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Abstrakt

Daptomycin patii mezi antimikrobidlni peptidy, coz jsou latky vyskytujici se v obranném
systému vSech organismi. Molekula daptomycinu se sklada z cyklického peptidu a lipidové
¢asti. Daptomycin je produkovan bakterii Streptomyces roseosporus a pouziva se k 1écbé
infekci zpiisobenych gram-pozitivnimi bakteriemi. Je ucinny i proti n€kterym multirezistentnim
kmeniim bakterii jako je napi. kmen Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu. Jeho
antimikrobidlni ucinek je zavisly na pfitomnosti vapniku a fosfatidylglycerolu v cilové
membrang, ve které tvofi oligomery. Jeho mechanizmus G¢inku tedy pravdépodobné tkvi ve
tvorbé port, které zptisobuji naruseni membrany. Poskozeni membrany vede k vytoku iontl
z bunky a tim k depolarizaci membranového potencialu, coz v disledku zpiisobuje zastaveni
syntézy makromolekul a smrt buniky. Expozice daptomycinu také zpiisobuje zménu morfologie
bunck. I pfes neobvykly mechanizmus G¢inku byly na plisobeni daptomycinu vytvoteny rizné
mechanizmy rezistence u riznych patogennich bakterii. Patfi mezi n¢ napf. snizeni obsahu
fosfatidylglycerolu v membrang, zvySeni podilu lysylfosfatidylglycerolu, uvoliiovani

membranovych lipidii nebo mutace v genech ovliviiujicich syntézu peptidoglykanu.

Kli¢ova slova: daptomycin, mechanizmus ucinku, mechanizmus rezistence, cytoplazmaticka

membrana, zasahové misto, kalcium dependentni antibiotika, membranovy potencial






Abstract

Daptomycin is one of antimicrobial peptides. These molecules are part of immune system of
all organisms. Daptomycin consists of a cyclic peptide core and a lipophilic tail. Daptomycin
is produced by Streptomyces roseosporus and is used to treat serious gram-positive infections.
Daptomycin is active also against methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Its antimicrobial
effect depends on the presence of calcium ions and phosphatidylglycerol. Daptomycin targets
bacterial cytoplasmic membrane, where it forms oligomers. Mode of action of daptomycin
probably includes pore-forming effect leading to membrane damage. This disturbance causes
ion efflux from cytoplasm which leads to membrane potential disruption, which results in
inhibition of macromolecular synthesis and cell death. Daptomycin also causes changes in cell
morphology. Despite its unusual mode of action, several mechanisms of resistance have
emerged in some pathogenic strains. These are for example decrease in the amount of
phosphatidylglycerol in the membrane, increase in the amount of lysylphosphatidylglycerol,
release of membrane phospholipids or mutations in genes which control peptidoglycan

synthesis.

Key words: daptomycin, mode of action, mechanism of resistance, cytoplasmic membrane,

membrane-targeting antibiotics, calcium-dependent antibiotics, membrane potential
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1 Uvod

Pfemirou a nespravnym uzivanim antibiotik si vice a vice patogennich bakterii ziskdva
rezistenci na bézn¢ uzivana antibiotika, proto roste potieba vyvoje novych typi antibiotik.
Novy smér ve vyzkumu a pouzivani antibiotik pfinesl pfed necelymi padesati lety objev
antibiotik cilicich na membranu. Antibiotika cilici na membranu by mohla byt budoucnosti pro
1écbu bakteridlnich onemocnéni. Na jejich neobvykly mechanizmus ucinku si bakterie hiiie
vytvareji rezistenci, protoze jako odpoveéd Casto musi kompletné piestavit celou membranu,
coz je pro n¢ nevyhodné a komplikovang, jelikoz se v membrané vyskytuji systémy s Zivotné
dalezitymi funkcemi.

Daptomycin patii do skupiny tzv. antimikrobidlnich peptidd. Tyto peptidy jsou
produkovany nejen mikroorganismy, ale i organizmy rostlinné a Zivocisné fise. Antimikrobialni
peptidy nevykazuji pouze baktericidni uc¢inek, dokazi hubit i viry nebo houbové a dalsi parazity.
Zajem o tyto latky stoupa, jelikoz jsou nad&ji pro vyvoj novych antimikrobidlnich latek.

Daptomycin (komer¢né distribuovany pod nazvem Cubicin) byl v roce 2003 schvalen
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro 1é&bu koznich infekei zptisobenych gram-
pozitivnimi bakteriemi (Eisenstein et al, 2010). Byl také prvnim schvalenym antibiotikem
cilicim na bakteridlni membranu. O tfi roky pozdéji byl schvélen i pro 1écbu pravostranné
endokarditidy zpisobené bakterii Staphylococcus aureus (ptibalova informace Cubicinu, 2015,
Merck a CO., INC (USA)). Daptomycin je ¢asto pouzivan proti bakterialnim ndkazam jako tzv.

antibiotikum ,,posledni volby*.

Cilem této bakalatskd prace je shrnout poznatky o daptomycinu, jako je jeho chemické

slozeni, mechanizmus G¢inku a mechanizmus rezistence.
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2 Historie objevu daptomycinu

Daptomycin byl objeven vroce 1987, kdy byla z bakterie Streptomyces roseosporus
izolovana rodina lipopeptidovych antibiotik nazvand A21978C. Tato rodina je tvofena
skupinou lipopeptidi, které maji stejny peptidovy zaklad, lisi se vSak postrannim acylovym
fetézcem (Debono et al., 1987). O rok pozdéji Boeck a kolektiv (Boeck et al., 1988) izolovali
z druhu Actinoplanes utahensis deacylazu, ktera dokaze acylovy fetézec odsStépit. Pomoci
tohoto enzymu byl z komplexu A21978C odstépen acylovy fetézec, aby tak zlstala pouze
peptidova Cast. Na tento peptid byly postupné piipojovany rizné dlouhé acylové fetézce, které
byly kdy u rtiznych analogli identifikovany, a byla testovana jejich antimikrobialni aktivita proti
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a Streptococcus faecalis a také jejich
akutni toxicita na mySich. Nejlepsi vysledky v téchto testech mél analog s pracovnim nazvem
LY146032, ktery obsahoval n-dekanoyl. Tento analog vykazoval u obou bakterii rodu
Staphylococcus minimdlni inhibi¢ni koncentraci (minimal inhibitory concentration, MIC)
0,5 ng/ml a u S. faecalis MIC ¢inila 16 pg/ml. U testu akutni toxicity me¢l nejnizsi smrtelnou
davku pro polovinu mys$i (median lethal dose, LDso) rovnu 600 mg/kg pfi intraven6znim
podani. Tento analog byl vybran pro dalsi testovani a byl pojmenovan daptomycin (Debono et

al., 1988).

3 Struktura a vlastnosti daptomycinu

3.1 Chemicka struktura daptomycinu

Daptomycin patii mezi lipopeptidova antibiotika. Je tvofen z peptidové casti, kterd je
spolecna pro celou rodinu antibiotik A21978C, a ze zbytku mastné kyseliny.

Peptidova ¢ast se sklada ze tfinacti aminokyselin, z nichz deset tvoii kruh a zbyvajici tii
tvofi postranni fetézec (Obrazekl). V cyklu se vyskytuje pét neproteinogennich aminokyselin:
D-alanin, D-serin, kynurenin, ornitin a 2S,3R-metylglutamové kyselina (MeGlu), a dale pét
proteinogennich, mezi néZ patii threonin, dva glyciny a dvé kyseliny asparagové. Kruhova
struktura je uzaviena pomoci esterové vazby mezi karboxylovou skupinou kynureninu a
hydroxylovou skupinou threoninu, ktera je klicova pro antimikrobialni aktivitu daptomycinu
(Debono et al., 1987). Tii¢lenny postranni fetézec je tvofen tryptofanem, asparaginem a

kyselinou asparagovou. Debono a kolektiv (Debono et al., 1987) se domnivali, ze daptomycin
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obsahuje pouze dva D-enantiomery aminokyselin: D-alanin a D-serin, Miao vSak tuto
domnénku po téméf 20 letech vyvratila. Se svymi spolupracovniky zjistila, ze asparagin na

druhé pozici je také D-enantiomer (Miao et al., 2005).

Lipidickou ¢ast daptomycinu tvoii zbytek kyseliny dekanové (Debono et al., 1987), jak
jiz bylo zminéno dfive (viz kapitola 0), ktery je pfipojen na Trp.

Daptomycin ma ve fyziologickém pH ndboj -3, jelikoz obsahuje ¢tyfi aminokyseliny se
zaporn¢ nabitym postrannim fetézcem (tii Asp a MeGlu) a jednu aminokyselinu nesouci kladny

néboj (Orn) (Chen et al., 2014).

6
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Obrdazek 1 Struktura daptomycinu; Zelené jsou znazornény neobvyklé aminokyseliny jako je kynurenin,
2S,3R-metylglutamova kyselina a ornitin. Modfe jsou vyznaceny D-enantiomery aminokyselin.
Cervena barva zvyraziiuje esterovou vazbu mezi threoninem a kynureninem. Cerné jsou oznaceny L-
enantiomery aminokyselin a n-dekanoyl. Pfevzato z Taylor a Palmer 2016.

3.2 Struktura apodaptomycinu

Daptomycin patfi mezi kalcium-dependentni antibiotika, coZ znamend, Ze pro svou
aktivitu potfebuje vapenaté ionty (vice viz kapitola 4). Jako apodaptomycin je oznacovéana
molekula daptomycinu, kterd nemd navazany véapnik. Nazory na sekundéarni strukturu

apodaptomycinu se lisi.

Rotondi a Gierash (Rotondi a Gierasch, 2005) popisuji strukturu jako zakfivenou B-
vlasenku, kterd na jednom konci obsahuje hydrofobni shluk tryptofanu, kynureninu a

dekanoylu, a na druhém konci polarni aminokyseliny. Toto uspotadani stoji za amfipatickou
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povahou molekuly. Mezi Asp9 a D-Ala8 je vytvoiena B-smycka typu II (Rotondi a Gierasch,
2005). Oproti tomu Jung a jeho spolupracovnici (Jung et al., 2004) nenasli Zadnou
preferovanou strukturu apodaptomycinu. Dosli ale k zdvéru, ze patet peptidu je ohnuta na Asp7
a Asp9 a v misté Gly5 je variabilni. Tato variabilita poskytuje konformacni volnost pro Asp3
(vice v nasledujici kapitole 3.3.). Dale je v praci Ball et al. (2004) popisovana struktura
apodaptomycinu jako rozvolnéna s ohyby u D-Ala8 a Gly10/Ser11, aminoskupiny tvofici patet
peptidu smétuji dovniti kruhu, zatimco postranni fetézce z kruhu vy¢nivaji a jsou vystaveny

rozpoustédlu. Dekanoyl vykazuje vysokou miru flexibility (Ball ez al., 2004).

3.3 Struktura daptomycinu s navazanym vapnikem

Ptinavazani vapniku dojde k orientaci postranniho fetézce Asp3 smérem do stfedu kruhu.
Pro tuto orientaci je dilezita konformacni variabilita GlyS5, ktera poskytuje konformacni volnost
pro pohyb Asp3. Zména polohy Asp3 naznacuje, Ze tento fetézec muze byt zapojen
do koordinace vapenatého iontu (Jung et al, 2004). Navazanim vapniku se k sobé ptiblizi
postranni fetézce Kyn a Trp. Také dochézi k sedlovitému ohnuti molekuly tak, Ze se vzdjemné
pfibliZzi postranni fetézce Asp7, Asp9, MeGlu a Orn (Obrazek 2). Zmény ve struktufe
daptomycinu po navazani vapniku vedou k vystaveni vétSi plochy hydrofobni ¢asti molekuly
rozpoustédlu (Jung et al., 2004). Tyto zmény struktury ale nejsou vyrazng, proto se tito autofi
(Jung et al., 2004; Rotondi a Gierasch, 2005; Ho et al., 2008) shoduji, ze rozdily struktur
daptomycinu s navazanym vapnikem a bez vapniku jsou minoritni. Ball (Ball ef al., 2004) se
sice s ostatnimi rozchéazi v ndzoru na vazbu vapniku (viz kapitola 3.4.2), nicméné jako dfive
zminéni autofi se priklani k ndzoru, Ze vazba vapniku nezplsobuje vyznamné zmény ve

struktute peptidu.
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Obrazek 2 Struktura apodaptomycinu a daptomycinu s navazanym vapnikem, V levém sloupci se vyskytuji
struktury apodaptomycinu, vpravo struktury daptomycinu s navazanym vapnikem. A: Zndzornéni souboru
15 moznych struktur pro apodaptomyin, B: soubor 17 moznych struktur pro daptomycin s navdzanym
vapnikem. C, D: Modely obou struktur, které se nejvice blizi primérné struktute. Negativni naboje jsou
oznaCeny cervené, pozitivni modie. E, F: Trojrozmérny model zobrazuje povrch a rozloZzeni naboji v
molekule. Cervené opét negativni naboje a modie pozitivni. Pfevzato z Jung et al., 2004.

3.4 Vliv primarni struktury na aktivitu daptomycinu

Jak jiz bylo zminéno dfive (kapitola 3.1), daptomycin je tvofen peptidem skladajicim se
ze tfinacti aminokyselin a zbytkem kyseliny dekanové. Jak moc jsou primarni struktura

aminokyselin a pfitomnost zbytku mastné kyseliny dualezité pro aktivitu tohoto antibiotika, se
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pokusilo vysvétlit n€kolik studii pomoci zamény mastné kyseliny nebo jednotlivych

aminokyselin.

3.4.1 Pritomnost n-dekanoylu

Zbytek kyseliny dekanové je esencidlni pro aktivitu daptomycinu. Jiz v prvni praci
tykajici se daptomycinu (Debono et al., 1987) se piSe, Ze odstranéni mastné kyseliny zptsobilo
ztratu antimikrobidlni aktivity. Daptomycin obsahujici zbytek kyseliny dekanové mél velmi
dobré vysledky v antimikrobidlni aktivité, kde dosahl MIC 0,5 pg/ml u bakterii rodu
Staphylococcus, coz byla hodnota 2krat az 32krat mensi nez u ostatnich analogl daptomycinu
lisicich se délkou alifatického fetézce. Pouze undekanoyl- a tridekanoyldaptomycin vykazovaly
MIC mensi nez 0,5 pg/ml proti bakteriim rodu Staphylococcus. MIC daptomycinu se zbytkem
kyseliny dekanové proti S. faecalis ¢inila 16 pg/ml, coz je hodnota relativné vyssi, ale tento
analog daptomycinu mél nejlepsi vysledek v testu akutni toxicity, kdy mél LDsp rovnu
600 mg/kg pfi intravendznim podani. Analogy obsahujici undekanoyl nebo dodekanoyl
zpiisobovaly 90 — 100% Umrtnost pokusnych zvitat (Debono et al., 1988). Se zvySujicim se
poctem uhlikdi mastné kyseliny rostla i in vitro schopnost analogli poskozovat membrany, ktera
byla méfena pomoci zmény ve vodivostt modelové membrany po uUCinku daptomycinu.
Nejniciveéjsi efekt mél tridekanoyldaptomycin, ktery pii koncentraci 5 pg/ml zvysil vodivost
100krat, daptomycin s n-dekanoylem dosahl stejného zvySeni vodivosti aZ pfi koncentraci
45 ng/ml (Lakey a Lea, 1986). Analogy daptomycinu se zbytky mastnych kyselin, které byly
delsi nez 11 uhlikt, mély lepsi antimikrobialni Gcinek, ale zaroven vykazovaly vétsi toxicitu.

Daptomycin se zbytkem kyseliny dekanové sice nevykazuje nejlepsi antimikrobidlni aktivitu,

cvwr

3.4.2 Vazba vapenatého iontu

Které aminokyseliny se zapojuji do vazby vapniku, jesté neni zcela potvrzeno. Bunkdczi
(Bunkoczi et al., 2005) porovnava strukturu daptomycinu s dalSim kalcium-dependentnim
antibiotikem tsushimycinem izolovanym z rodu Streptomyces z kmene Z-237 (Shoji et al.,
1968). Tsushimycin je tvofen 11 aminokyselinami, z nichz 10 tvoii kruh a zbyvajici jedna

aminokyselina je mimo kruh a véaze delta-3-isotetradecenovou kyselinu. U tsushimycinu vazi
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vapnik Aspl a Asp5. Bunkdczi se tudiz domniva, ze u daptomycinu to bude obdobné a vapnik

budou vazat Asp3 a Asp7 (Bunkoczi et al., 2005).

U daptomycinu zpusobuje zdmeéna Asp7 nebo Asp9 v kruhu za Asn ztratu aktivity
antibiotika (viz Tabulkal). Na zaklad¢ téchto vysledki autofi predpokladaji, ze pro navazani
vapenatého iontu a pro aktivitu antibiotika jsou Asp7 a Asp9 esencialni (Griinewald et al.,
2004). Ke stejnému vysledku dosel i Kopp a kolektiv. Zaména Asp7 a Asp9 za jiné
aminokyseliny vedla ke ztraté antimikrobidlni aktivity daptomycinu (Kopp et al., 2006). Toto
zjisténi ukazuje, Ze tyto dvé aminokyseliny jsou klicové pro vazbu daptomycinu. Na vazbu
vapniku mohou mit vliv také Trp a Kyn, jelikoZ pfitomnost vapniku zpiisobila posunuti zbytk

téchto aminokyselin v porovnani s apodaptomycinem (Ho et al., 2008).

Na vazbu véapniku ma vSak jiny ndzor prace Ball er al. (2004), podle které nejsou kyselé
zbytky vSech Asp a MeGlu dostate¢né blizko sebe, aby umoznily vazbu s vapnikem. Autofi se

domnivaji, Ze je vapnik vazan pomoci elektrostatickych sil.

3.4.3 Zamény aminokyselin

Zavislost aminokyselinového slozeni na aktivit¢ daptomycinu byla testovana pomoci

zamény jednotlivych aminokyselin. Tyto zamény jsou shrnuty v

Nekteré zamény jednotlivych aminokyselin jako napt. zdména piivodniho D-Ala za D-
Ser, zamé&na D-Ser za D-Asn nebo D-Ala mély na baktericidni aktivitu maly vliv: zvysily MIC
proti S. aureus z 0,5 pg/ml na 1 pg/ml (Nguyen et al., 2006). Naproti tomu nékteré zameény
v jedné aminokyseliné byly doprovdzeny rapidni zménou MIC a tim paddem snizenim
antimikrobialniho Gi¢inku daptomycinu. Sem patii napiiklad zdména Thr za Ser na ¢tvrté pozici,

jez zvysila MIC proti S. aureus 65krat (Lohani et al., 2015a).

Zaménu MeGlu za Glu testovaly hned dvé studie, kazdé si ale za model vybrala jinou
bakterii. Analog daptomycinu s Glu misto MeGlu vykazoval zvySeni MIC proti S. aureus
na 8 pg/ml (Nguyen et al., 2010) a zvySeni MIC proti B. subtilis na 20 pg/ml (Griinewald et
al., 2004). V praci Nguyen et al. (2010) byl pouzit analog daptomycinu, ktery mél na Trp
piipojeny zbytek kyseliny undekanové, namisto ptivodni dekanové. 1 pies tento drobny rozdil
se oba autofi shoduji, ze metylova skupina MeGlu je pro antimikrobiélni aktivitu daptomycinu

dilezita.
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Nahrazeni ptivodniho D-Ala za Asn zvysilo MIC proti S. aureus 16krat (Nguyen et al.,
2006). Pii zaméné Trp za Asn doslo ke snizeni baktericidni aktivity proti S. aureus 8krat (He
etal., 2012). Zaména Kyn za Trp méla na antimikrobiélni aktivitu daptomycinu proti S. aureus
maly vliv, snizila ji pouze dvojnasobné, ale zdmeéna Kyn za Ile nebo Ala zvysila MIC proti
S. aureus 8krat (Nguyen et al., 2010). Zaména Kyn za Trp vSak zvysila MIC proti B. subtilis
na 20 pg/ml (Griinewald et al., 2004). Ale je opét nutné uvazovat rozdil ve zbytcich mastnych

kyselin ve vyse zminovanych pracich, ktery antimikrobialni aktivitu maze ovlivnit.

Na antimikrobidlni aktivitu ma vliv také chiralita aminokyselin. Napfiklad zdména
izomeru 2S,3R-MeGlu za 2S,3S-MeGlu zvysila MIC proti S. aureus 80krat (Lohani et al,
2015b). Zaména L-Trp za D-Trp zplsobila osmindsobné snizeni antimikrobidlni aktivity proti
S. aureus (He et al., 2012).

Vymeéna Kyn za Tyr a zarovenl MeGlu za Glu zvysila MIC proti S. aureus 6krat (Lohani
et al, 2015b). Radové snizeni antimikrobialni aktivity proti B. subtilis zptsobila zména
puvodnich D-Ser a MeGlu za D-Asp a Glu, kde MIC byla 320 pg/ml (Griinewald et al., 2004).

Zaména Asp7 a Asp9 za Asn antimikrobialni aktivitu daptomycinu uplné zrusila (Griinewald

et al.,, 2004).

Velkou zménu v antimikrobidlni aktivité piinesla také zména esterové vazby za
amidovou. Tato zdména zptisobila nariist MIC daptomycinu proti S. aureus 200krat (Hart et al.,

2014).

18



Tabulka 1 Vliv zmény aminokyseliny na aktivitu daptomycinu

Puvodni

aminokyselina Zména MIC (ng/ml) Bakterie Zdroj
D-Asn 8¢
D-Ala D-S ¢
-Ser (Nguyen et al.,
S. aureus?
D-Ala D-Asn oge reu 2006)
MeGlu Glu
L-Trp 1€
. (Nguyen et al.,
Ile 4 S. aureus 2010)
Kyn Val 4°
b (Griinewald et
L-Trp 20 B. subtilis al., 2004)
Kyn Tyr 3 S qureus (Lohani et al.,
MeGlu Glu ’ 2015b)
. (Nguyen et al.,
Glu 8 S. aureus 2010)
MeGlu (Gril 1d et
- rinewald e
Glu 20 B. subtilis al., 2004)
(Lohani et al.,
2S3RMeGlu 25,3 MeGlu >40 S. aureus 2015b)
D-Asn 1¢
D-Ser D-Al 1©
-Ala (Nguyen et al.,
S. aureus
D-Ser D-Asn o 2006)
MeGlu Glu
D-Ser D-Asp .. Griinewald et
MeGlu Glu >320 B. subtilis al. 2004)
D-Trp 4
L-Trp S. aureus (He et al., 2012)
Asn 4
(Lohani et al.,
Thr Ser 32,5 S. aureus 2015a)
Asp7 Asn
>960
MeGlu Glu - Griinewald et
B. subtilis
Asp9 Asn al., 2004)
>960
MeGlu Glu

a MIC proti S. aureus ¢ini 0,5 pg/ml (Nguyen et al., 2010).

® MIC proti B. subtilis ¢ini 1 pg/ml (Hachmann et al., 2009) — 3 pg/ml (Griinewald et al., 2004).
¢ Testy probihaly s analogy daptomycinu, které mély misto n-dekanoylu zbytek kyseliny
undekanové.
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4 Pritomnost vapniku a jeho vazba

Ptitomnost vapniku je kli¢ova pro antimikrobidlni aktivitu daptomycinu. Jiz v 80. letech
20. stoleti bylo experimentalné dokdzano, Zze se zvySujici se koncentraci vépniku rostla i
vodivost modelové membrany, ktera byla néasledkem posSkozeni membrany daptomycinem
(Lakey a Lea, 1986). Ionty vapniku zptisobuji konformaéni zménu, kterd zvySuje amfipatickou
povahu molekuly, a také neutralizuji zaporny néboj daptomycinu, aby mohlo dojit k vazbé
na membrany obsahujici kyselé fosfolipidy (Jung et al., 2004; Ho et al., 2008). Vapenaté ionty
ovliviiyji oligomerizaci v membrané (viz kapitola 5.1.3) a také tvorbu micel, pro kterou je
potfeba ekvimolarni mnozstvi daptomycinu a vapenatych iontd (Ho ef al, 2008). Kritické
micelarni koncentrace (critical micelle concentration, CMC) daptomycinu je 0,8 uM (20mM

HEPES puft, pH 7,5) (Zhang et al., 2017).

Ohledné vazby vapniku a oligomerizace daptomycinu v membrané panuji neshody.
Taylor a kolektiv (Taylor ef al., 2016) se domnivaji, Ze jedna molekula daptomycinu vaze dva
ionty vapniku. K navazani daptomycinu na membranu je potieba jednoho iontu véapniku
na jednu molekulu lipopeptidu, druhy iont vapniku zpisobi propojeni mezi monomery
v membrané a vytvoreni funkéniho oligomeru (Taylor et al., 2016, Zhang et al., 2016a). Toto
tvrzeni bylo o rok pozdé&ji potvrzeno: pro vazbu na membranu a oligomerizaci je potieba dvou
iontl vapniku na jednu molekulu daptomycinu (Zhang ef al., 2017). Naproti tomu se Lee se
svymi spolupracovniky (Lee et al., 2017) na zdklad¢ svych méfeni domnivaji, Ze pomér vapniku

ku daptomycinu je 3:2.

Daptomycin se dokaZze vazat na membrany i bez pfitomnosti vapniku, ale jen za vysoké
koncentrace (50 uM), pfidany vapnik sniZil koncentraci daptomycinu potiebnou pro vazbu
na membranu na 1 uM (0,16 pg/ml) (Chen et al.,, 2014). Neptitomnost vapniku zplsobuje
sniZzeni antimikrobidlni aktivity (zvySeni MIC). Na médiu bez vapniku byla MIC daptomycinu
u roda Streptococcus a Staphylococcus 32krat vyssi nez u média, kde byl vapnik v koncentraci
50 pg/ml (Eliopoulos et al, 1986). U S. aureus byla MIC v neptitomnosti vapniku vyssi
nez 64 pg/ml, v rostouci koncentraci vapniku (0,34 — 5 mM) klesala MIC na 2 — 0,625 pg/ml
(Jung et al., 2004).

Nékolik vyzkumnych tymil se zaméfilo na aktivitu daptomycinu v pfitomnosti jinych
bivalentnich iontli. Kdyz byl pouzit Mn?* misto Ca**, do$lo ke zvySeni MIC daptomycinu proti

S. aureus 32krat. Dalsi bivalentni ionty jako napt. Mg?*, Cu?" nebo Ni** zvysily MIC 64krat.
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Vsechny ionty byly v koncentraci 2 mM (Ho et al., 2008). Hotec¢naté ionty pii poméru 1:1
s daptomycinem nezpusobily zddnou zménu struktury. Ale aby bylo dosazeno stejné miry
tvorby micel v roztoku jako u vapniku (1:1 s daptomycinem), musela byt koncentrace Mg>*

ionta 2,5krat vyssi nez koncentrace daptomycinu (Ho et al., 2008).

5 Mechanizmus ucinku

5.1 Interakce s membranou

Neptili§ dlouhou dobu po objevu daptomycinu se zjistilo, ze zdsahovym mistem
daptomycinu je bakterialni membrana. Jiz v roce 1987 si Allen a jeho kolegové (Allen et al.,
1987) vsimli, Ze toto antibiotikum v pfitomnosti vapniku rusilo integritu membrany, ¢imz
dochazelo k uniku intraceluldrniho drasliku. V navaznosti na to bylo zjiSténo, ze daptomycin
nevstupuje do cytoplasmy bunék, ale Ze se v pfitomnosti vapniku vaze na celé bunky a poté je

mozno jej izolovat z bunécné stény a z membranové frakce (Canepari ef al., 1990).

Interakce s membranou méa dvé faze: navazani a oligomerizaci, pfiCemz kazda faze
vyzaduje vazbu jednoho iontu vapniku (Zhang et al., 2017). V nasledujicich kapitolach (5.2.1.
—5.2.3.) jsou obé podrobné probrany.

5.1.1 Vliv sloZeni cilové membrany na navazani daptomycinu

Gram-pozitivni a gram-negativni bakterie se liSi sloZenim a strukturou bunécné stény.
Pro vazbu daptomycinu je diilezité slozeni fosfolipidl v cytoplazmatické membrané, kterym se

gram-pozitivni a gram-negativni bakterie také odlisuji.

V membrané¢ modelové gram-negativni bakterie Escherichia coli ptevazuje z 80 %
fosfatidyletanolamin (phosphatidylethanolamine, PE), dile se v membrané vyskytuje s 15%
podilem fosfatidylglycerol (phosphatidylglycerol, PG) a 5% podilem kardiolipin (caridolipin,
CL) (Epand a Epand, 2011). Obecné¢ se v membran¢ gram-negativnich bakterii PE vyskytuje
Castéji a s vetsim podilem (vice jak 60 %) nez v membrané gram-pozitivnich bakterii (Epand et

al., 2007; Epand a Epand, 2011).

B. subtilis patfi mezi modelové gram-pozitivni bakterie. Jeho membrana obsahuje 70 %

PG, 12 % PE a 4 % CL. Zbytek tvoii napt. glykofosfolipidy, diglykosyldiacylglycerol nebo
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monoglykosyldiacylglycerol (Clejan et al., 1986). Naproti tomu gram-pozitivni bakterie
S. aureus ve své membrané zadny PE nema. V jeji membrané se z 58 % vyskytuje PG, zbylych

42 % tvoti CL (Epand a Epand, 2011).

V membréanach zivocisSnych buné¢k, napt. v membrané lidskych erytrocytl, prevazuji
fosfatidylcholin (PC), fosfatidylserin nebo sfingomyelin. Vyskytuji se v nich ale také PE nebo
fosfatidylinositol (Engelmann et al., 1992).

Jednotlivé fosfolipidové tiidy se li§i ndbojem. PG a CL se fadi mezi fosfolipidy nesouci
negativni naboj, naproti tomu PE nese vysledny nulovy naboj, protoze se vyskytuje ve formé

zwiteriontu s jednim zapornym a jednim kladnym nabojem (Dowhan, 1997).

5.1.1.1 Pritomnost fosfatidylglycerolu

Ptitomnost PG v membranach bakterii je dilezitd pro oligomerizaci daptomycinu.
K zahgjeni oligomerizace daptomycinu staci, aby jedna molekula daptomycinu vézala jeden

PG (Muraih et al., 2012).

Daptomycin interaguje preferencné s oblastmi membrany, které jsou obohaceny
aniontovymi lipidy, jako je pravé PG. Mutantni kmen B. subtilis, ktery mél poruchu v syntéze
PG, byl méné citlivy (MIC 8 pg/ml) na plisobeni daptomycinu nez divoky kmen (Hachmann et
al., 2009). SniZeni podilu PG pravdépodobné sniZuje celkovy zadporny naboj membrany, ¢imz
dochazi k oslabeni interakci s kladn€ nabitym daptomycinem v komplexu s vapnikem
(Hachmann et al., 2011). Daptomycin neni G€inny proti gram-negativnim bakteriim, cozZ je
pravdépodobné zplisobeno niz§im podilem aniontovych fosfolipidii (jako je PG) v membrané
téchto bakterii (Randall et al., 2013). Jiz Jung a kol. (Jung et al., 2004) zaznamenali, Ze
daptomycin permeabilizuje lipozomy obsahujici PG 1 PC dvakrat vice nez ty, které obsahovaly
pouze PC. V membran¢ lipozoma z PG/PC byla za ptfitomnosti vapniku pozorovana veétsi

konformac¢ni zména daptomycinu (Jung et al., 2004).

5.1.2 Vazba daptomycinu na membranu

Jiz rok po objevu daptomycinu byl zkouman zplsob, jak se daptomycin vaze
na membrany. DosSlo se k zavéru, Ze in vitro na membranovém modelovém systému dochdzi
k vazb¢é daptomycinu na membranu i bez ptfitomnosti vapenatych iontl a ze se daptomycin

do membrany zabudovava pouze pomoci zbytku mastné kyseliny (Lakey a Ptak, 1988). Jak jiz
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bylo zminéno vyse (kapitola 4), vazba na membranu pfi vysokych koncentracich daptomycinu
(50 uM) pozorovana byla, ale ptitomnost vapniku tuto hranici snizuje na 1 uM daptomycinu

(Chen et al., 2014).

Jung (Jung et al., 2004) se svymi kolegy zjistil, ze daptomycin vaze vapnik jiz v roztoku.
Navazanim vapenatého iontu dochdzi ke konformacni zméné daptomycinu, ktera ma
za nasledek zvySeni amfipatické povahy molekuly a neutralizaci zaporného naboje. Tato zména
umoziuje daptomycinu se navazat na membrany s kyselymi nebo neutralnimi fosfolipidy (Jung
et al, 2004). Daptomycin se vdZe na membranu ve formé monomerd (Zhang et al., 2013),

pficemz kazda molekula potiebuje k vazb¢ jeden iont vapniku (Zhang et al., 2016a).

Vazba daptomycinu na membranu je také zavisla na jeho vlastni koncentraci. Jeste
pti koncentraci daptomycinu 0,02 uM (0,03 pg/ml) bylo navdzéni na membranu pozorovano,
pii nizsi nikoliv (Zhang et al., 2017). Navazanim na membranu dojde ke druhé konformacni
zméné, coz umozni hlubsi zanofeni do membrany (Jung ef al., 2004). Zanoteni do membrany
lze sledovat pomoci nariistu emise fluorescence kynureninu (Lakey a Ptak, 1988), ktera roste

umérné hloubce zanoteni molekuly do membrany.

5.1.3 Oligomerizace daptomycinu

5.1.3.1 Tvorba micel v roztoku

Diky své amfipatické povaze je daptomycin schopen tvofit v roztoku micely. Daptomycin
agreguje hlavné pii vysSich koncentracich vapniku (50 mM), ale tendence agregovat se
vyskytuje 1 v koncentracich okolo 10 mM (Rotondi a Gierasch, 2005). Navazani vapniku
zpusobi konformacni zménu, kterd mlze vést ke zvySeni expozice hydrofobnich skupin
rozpoustédlu a takovd zmeéna miiZe podpofit agregaci v roztoku (Muraih et al, 2011).
Daptomycin v roztoku tvoii micely o 14 — 16 podjednotkach pfi molarnim poméru vapniku a
daptomycinu 1:1 (Ho ef al., 2008). Hodnota CMC u daptomycinu ¢ini 0,8 pM (20mM HEPES
puft, pH 7,5) (Zhang et al., 2017).

5.1.3.2 Oligomerizace daptomycinu v membrdiné

Daptomycin v membrané tvofi oligomery, které¢ jsou zakladem pro jeho antimikrobialni
aktivitu. Jak jiz bylo zminéno diive (viz kapitola 4), navazani jednoho iontu vapniku na jednu

molekulu daptomycinu zplisobi jeho vazbu na membranu. Navazané monomery v membrané
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vytvoii nékolik volné spojenych tetramernich struktur, ve kterych spolu interaguji pouze
acylové fetézce (Taylor et al., 2016; Muraih et al., 2012). Vazba druhého iontu vapniku zptisobi
tésnéjsi spojeni mezi molekulami a dojde k vytvoteni funkéniho oligomeru (Taylor ef al., 2016;
Zhang et al., 2016a). Monomery daptomycinu mohou spolu v oligomeru interagovat pomoci m-
interakci (m-stacking) mezi aromatickymi zbytky Kyn a Trp (Ho et al., 2008). Usporadani
monomerQ v oligomeru je bud’ paralelni, nebo monomery navzajem tvoii ostry uhel (Muraih et
al., 2012). Oligomerizace daptomycinu je také podminéna stechiometrickou interakci s PG
(jeden daptomycin véaze jeden PG), se kterym daptomycin interaguje piimo a specificky

(Muraih ef al., 2012).

Pocet monomert v oligomeru neni stale tplné jasny ani v publikacich od jedné vyzkumné
skupiny. Muraih s Palmerem (Muraih a Palmer, 2012) se domnivali, Ze je oligomer tvofen 6 — 7
monomery daptomycinu. Déle ale uz neobjasnili, jestli toto ¢islo plati pro cely oligomer, nebo
pouze pro jeho ¢ast v jednom listu membrany. Ale o dva roky pozdéji spolu se Zhangem (Zhang
et al, 2014b) rozpracovali jiny model, kde daptomycin tvoifi v membrané dva spojené

tetramery, kazdy v jednom listu membrany.

Oligomerizaci daptomycinu ovliviiuje nejen PG, ale také CL. Pokud cilovd membrana
obsahuje 10 — 20 % CL, dochézi k inhibici pfesmyku tetrameru z vnéjSiho do vnitiniho listu
membrany a tim padem nemuze vznikat funkéni pér (Obrazek 3). Bez ptitomnosti CL se
daptomycin mize zanofit hloubé&ji do membrany tim, Ze vnéj$i vrstvy membrany ohne (Zhang

et al., 2014a).

Tvorbu oligomert ovlivituji nejenom polarni hlavy fosfolipidd, ale i nepolarni zbytky
mastnych kyselin. Bylo zji§téno, Ze se daptomycin vice vaZe na membrany, jejichZ fosfolipidy
obsahuji zbytek kyseliny olejové nebo palmitolejové neZ na ty, které maji zbytek kyseliny
myristové. U membran tvofenych lipidy s kyselinou olejovou nebo palmitolejovou je podil
daptomycinu ve vngj$im listu okolo 67 %, ale u membran obsahujicich kyselinu myristovou
dochazi k rovnomérnému rozlozeni (52 %: 48 %) daptomycinu do obou listh membrany.
U membran se zbytky kyseliny olejové nebo palmitolejové se tetramery také tvoii jen

ve vn&js$im listu jako u membran s vy$S§im obsahem CL (Taylor et al., 2017).
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Obrdzek 3 Tvorba oligomerit v membrané; A: daptomycin tvofi tetramer ve vnéj$im listu membrany, B:
vazba na membranu s vét§im podilem CL, C: vazba na membranu bez CL, D: tetramer se miize pomoci
flip-flopu dostat do vnitini poloviny membrany a oba tetramery spolu mohou vytvofit oktamer. Pfevzato
ze Zhang et al., 2014a.

5.2 Utinek daptomycinu na bakterialni buiiku

5.2.1 Tvorba pori

Otazka tvorby pora jesté nema zcela jednoznacnou odpoveéd'. Jiz v 80. letech 20. stoleti
bylo zjisténo, Ze daptomycin zplsobuje poskozeni membrany, nésledkem c¢ehoz dochazi
k uniku draselnych iont z bakteridlnich bunék (Allen et al, 1987). Pomoci in vitro pokust
na modelové membrang slozené z 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu (DMPC) a 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-fosforylglycerolu (DMPG) byla dokdzana schopnost daptomycinu
tvofit pory, které selektivné propoustéji pouze malé, kladné nabité latky, jako jsou napf.
kationty. Vétsi latky jako napf. cholin nebo hexamethonium, a¢ jsou kladn€ nabité, porem
neprosly (Zhang et al., 2014b). O dva roky pozdégji byla selektivita poru upifesnéna:
daptomycinovy por ma vétsi afinitu k draselnym iontim neZ k sodnym (66 %: 34 %) (Zhang
et al., 2016b). Tyto studie mohou byt zdanlivé v rozporu s obrazky z elektronového
mikroskopu, kde byly pozorovany bakterie S. aureus inkubované s daptomycinem (4 pg/ml,
60 min). Na téchto snimcich zadné stopy po 1yzi bunék, kterou by zptsobovaly pory, nejsou

(Cotroneo et al., 2008). Tato absence lyze se da vysvétlit tvorbou malych port, kterymi

25



nedochazi k tiniku obsahu cytoplazmy a dezintegraci bunék, ale pouze k tniku kationtti (Zhang

et al., 2014b).

S odlisnym vysledkem ohledné tvorby poru ptichazi Kreutzberger a kol. (Kreutzberger et
al., 2017), ktery s pouzitim 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol (POPG)/ 1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholinovych (POPC) lipozémt doSel k nézoru, ze
daptomycin pory netvoti. Tvorbu poért zptisobenou daptomycinem zavrhuje i studie Miiller et
al. (2016). V této praci zjistovali porotvorny efekt netradicné pomoci proteomové studie a dale
pomoci vstupu fluorescenéni sondy propidium jodid do bun€k B. subtilis po inkubaci
s daptomycinem. V ramci proteomové studie uzavieli, Ze daptomycin nezvySuje expresi
stresovych markerovych proteinli membrany (napi. LiaH nebo PspA), coz povazovali za dikaz,
ze daptomycin péry v membrané netvoii. Pii inkubaci bun¢k B. subtilis s daptomycinem a
propidium jodidem zjistili, Ze se barvivo do bunc¢k nedostalo, coz je utvrdilo v nazoru

na nepiitomnost porit v membrang.

5.2.2 Depolarizace membrany

Ackoliv ne vSichni autofi dosli u otdzky tvorby port ke stejnému zavéru, je obecné
pfijimanym faktem, ze dal$i mechanizmus u¢inku daptomycinu spociva v depolarizaci

membrany.

Vytvotenim poéru dochazi k prechodu iontl pfes membranu a tim k depolarizaci
membrany. Inkubace S. aureus s daptomycinem (100 ug/ml) po dobu 15 minut méla
za nasledek zménu membranového potencialu z -155 mV na -110 mV (Alborn ef al., 1991).
Tato davka je vSak 200krat vys$si nez MIC daptomycinu, ktera proti S. aureus ¢ini 0,5 pg/ml
(Nguyen et al, 2010). Ke stejnému vysledku dosla i studie, ve které byla pouzita nizsi
koncentrace daptomycinu (5 pg/ml), kde doslo k redukci membréanového potencidlu na méné
nez 5 % ptavodni hodnoty u S. aureus po 30 minutach inkubace (Silverman et al., 2003). Ztrata
membranového potencidlu neni okamzita, ale mé& postupnou stoupajici tendenci.
Pti depolarizaci nedochézi k tiniku jen vodiku a drasliku, ale 1 jinych nabitych molekul jako je

napi. Mg?" nebo adenosintrifosfatu (adenosine triphosphate, ATP) (Hobbs et al., 2008).
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5.2.3 Inhibice syntézy makromolekul

Daptomycin zptisobuje inhibici syntézy deoxyribonukleové kyseliny (deoxyribonucleic
acid, DNA), ribonukleové kyseliny (ribonucleic acid, RNA) i proteint (piibalova informace
Cubicinu, 2015, Merck a CO., INC (USA)). K této inhibici ale dochazi pouze nasledkem
poruseni membrany, Giniku ATP a ztraty iontd. Daptomycin nemtlze inhibovat biosyntézu
makromolekul vazbou na cytoplazmaticky enzym, nebot se dokdze pouze navazat
na membranu a pfesmyknout se do vnitiniho listu membrany. Do cytoplazmy se tedy nedostane
(Kreutzberger et al., 2017). Mize ale ovlivnit funkci membranové vazanych proteinti (Miiller

et al., 2016) (viz kapitola 5.2.4)Inhibice syntézy bunééné stény.

V pritomnosti daptomycinu (0,25 pg/ml, 18 hodin) dochézi k agregaci chromozomu a
nasledné k vytoku DNA z bun¢k S aureus (Ma et al., 2017). Po 18hodinové inkubaci S. aureus
s daptomycinem doslo také ke zméné exprese 53 membranovych i cytoplazmatickych proteint.
Exprese vétSiny proteint vazici nukleotidy byla zvySena, dale byla zvySena exprese 13 proteind
s katalytickou aktivitou (napf. peptidazy, hydrolazy nebo karboxyldzy), zbylych 10 (nejéastéji
dehydrogenézy) na tom bylo opa¢né (Ma et al., 2017).

5.2.4 Inhibice syntézy bunécné stény

Na konci 80. let 20. stoleti se mélo za to, Ze daptomycin ovliviiuje syntézu bunécné stény
(Allen et al., 1987; Mengin-Lecreulx et al., 1990), kdy u Bacillus megaterium (MIC 2 pg/ml)
daptomycin narusuje krok v syntéze peptidoglykanu mezi glukosamin-6-fosfatem a UDP-N-
acetylglukosaminem. V koncentraci daptomycinu 3 pg/ml dochazelo k 93% inhibici
inkorporace radioaktivné zna¢eného N-acetylglukosaminu do membrany (Mengin-Lecreulx et
al., 1990). U S. aureus doslo k 50% inhibici syntézy peptidoglykanu pii koncentraci 25 pg/ml
(Allen et al., 1987); tato hodnota je vSak 50krat vyssi nez MIC proti S. aureus. Autoti dosli
k zavéru, Ze daptomycin pfimo ovliviiuje néktery enzym v syntéze peptidoglykanu. O rok
pozdéji ale zjistili, Ze pfedchozi domnénka byla chybna. Daptomycin inhibuje tvorbu UDP-N-
acetylmuramyl-pentapeptidu v B. megaterium tim, Ze narusuje membranovy potencial, ktery je
potfeba pro transport aminokyselin dovnitf buniky. Bez transportu aminokyselin se jich
nedostava pro syntézu pentapeptidu, ktery je soucasti zékladni stavebni jednotky buné¢né stény

(Allen et al., 1991).
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Daptomycin také zplsobuje uvoliovani membranovy proteini rozrusovanim
membranovych mikrodomén, na které jsou tyto proteiny v bakteridlni membrané vazany.
Mikrodomény u bakterii byly objeveny vcelku nedavno (Lopez et. al, 2010). Maji funkcni
podobnost s eukaryotickymi lipidovymi mikrodoménami. Obsahuji homolog Flotilinu-1,
proteinu, ktery byl nalezen pouze v eukaryotickych lipidickych raftech (Lopez et al., 2010).
Daptomycin se vaze do téchto mikrodomén, ve kterych jsou vazany membranové proteiny, jako
je napt. protein MurG nebo PlsX, a zptisobuje jejich uvolnéni do cytoplazmy a tim jejich
deaktivaci (Miiller et al., 2016). MurG je N-acetylglukosamin transferaza, ktera je odpovédna
za syntézu posledniho kroku v syntéze peptidoglykanu; lipidu II (Kobayashi et al., 2003).
Daptomycin zptsobuje také delokalizaci proteinu PlsX, coz je acyltransferaza (Lu et al., 2006),
ktera je zapojena v syntéze fosfolipidi.

7w

5.2.5 DalSi u¢inky daptomycinu na membranu

5.2.5.1 Vliv na fluiditu membrin

Daptomycin ovliviiuje fluiditu membran. Jiz dv€ minuty po pfidani daptomycinu
k bunkdm B. subtilis doslo k poklesu membranoveé fluidity, coz naznacuje, Ze se nejednalo
o adaptaci buiiky na pfitomnost daptomycinu, ale o pfimy uc¢inek daptomycinu (Miiller et al.,
2016). Ke snizeni membranové fluidity doslo 1 u kmene S. aureus rezistentniho k meticilinu
(methicillin-resistant S. aureus, MRSA), ktery byl kultivovan v subletalni koncentraci

daptomycinu po dobu 20 dni (Mishra et al., 2009b).

Daptomycin se vaze do membranovych mikrodomén, které jsou vyrazné fluidnéjsi nez
zbytek membrany, protoZe se tam vyskytuji fosfolipidy s mastnymi kyselinami, které maji
kratké, zalomené nebo nenasycené uhlikaté fetézce. Pfi vazb€ do téchto fluidné&jSich mist
daptomycin zplisobuje piiblizovani a seskupovéani téchto mikrodomén do vétSich shluki

(Miiller et al., 2016).

5.2.5.2 Vychlipeni membrany

Vychlipeni lipidové dvojvrstvy (tzv. lipid extracting effect) bylo pozorovano na
DOPG/DOPC vaccich (pomér PC:PG byl 7:3). V piitomnosti daptomycinu v koncentraci
0,3 uM (0,49 pg/ml) dochazelo pouze k vychlipeni ¢asti membrany, pii koncentracich
daptomycinu 1 uM (1,6 pg/ml) a 5 uM (8,1 pg/ml) dochazelo k dynamickému procesu tvorby
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a zaniku vychlipeniny (Obrazek 4). Autofi se domnivaji, ze pifi tomto vychlipeni membrany

dochazi k vypuzeni lipidi z membrany a také k uniku iontd (Chen et al., 2014).

Obrazek 4 Vychlipeni membrany, Vliv daptomycinu na DOPC/DOPG vacky v ptitomnosti vapniku.
Prvni tadek: koncentrace 0,3 uM, druhy 1 uM a tieti 5 uM daptomycinu. Velikost métitka je 10 um.
Pievzato z Chen et al., 2014.

5.2.6 Vliv na morfologii bunék

JiZ na zacCatku 90. let si Canepari a kol. (Canepari et al., 1990) vSimli, Ze pfi expozici
enterokokil daptomycinu po dobu 2 — 3 hodin zménily buniky svilj tvar na ty€inky a ty¢inkovité
bunky B. subtilis se protahly.

V ptitomnosti subletalni koncentrace daptomycinu (1 pg/ml) po dobu dvou hodin bunky
B. subtilis rostly, doSlo u nich ale ke zméné morfologie; buiiky byly deformované, nékteré byly
ohnuté do tvaru ptfipominajiciho pismeno L (Obrazek 5). Fluorescen¢ni analog daptomycinu
oznaceny pomoci BODIPY se vyskytoval v mist¢ ohybu bunék, coz naznacuje, ze je
daptomycin odpovédny za tuto zménu morfologie (Pogliano et al., 2012). Zaroven bylo
testovano chovani membranového proteinu DivIVA oznaceného zelenym fluorescen¢nim
proteinem (Green fluorescent protein, GFP) v pfitomnosti daptomycinu. DivIVA je protein
gram-pozitivnich bakterii, ktery se i€astni procesti spojenych s bunéénym ristem, délenim
bunék a tvorbou spory. DivIVA je akumulovéan v mistech, kde je bakterialni membrana nejvice
zaktivend (Lenarcic et al., 2009). Tento protein se vyskytoval v mistech, kde doslo k poskozeni

a ohybu membrany zptiisobené¢ho daptomycinem, coz naznacuje, ze mezi poskozenim bunck
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daptomycinem a nespravnou lokalizaci DivIVA proteinu existuje souvislost (Pogliano et al.,

2012).
-
-
G H I }

Dap-bodipy

Obrdazek 5 Viiv daptomycinu na morfologii bunék; A-F: Bunky B. subtilis (PY79) rostly v subletalni
koncentraci daptomycinu (1 pg/ml) po dobu dvou hodin. Membrany jsou obarveny C¢ervenou
fluorescencni barvickou FM 4-64. G-J: Lokalizace daptomycin-BODIPY na membranach B. subtilis.
Buniky rostly v subletalni koncentraci daptomycin-BODIPY (10 pg/ml) po dobu dvou hodin. Velikost
mefitka je 1 um. Pfevzato z Pogliano et. al, 2012.
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6 Mechanizmy rezistence

Piisobenim antibiotika se vyselektuji mutantni kmeny bakterii, které si vytvorily na dané
antibiotikum rezistenci. Ani daptomycin neni vyjimkou. V nasledujicich kapitolach (6.1 - 6.5)

jsou mechanizmy rezistence na daptomycin podrobné&ji probrany.

6.1 Redukce syntézy fosfatidylglycerolu, produkce
lysylfosfatidylglycerolu

Daptomycin s navazanym vapnikem pro svij efekt na membranu vyzaduje ptfitomnost
PG, ktery nese zdporny naboj (viz kapitola 5.1.1.1.). Nékteré bakterie se tomuto mechanizmu
prizptsobily tim, Ze snizily podil negativn¢ nabitého PG v membran¢, nebo dokonce zvysily
produkci kladné nabitych fosfolipidi tak, aby doslo k elektrostatickému odpuzovani

daptomycinu.

Fosfolipidové slozeni membran u kment Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium
rezistentnich k daptomycinu (Dap-R) a citlivych k daptomycinu (Dap-S) se 1i8i v obsahu PG a
glycerolfosfo-diglykodiacylglycerolu (GP-DGDAG). Membrana Dap-R kmene E. faecalis
obsahuje oproti Dap-S kmenu o 3 % vice GP-DGDAG ao 7 % méné PG. U E. faecium ale
dochazi k vice jak dvojnasobnému snizeni obsahu PG a dvojnasobnému nartistu GP-DGDAG
v porovnani s citlivym kmenem (Mishra ef al., 2012). Pomér obsahu fosfolipidii ve vnitinim a
vngj$im listu membrany ale ziistal nezménén. U Dap-R E. faecium dale doslo k poklesu obsahu
nenasycenych mastnych kyselin v membrané oproti Dap-S kmenu o 5 %, u E. faecalis podobné

rozdily pozorovany nebyly (Mishra ef al., 2012).

Gen pgsA je esencidlnim genem pro B. subtilis (Kobayashi et al., 2003), koduje CDP-
diacylglycerol-glycerol-3-fosfat 3-fosfatidyltransferazu PgsA (Peleg et al., 2012), kterd se
ucastni syntézy PG. Pfi testovani citlivosti na daptomycin u B. subtilis bylo zji$téno, Ze sniZzeni
exprese genu pgsA vedlo ke sniZzeni produkce PG, v disledku ¢ehoz doslo ke zvySeni MIC 8krat
(Hachmann et al., 2009). Jesté vyraznéjsi vliv na rezistenci méla jednobodova mutace v tomto
genu (nahrazeni alaninu valinem na 64. mist¢), kterd zpusobila pétinasobné snizeni obsahu PG
v membrané a MIC proti B. subtilis se zvysila dvacetindsobné¢ (Hachmann ef al., 2011). O néco
mensi vliv méla stejnd bodova mutace na rezistenci S. aureus, kde zpiisobila pouze Ctyfnasobny

vzrast MIC (Peleg et al., 2012).
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V obsahu PG v membrang se lisily také Dap-R a Dap-S kmeny S. aureus. PG byl v Dap-
R kmenu zastoupen o 14 % méné nez v Dap-S kmenu (Jones et al., 2008). Obsah kladné
nabitého lysylfosfatidylglycerolu (lysylphosphatidylglycerol, LPG) se mezi obéma kmeny
nelisil, odliSoval se ovSem pomér LPG mezi vnéjSim a vnitfnim listem membrany: u Dap-R
kmene bylo ve vnéj$im listu Ctyfikrat vice LPG nez u Dap-S kmene (Jones et al., 2008). Toto
zjisténi se ale odliSuje od vysledkii Mishry a Bayera (Mishra a Bayer, 2013), ktefi testovali
devét Dap-R a Dap-S kmentt MRSA. U vSech Dap-R kment doslo k vyznamnému nartstu
podilu LPG (0 5 — 15 %) a zaroven ke snizeni produkce PG (0 2 —15 %) oproti Dap-S kmentim,
pomér LPG mezi obéma listy membrany u Dap-R a Dap-S kmeni se nelisil (Mishra a Bayer,

2013).

LPG je kladné nabita molekula, diky niz ziskava bakterialni membrana kladny néaboj,
ktery zpusobuje elektrostatické odpuzovani daptomycinu s navdzanym vapnikem. Toto
odpuzovani je u¢inné, pouze pokud se LPG vyskytuje ve vné&j$im listu membrany (Ernst ef al.,
2009). Tvorba LPG je kodovéana genem mprF (Peschel et al., 2001), jehoz inaktivace
zapriCinuje ztratu tvorby LPG (Staubitz et al., 2004). Gen mprF koduje protein MprF, ktery ma
lysyl-syntazovou a flopazovou aktivitu (Oku et al., 2004). U kment S. aureus rezistentnich
k daptomycinu byla nalezena jednobodova mutace v mprF genu, pfi které doSlo k vyméné Ser
za Leu na pozici 295 a kterd zvysila flopazovou aktivitu toho proteinu (Yang et al., 2009b).
Jin4 jednobodova mutace, konkrétné vymena piivodniho Thr za Ala na pozici 345, zase zvysila
syntazovou aktivitu MprF proteinu (Yang ef al., 2010). Pouhé zvySeni exprese genu mprF
v citlivém kmenu nevedlo ke vzniku daptomycinové rezistence u S. aureus (Mehta et al., 2012),

u B. subtilis doSlo dokonce ke zvyseni citlivosti na daptomycin (Hachmann et al., 2009).

6.2 Nadmérna exprese dit operonu

Produkty operonu dlitABCD ftidi alanylaci teichoovych kyselin bunécné stény gram-
pozitivnich bakterii, ¢imz dochézi k neutralizaci jejich zaporného naboje (Perego et al., 1995).
U Dap-R MRSA byla zaznamenéana nadmérné exprese genu d/tA (Bertsche et al., 2011), ktery
koéduje ligdzu D-alanin-D-alanyl carrier proteinu (Perego et al, 1995). Nadmérna exprese
celého operonu dit vedla ke ctyfnasobnému zvySeni MIC daptomycinu proti S. aureus (Yang
et al., 2009a). Nadmérna exprese ma za ndsledek dvojnasobny narist obsahu kyseliny teichoové
v bunécné sténé¢ MRSA, dvounéasobnou alanylaci této kyseliny a také ztlusténi bunécéné stény,

ktera je u Dap-R kmenu dvojnasobné oproti Dap-S kmenu (Bertsche ef al., 2011; Bertsche et
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al., 2013). U Dap-R kment byl potvrzen nartst celkového pozitivniho povrchového naboje
oproti Dap-S kmentim (Bertsche et al., 2013). Pozitivni povrchovy ndboj a zesilend bunécna
sténa pravdépodobné zpusobuji elektrostatické odpuzovani daptomycinu s navazanym
vapnikem a/nebo prostorové zamezuji piistupu daptomycinu k bakteridlni bunce (Bertsche et
al., 2013). Mutantni kmeny S. aureus, které byly defektni v dltA, ditB a ditD, nemély
alanylovéanu zadnou teichoovou kyselinu a byly senzitivngjsi k ucinku kationtovych antibiotik
obecné (Peschel et al., 1999). Pro objasnéni mechanizmu, jakym zptsobem daptomycin

ovlivituje zvySeni exprese operonu d/¢, je potteba dalsich studii.

6.3 Mutace v operonu yycFG

Mutaci v genu mprF Casto doprovazi také mutace v yycFG operonu, ktery koduje
proteiny dvoukomponentového systému YycFG (nové oznacovaného jako WalKR (Dubrac et
al., 2007)). YycF je histidinova kinaza a YycG je response regulator (Winkler a Hoch, 2008).
Mutace v tomto operonu se podileji na rezistenci k antibiotikiim, napi. u MRSA kment vede
ke zvySeni MIC daptomycinu 8krat (Friedman et al., 2006). Jelikoz je gen yycFG pro buiiku
esencidlni (Fabret a Hoch 1998), autofi se domnivali, Ze mutace v yycFG povede ke smrti
bunky. Jelikoz bunky pteZily, domnivaji se, ze mohlo dojit ke vzniku alternativni sensorové
kinazy nebo ke vzniku uplné nového proteinu s touto mutaci (Friedman et al., 2006). Dalsi
mutace v genu pro YycG kinazu u E. faecium zpisobila zdménu Ser za Leu na pozici 333, ktera
vedla ke zvySeni MIC na 16 pg/ml (Tran et al., 2013), MIC daptomycinu proti citlivému kmenu
E. faecium je 2 pg/ml (Canton et al., 2010). Zmény v aktivité proteinu YycG maji tedy

pravdépodobné vliv na daptomycinovou rezistenci (Tran et al., 2013).

YycFG proteiny ovliviiuji u S. aureus expresi deviti gentl, které koduji enzymy ti¢astnici
se degradace bunécné stény (Dubrac a Msadek, 2004; Dubrac et al., 2007). Mezi tyto geny patii
napt. lytM kodujici protein LytM, coz je glycyl-glycin endopeptiddza, isad kodujici
transglykosyldzu nebo ssad, coz je gen pro amidazu (Dubrac a Msadek, 2004; Dubrac ef al.,
2007). U B. subtilis YycFG zvySuje expresi geni kodujici hydrolazy yocH (Bisicchia et al.,
2007) a IytE (Howell et al., 2003), a naopak snizuje expresi gentl, jako jsou tagAB a tagDEF,
které se podileji na syntéze teichoové kyseliny (Howell et al., 2003; Howell et al., 2006).
SniZeni transkripce yycFG operonu snizilo biosyntézu peptidoglykanu a zplisobilo modifikace

bunécné stény, jako je zvySeni Cetnosti pricnych propojeni peptidoglykanu a prodlouzeni délky
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fetézcl peptidoglykanu (Dubrac ef al., 2007). Pfesny mechanizmus, jak operon yycFG piimo

ovliviluje rezistenci na daptomycin, vSak zatim neni objasnén.

6.4 Aktivace regulatoru LiaRS

LiaRS je dvoukomponentovy systém, ktery reguluje bunéénou odpovéd na stres
z vnéjsiho prostiedi, jako je napi. poskozeni povrchovych struktur bakterie (Mascher et al.,
2003). Nekdy je oznaCovan jako tiikomponentovy LiaFSR, kde LiaF je inhibitorem LiaS
(Jordan et al., 2006). LiaS je senzorova histidinova kinaza a LiaR je response regulator (Jordan
et al., 2006; Muthaiyan et al., 2008). U B. subtilis, E. faecalis, E. faecium nebo u Streptococcus
mutans je systém nazyvan LiaRS, u S. aureus byl pojmenovan VraSR (Kuroda et al., 2003)
(jedna se o homology). LiaFSR indukuje transkripci nékolika gent, které se podileji na syntéze
membranovych proteinli a biosyntéze peptidoglykanu, nebo gent transkripénich regulétord,
jako jsou napt.: murB (UDP-N-acetylenolpyruvoylglukosamin reduktaza), rgpG (Gcastni se
prvniho kroku syntézy bunécné stény u S. mutans), ropA (peptidyl-prolyl cis/trans izomeraza)

nebo fisH (chaperon) u S. mutans (Suntharalingam et al., 2009).

Expozice daptomycinu indukuje nadmérnou expresi LiaRS (VraRS) (Mehta ef al., 2012).
U S. aureus doSlo k desetinasobnému zvySeni exprese gend vraR a vraS v ptitomnosti
daptomycinu (Muthaiyan et al, 2008). Mutantni kmeny, které maji operon lialHGFSR
deletovan, jsou citlivéjsi vici daptomycinu. Ztrata genu /iaR snizila MIC daptomycinu proti
E. faecium z 3 ng/ml na 0,064 pg/ml (Panesso et al., 2015). Delece celého lialHGF'SR operonu
snizila MIC daptomycinu proti B. subtilis z 1 pg/ml na 0,3 pg/ml (Hachmann et al., 2009).
Mutant MRSA s deleci vraSR genti mél dvakrat vyssi citlivost k daptomycinu nez ptivodni
MRSA kmen (Mehta et al., 2012).

I pouze jednobodové mutace v operonu lia, které zpiisobily zaménu aminokyseliny,
poskytovaly svym nositelim vyhodu pfi expozici daptomycinu. Mutantni kmeny E. faecium,
které obsahovaly jednobodové mutace v /iaS a v liaR, mély MIC daptomycinu 3 az 48 pg/ml
(Diaz et al., 2014) oproti 2 pg/ml u divokého kmene (Cantén et al., 2010). Delece v genu liaF’
u E. faecalis vedla ke ztrat¢ Ile na pozici 177, kterd zptsobila dokonce rezistenci na

daptomycin (Munita et al., 2013).

Zpusob, jakym LiaRS ovliviiuje rezistenci bakterii vici daptomycinu, jesté¢ také neni
zcela objasnén. V praci Arias et al. (2011) se autofi domnivaji, Ze rezistence na daptomycin ma

dv¢ faze. Prvni zaCina aktivaci LiaFSR, kteréd nastane diky mutaci v /iaF nebo jiné ¢asti LiaFSR
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systému. Ta mtze ovlivnit geny syntézy peptidoglykanu nebo membranovych proteinti tak, aby
doslo k opravé poskozeni zplisobené antibiotikem. V druhé fazi dojde ke zmeéné slozeni
cytoplazmatické membrany, kterd nastane v disledku zmén exprese enzymt, které se podileji
na metabolizmu fosfolipidi (Arias et al., 2011). Jind studie naznacuje, Ze mechanizmus
rezistence tkvi v rozlozeni fosfolipidli v membrang, jelikoz LiaRS je také hlavnim regulatorem
rozlozeni membranovych fosfolipidi (Reyes et al., 2015). Mehta a kol. (Mehta et al., 2012) se
domnivaji, ze narlst exprese LiaRS pravdépodobné méni syntézu komponent bunécéné stény,
¢imz vzniké rezistentni fenotyp. Jaké komponenty bunécné stény maji na mysli nebo jak je
zvysSend exprese LiaRS méni, ale dale nespecifikuji. Pro pfesny a jasny mechanizmus, jakym

LiaRS ovliviuje rezistenci na daptomycin, je tfeba jest¢ dalSich studii.

6.5 Uvoliiovani membranovych fosfolipidu

Unikatni mechanizmus rezistence bakterii vic¢i daptomycinu v podobné uvoliiovani
membranovych fosfolipidii byl objeven vcelku neddvno u S. aureus. Fosfolipidy jsou
bakteriemi aktivné uvolnovany jako odpovéd na expozici daptomycinu, nejedna se pouze
o nasledek poskozeni membrany. Fosfolipidové vacky vyvazuji daptomycin, ¢imZz mu
zabranuji integrovat s membranou. Poprvé byl tento jev pozorovan u mutanti MRSA

postradajicich operon agr, které byly rezistentni na daptomycin (Pader et al., 2016).

Operon agr je quorum-sensing systém a hlavni regulator virulence u S. aureus (Ji et al.,
1995). Dysfunkéni operon agr se pak jevi jako vyhoda pfi expozici vii€i daptomycinu. MRSA
citlivy na daptomycin ma funkéni operon agr, diky cemuz vznika AgrA protein, ktery silné
zvySuje produkci modulinli rozpustnych ve fenolu (phenol soluble modulins, PSM) vazbou
na jejich promotor (Queck et al., 2008). PSM jsou virulen¢ni faktory, leukocidiny, které jsou
odpovédné za cytolytickou aktivitu S. aureus (Wang et al., 2007). Mutantni kmeny S. aureus
s poruchou v syntéze PSM byly také rezistentni na daptomycin (Pader ef al., 2016). Nasledné
bylo zjisténo, Ze PSM dokaze vazat uvoliiované fosfolipidy z bun€k. Mutantni kmen s deleci
operonu agr je rezistentni k daptomycinu, jelikoz neprodukuje PSM. Fosfolipidy tedy nejsou
vyvazovany, tudiZ se mohou vazat na daptomycin a tim mu zabréanit ve vazb& na membranu.
Citlivy kmen MRSA sice také uvoliuje fosfolipidy do prostiedi, ale produkuje i PSM, ktery
fosfolipidy vyvazuje. Fosfolipidové vacky se tak didle nemohou vazat na daptomycin, aby ho
inaktivovaly, a daptomycin se tak mlize vazat na membrany bunék a zplisobovat jejich smrt

(Pader et al., 2016).
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Uvolnéni membranovych fosfolipidii po expozici daptomycinu bylo pozorovano i
u Streptococcus pyogenes nebo u E. faecalis, toto uvolnéni také neni disledkem poskozeni
membrany, ale jedna se o aktivni proces. Mnozstvi uvolnénych fosfolipidii ale bylo pétinasobné

niz8§i nez u MRSA (Ledger et al., 2017).
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7 Zavér

Vyzkum daptomycinu od doby jeho objeveni po soucasnost velmi pokrocil. Zajimavé je,
ze toto antibiotiku bylo schvéleno pro 1écbu lidskych bakteridlnich onemocnénti, i kdyz se védci
dosud zcela neshoduji na pfesném mechanizmu ucinku, kterym bakterie zabiji. Stale ale
pfevazuje nazor, ze daptomycin tvoii diskrétni pory, jimiz dochéazi k uniku iontd a tim
k depolarizaci membrany, jejimz nasledkem dochédzi k zastaveni syntézy makromolekul.
Vyhodou daptomycinu neni jen jeho neobvykly mechanizmus ucinku, ale také fakt, ze
ke svému uc¢inku potitebuje PG, ktery se na sav€ich membranach téméf nevyskytuje, tudiz

daptomycin na n¢ nema zadny efekt.

Intenzivni vyzkum je tfeba vénovat rezistenci bakterii na daptomycin, aby se objasnily
mechanizmy vSech typll rezistenci. Na zdklad¢ téchto zjisténi by se mohl daptomycin
kombinovat s antibiotikem, které ma jiny mechanizmus ucinku, aby doslo k likvidaci i

rezistentnich kmenu.

Vyvoji a vyzkumu novych antibiotik se vénuje nemnoho farmaceutickych firem, jelikoz
to pro né¢ neni zcela ekonomicky vyhodné. Je ale dillezité, aby se ve vyvoji antibiotik
pokracovalo, jelikoz nadmérmym nebo nespradvnym pouzivanim antibiotik (Casto jako
prevence), si bakterie rychleji vytvareji rezistenci. Podle svétové zdravotnické organizace
(World Health Organization, WHO) dospél svét do post-antibiotické éry, kdy fada béznych
onemocnéni nebo i mensSich zranénich mize byt znovu smrtelnd (www.who.int). WHO také
vytvofila seznam bakterii, pro které je potieba prioritni vyzkum a vyvoj novych antibiotik kvili
jejich nartstajici rezistenci. Kritickou prioritu ma vyvoj antibiotik proti Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa a proti enterobakteriim, do skupiny s druhou nejvyssi
prioritou patii vyvoj antibiotik proti E. faecium, MRSA nebo Heliobacter pylori.

Novym smérem ve vyvoji antimikrobidlnich latek by mohla byt i antibiotika mifici na
membranové mikrodomény. Poskozeni mikrodomén obnovuje citlivost multirezistentniho
kmene MRSA k B-laktamovym antibiotikim (Garcia-Fernandez et al., 2017). Daptomycin
plisobi také na membranové mikrodomény, proto je dobrym kandiditem pro boj

s multirezistentnimi kmeny.
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