané 1i$i u Gram pozitivnich
bakterii a Gram negativnich bakterii (u Escherichia coli je mensi neZ u Gram pozitivnich
bakterii), daptomycin je proti Escherichia coli neaktivni, protoZze nemlze interagovat a dale
narusit CM Gram negativnich bakterii. Zdsahové misto pro Ucinek antibiotika daptomycinu

tedy v E. coli chybi (Randall et al. 2013).
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5.1.3 Modifikace bakteridlni bunécné stény u Gram negativnich bakterii

I u Gram negativnich bakterii se uplatiiuje mechanizmus rezistence k AMP na zaklad¢
zabrany elektrostatickych interakci, tj. snizenim hustoty celkového negativniho ndboje na
povrchu buniky. U bakterie Sa/monella Typhimurium je rezistence vytvofena modifikaci LPS,
a to konkrétné fosfatovych skupin na pozicich 1 a 4" lipidu A nebo sacharidového core, kde
dochézi k pfipojeni PE nebo kladné nabité arabindzy (Ara4N) (Zhou et al. 2001). Tyto
modifikace jsou zprostfedkovany PE transferazou PmrC, kterd modifikuje lipid A, a CptA
modifikujici sacharidové core heptdzy I (Tamayo et al. 2005). OvSem modifikace pomoci
Ara4N jsou castéjs$i nez modifikace pomoci PE, které nejsou ve vytvofeni rezistence tak
ucinné (Lee et al. 2004). Nicméné existuji ptiklady jinych bakterii, které na fosfatovou
skupinu lipidu A vazou galaktosamin, jako je tomu u bakterie Francisella novicida
(Llewellyn et al. 2012), aminokyselinu glycin, jako je tomu u bakterie Vibrio cholerae
(Hankins et al. 2012), nebo PE v piipad¢ bakterie Neisseria gonorrhoeae prostfednictvim
produktu genu IptA (Lewis et al. 2009).

Dalsi zplisob, jak u bakterii vznika rezistence k AMP na Grovni bakteridlni bunécéné stény,
byl popsan u bakterie Francisella tularensis. Tato bakterie vyuziva k odstranéni negativné
nabitych zbytkii za ucelem sniZeni negativniho naboje na povrchu bunky fosfatazu LpxF,
ktera odstranuje 4" fosfat na lipidu A (Wang et al. 2007).

Salmonella Typhimurium a ostatni Gram negativni bakterie vyuZivaji k vytvofeni
rezistence k AMP n¢kolik regulacnich systémii. K regulaci zmén na vnéjSi membrané
vyuzivaji dvoukomponentovy regulacni systém PhoPQ (Obr. 11), ktery se primarné
ucastni regulace exprese genl potfebnych k virulenci (Miller et al. 1989). PhoQ je
membranoveé vazana kinaza, kterd pfijima signaly z okolniho prostiedi, jako je subletalni
koncentrace AMP (Bader et al. 2003), nizké pH nebo nizkd koncentrace hotc¢iku (Mg2+)
(Véscovi et al. 1996). Pii vyskytu téchto signali dojde k fosforylaci cytoplazmatické
komponenty PhoP, ktera reguluje transkripci druhého regulaéniho systému PmrAB a ten poté
aktivuje geny pmrHFIJKLM a pmrE (Gunn et al. 2000). Pomoci PhoP se aktivuje protein
PmrD, ktery se vaze na DNA vazebny protein PmrA a chréni ho pted defosforylaci a tim 1
jeho inaktivaci (Mitrophanov et al. 2008). PmrB je dal$i membranové vazana kindza, ktera
reaguje na vysokou koncentraci Zeleza (Fe’") a nizké pH a poté aktivuje cytoplazmaticky
regulator PmrA. Geny operonu pmrHFIJKLM a pmrE jsou zodpovédné za syntézu
L-arabindzy a za polymyxinovou rezistenci v piipad¢ Salmonella Typhimurium nebo za

rezistenci na AMP colistin u bakterie Klebsiella pneumoniae (Jayol et al. 2015). Pfi aktivaci
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téchto gentli vznika rezistence pfidanim Ara4N na lipid A, ¢imz se zvysi kladny naboj na LPS,
a tim je AMP k bunice slabgji ptitahovan (Gunn 2001).

PhoPQ systém také aktivuje palmitoyltransferdzu PagP vyskytujici se ve vné&jsi
membrané (Bishop et al. 2000), kterd pfipojuje palmitat z fosfolipidu na fosfat lipidu A (Guo
et al. 1998). Tim se zvy$i nepropustnost vn&j$i membrany a AMP nejsou schopny pocatecni

interakce s povrchem buiky (Murata et al. 2007).

Regulace genil: napf. pagP, prarD Regulace gend: napi. pmrHFUKLM,
pagl, jpx0 pmrE, cld, cptA, pmrC
L 5

Modifikace LPS|

Y

‘ Zvyiena rezistence proti AMP

Obrizek 11: Dvoukomponentovy regulacni systém PhoPQ

Na obrazku je znazornéna draha dvoukomponentového regula¢niho systému PhoPQ. PhoQ je membranové
vazana kinaza pfijimajici signaly z okolniho prostfedi. Po pfijeti signalu dojde k fosforylaci cytoplazmatické
komponenty PhoP, ktera reguluje transkripci druhého regulacniho systému PmrAB a dalsich gent jako je pagP,
pagL, IpxO. Pomoci PhoP se také aktivuje protein PmrD, ktery chrani PmrA pied defosforylaci a tim i jeho
inaktivaci. Ten poté aktivuje geny pmrHFIJKLM, pmrE, cld, cptA, pmrC. Aktivace téchto geni vede
k modifikaci LPS a tim ke zvySeni rezistence bakterii proti AMP (upraveno z Gunn 2008).

Dalsi moznost, jak modifikovat LPS a tim zajistit rezistenci bakterie k AMP, ptedstavuje
modifikace délky O-antigenu. O-antigen tvoii soucast bariéry vnéjsiho listu vnéj$i membrany
a svou pritomnosti dokaze odstinit negativni naboje na LPS (Matamouros & Miller 2015).
Salmonella Typhimurium dokéze tvofit kratké LPS s O-antigenem slozenym z 15
oligosacharidovych podjednotek, dlouhé¢ LPS s O-antigenem obsahujicim 16-35
oligosacharidovych podjednotek nebo dokonce velmi dlouhé fetézce, které maji pres 100
oligosacharidii (Murray et al. 2003). Syntéza O-antigent a kontrola jeho délky je regulovana
proteiny PbgE, Wzz a FepE, které jsou pod kontrolou regulacniho systému PmrAB (Farizano
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et al. 2012). Pokud u bakterie Sa/monella Typhimurium chybi O-antigen, bakterie je citliva
k AMP (napt. polymyxinu B). Cim del3i fetdzce O-antigenu bakterie produkuje, tim je vice
rezistentni (Holzer et al. 2009). V pfitomnosti velice dlouhych fetézcti byla zaznamenana

silné rezistence na polymyxin B (Pescaretti et al. 2011).

5.1.4 Modifikace na urovni membranovych fosfolipidi u Gram negativnich

bakterii

Modifikace fosfolipidl vnéj$i membrany Gram negativnich bakterii mohou také pfispivat
k rezistenci bakterii na AMP. Dvoukomponentovy systém PhoPQ a PagP palmitoyltransferaza
(viz kapitola 5.1.3) jsou vyuzivany nejen pro modifikace LPS, ale také pro modifikace
fosfolipidi membrany. Regulacni systém PhoPQ aktivuje enzym PagP, ktery miZze ptidat
zbytek kyseliny palmitové z pozice sn-1 glycerofosfolipidii na pozici sn-3" fosfolipida
pomoci transesterifikace (Hwang et al. 2002). Ptitomnost téchto modifikovanych PG, které
maji navazanou dal$i mastnou kyselinu v oblasti polarni hlavicky fosfolipidu (Obr. 12), vede
ke snizeni polarity vnéjsiho listu vnéjsi membrany a zvyseni jeji hydrofobicity. To zptsobuje
niz§i permeabilitu membrany, niz§i fluiditu a zvySeni jeji bariérové funkce - stane se
nepropustnou pro AMP, které poté nemohou dosdhnout svého cile (Dalebroux & Miller

2014).
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Obrazek 12: Struktura fosfatidylglycerolu (PG) a palmitovanych PG.

Obrazek znazoriuje strukturu fosfatidylglycerolu a modifikovaného palmitovaného fosfatidylglycerolu.
Zbytek kyseliny palmitové je pfenesen pomoci enzymu PagP z donorovych glycerofosfolipidi z pozice sn-1 na
skupinu sn-3" akceptorovych fosfatidylglycerold (upraveno z Dalebroux & Miller 2014).

Fosfolipidy cytoplazmatické membrany mohou byt u rezistentnich Gram negativnich
bakterii také modifikovany podobné, jako jsou u Gram pozitivnich bakterii (viz. 5.1.2).
Dochazi ke snizeni celkového zaporného naboje na cytoplazmatické membrané a ke snizeni
elektrostatické pfitazlivosti kladné¢ nabitych AMP. Prikladem miZze byt bakterie
Rhizobium tropici, ktera vyuzivd genu IpiA (homolog genu mprF u Gram pozitivnich

bakterii), jehoZ produkty pfenasi lysin na PG (Sohlenkamp et al. 2007).

5.1.5 Zména fluidity cytoplazmatické membrany

Kromé modifikaci, které zptsobuji zménu celkového néboje na povrchu buiiky, mtze byt
interakce s AMP a tim 1 citlivost bakterie na jejich ucinky sniZena modifikaci mastnych
kyselin nebo fosfatovych hlavicek lipidit v cytoplazmatické membrang, coz vede ke zméné
jeji fluidity. Pfi ndrlstu zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin se fluidita membrany
zvySuje diky pfitomnosti dvojnych vazeb, které snizuji interakce mezi mastnymi kyselinami.
Naopak za pfitomnosti nasycenych mastnych kyselin je cytoplazmatickd membrana
kompaktnéjsi a vice rigidni, AMP neni schopen inserce a bakterie se stdvd rezistentni

(Kumariya et al. 2015).
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Nékteré bakterie (rod Salmonella) jsou schopné snizit fluiditu vnéj$i membrany tim, Ze
zvysi jeji hydrofobicitu. Toho je dosazeno navazanim zbytkd kyseliny palmitové na lipid A
nebo PG. Membrana se stane méné fluidni diky zvySenému poctu hydrofobnich interakci
mezi dal$imi pfidanymi mastnymi kyselinami na lipidu A (Guo et al. 1998). Bakterie se tak
ubrani interakci a naslednym G¢inktiim AMP (kapitola 5.1.3 a 5.1.4).

Jiné bakterie, jako napiiklad kmen bakterie Listeria monocytogenes, rezistentni
k antibiotiku nisinu, si vytvoftily rezistenci k tomuto AMP tim, Ze maji odliSné zastoupeni
mastnych kyselin a hlavicek fosfolipidi v cytoplazmatické membrané, nez kmen senzitivni
k nisinu (WT). Cytoplazmatické membrany rezistentnich kmenii obsahovaly az o 10 % vétsi
podil nasycenych mastnych kyselin nez WT, coz vedlo ke snizeni membranové fluidity
(Mazzotta & Montville 1997). Také tento rezistentni kmen za rlstu v pfitomnosti nisinu
obsahoval vice PE a méné CL a PG nez WT nebo rezistentni kmen za absence nisinu.
Celkovy podil CL a PG v membrané byl u rezistentniho kmene mensi a tim padem méla
membrana mens$i celkovy zaporny naboj, coz zamezilo elektrostatické interakci s AMP
(Crandall & Montville 1998). Odlisné zastoupeni mastnych kyselin nebo rozdilné zastoupeni
fosfolipidli tedy vede k vytvofeni rezistence diky snizeni membranové fluidity a diky
menSimu celkovému zapornému naboji na membrang, ¢imz se zabrani interakci a inserci
AMP (Crandall & Montville 1998).

Nékteré kmeny bakterie Staphylococcus aureus si dokéazaly vytvofit rezistenci na tPMP
(thrombin-induced platelet microbicidal proteins), maly kationtovy antimikrobidlni peptid,
produkovany krevnimi destickami (Mishra et al. 2011a). U téchto rezistentnich kment
pfevazuje zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin. Pfitomnost dvojnych vazeb v mastnych
kyselinach zvySuje fluiditu cytoplazmatické membrany. To vede krezistenci na AMP
pravdépodobné tim, Ze neni schopen interagovat s membranou (Bayer et al. 2000). Kmen
bakterie Staphylococcus aureus rezistentni k melitinu, si vytvofil rezistenci 1 na daptomycin,
tPMP a lidsky neutrofilni peptid hNP-1. Fenotypové tyto rezistentni kmeny mély tlustsi
bunécnou sténu a vyssi fluiditu membrany (Mishra et al. 2011a).

U n¢kterych Gram pozitivnich bakterii (napt. Staphylococcus aureus) se rezistence
vytvoii nadprodukci urcitych latek (karotenoidd), které zvySuji rigiditu membrany.
Staphyloxantin, karotenoid membrany Staphylococcus aureus (Mishra et al. 2011b),
modifikuje cytoplazmatickou membranu tak, ze stabilizuje mastné kyseliny membranovych
lipidi (Wisniewska & Subczynski 1998). To vede ke zvySeni membranové rigidity a

ke sniZeni citlivosti na AMP.
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6 Zavér

Vyzkum zaméfujici se na porozuméni strukturnich a funk¢nich vlastnosti AMP se béhem
poslednich let velice rozsifil. Jelikoz jsou AMP soucésti obrannych systémt vSech organizmt,
jejich nepfeberné mnozstvi je nadéji pro budouci vyvoj novych ucinnych 1ékli. Porozuméni
jejich vlastnostem ndm pomiZze také pti navrhu a ptipravé syntetickych latek, které jeste
rozs§iti moznosti vyuziti AMP v 1écbé. Dalsi velkou vyhodou AMP je jejich Siroké spektrum
riznych mechanizmli u¢inkli pasobicich na Sirokou skalu bakterii a jinych patogennich
organizmi. AMP se nemusi pouzivat pouze samostatné, ale mohou byt vyuzivany
ke kombinované 1é€b€ s jinymi antimikrobidlnimi latkami. Pravé diky schopnosti napf.
permeabilizace cytoplazmatické membrany, se mohou jiné t¢inné latky snadno dostat dovniti
buitkky ke svym intracelularnim cilim. Rozdil ve stavbé bunék bakterii a bunék navic
hostitelskych zajistuje, zZe AMP jsou skoro neSkodné pro hostitelské bunky. Pokud
pochopime, jak AMP funguji, mizeme napiiklad zlepSit jejich selektivni Gcinek, aby se
nezéadouci U€inky proti hostitelskym buiikdm Gplné€ eliminovaly.

Vznik rezistentnich kmena bakterii je sice pfirozeny, av§ak nespradvnym a nadmérnym
uzivanim antibiotik se vyskyt rezistence zrychluje. Nékteré rezistence jsou velmi efektivni a
musi se dale hledat nové latky, které tyto rezistence piekonaji. Za velkou vyhodu se povazuje
skutecnost, ze na AMP piisobici na cytoplazmatickou membranu se rezistence nevytvaii tak
snadno jako na casto pouzivand konvencni antibiotika. Modifikace cytoplazmatické
membrany, jako pfiklad mechanizmu vzniku rezistence neni pro bakterii vyhodnou zménou.
Naopak zménit stavbu své membrany je pro ni komplikované z dlivodu ptitomnosti mnoha
zivotné dilezitych funkci. I pfesto se vSak rezistence i na tyto typy latek objevuji.

Podle dat z roku 2012 dle Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization,
WHO) jsou stale infek¢ni choroby hlavni pfi¢inou Gmrti v rozvojovych zemich a celkové
ctvrtou nejcastéjsi pti¢inou umrti na svété (www.who.int). Ve zpravé z roku 2014 dale WHO
varuje, ze svét spéje do tzv. postantibiotické éry, kdy se bézna infekéni onemocnéni mohou
stat opét smrtelnymi (www.who.int). Zkouménim a porozuménim AMP a zlepSenim
nckterych jejich vlastnosti miizeme dosdhnout vyvoje novych ucinnych latek pro boj

s bakteridlnimi onemocnénimi, které piekonaji narist rezistentnich bakterialnich kment.
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