Svoluji k zapiijceni své diplomové prace ke studijnim t¢eliim a zddam, aby byla vedena
presna evidence vypujcovatell. Pievzaté tidaje je vyptjcovatel povinen fadné odcitovat.






UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Mikrobiologie

-----

[+]

nocoooooo.$
%‘fflons-s“}@

Bc. Michaela Helusova

Mechanizmus antibakterialniho G€inku 4. generace lipofosfonoxint

Mode of action of the 4™ generation of antibacterial compounds

lipophosphonoxins
Diplomova prace
Skolitel: RNDr. Gabriela Mikugova, Ph.D.

Praha, 2020






Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem z&vérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla v§echny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd cast nebyla
predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, dne 7.8.2020

Michaela Helusova



Podékovani

Velmi bych chtéla pod€kovat své pani Skolitelce RNDr. Gabriele MikuSové, Ph.D. za
cenné rady, trpélivost, podporu, pomoc pfi pokusech i pfi psani této prace a Cas, ktery
mi vénovala.

Dale bych chtéla podekovat pani Lucii Janské za pomoc s pfipravou materialt a za
vlidna slova povzbuzeni.

Dékuji vSem €Eleniim laboratofe Fyziologie bakterii Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovi za rady, ochotu, pomoc a za moZnost ucit se v pratelském prostiedi, které cely
kolektiv tvofi.

Na zavér bych chtéla podékovat své rodiné a pratelim za podporu a pochopeni.



Abstrakt

Lipofosfonoxiny jsou mal¢é syntetické antimikrobidlni molekuly, jejichz zdsahovym
mistem je cytoplazmaticka membrana bakterii. Tato prace se zaméiuje na porovnani a
podstatu rozdilu v aktivité tff vybranych zastupct lipofosfonoxinti 4. generace, které se
1i$1 poctem uhlikii v jednotlivych modulech a také svou antibakteridlni a hemolytickou
aktivitou. Nejslibnéjsim kandidatem je latka 7072 vykazujici dobrou antimikrobidlni
aktivitu a nizkou hemolytickou aktivitu. Dal§imi testovanymi lipofosfonoxiny jsou
hemolyticky 7070 a antibakterialné slab¢ ucinny 7107. V této praci je zkoumana jejich
pérotvorna aktivita na modelovych membranach i na zivych buiikach Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. Vysledky naznacuji, ze i maly rozdil ve struktufe miize mit
zasadni vliv na aktivitu téchto molekul. Lipofosfonoxiny 7072 a 7070 vykazuji stejnou
aktivitu proti bakteriim, kdy jejich baktericidni ucinek spociva ve vytvareni pori

v cytoplazmatické membrané. Bakterie u¢inkem lipofosfonoxinti rychle hynou
nasledkem ztraty membranového potencidlu. Vysoka hemolyticka aktivita latky 7070
pravdépodobné souvisi s jeji preferenci k nenabitym membranam. Podstata slabé
antimikrobidlni aktivity latky 7107 je dana tvorbou pouze malych pori a také

neschopnosti pfekonat a rozrusit vnéj$i membranu.

Klicova slova: antimikrobialni latky, lipofosfonoxiny, cytoplazmatickd membrana,

porotvorna aktivita



Abstract

Lipophosphonoxins are small synthetic antimicrobials targeting the cytoplasmic
membrane of bacteria. This thesis focuses on comparison of three lipophosphonoxins
which differ in the number of carbons in its modules and in antimicrobial and hemolytic
activity. The most promising candidate compound is lipophosphonoxin 7072 showing
good antimicrobial activity as well as low hemolytic activity. Other two tested
lipophosphonoxins are 7070 displaying high hemolytic activity and weakly antibacterial
lipophosphonoxin 7107. The pore-forming activity of lipophosphonoxins is investigated
using model membranes as well as living bacteria Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. The results show that small difference in structure can fundamentally
affect the activity of these molecules. Lipophosphonoxins 7072 a 7070 display equal
antibacterial activity against tested bacteria by forming pores in the bacterial membrane.
Bacteria rapidly die of loss of membrane potential caused by lipophosphonoxins. The
high hemolytic activity of the compound 7070 is probably related with its preference for
uncharged membranes. The weak antimicrobial activity of 7107 is caused by its
capability to form only small pores and its incapability to overcome and disrupt the

outer membrane.

Key words: antimicrobial agents, lipophosphonoxins, cytoplasmic membrane, pore-

forming activity
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Seznam zkratek

AMP
CF
CFA
CFU
CL
diNn
DiSCs(5)
DMSO
DOPC
DOPE
DOPG
DPhPG
EDTA
FDA
FMM
G

G+
HCso
HEPES
IF

LB
LPPO
LPS
MIC
MRSA
NPN
OD

PC

PE

PG

PI

PS
UDP

Antimikrobidlni peptid

Karboxyfluorescein (Carboxyfluorescein)

Schopnost tvoftit kolonie (Colony forming ability)

Jednotky tvoftici kolonie (Colony forming units)
Kardiolipin (Cardiolipin)

3',6-dinonylneamin

3,3' - dipropylthiadikarbocyanin jodid

Dimetylsulfoxid

Dioleylfosfatidyl cholin (Dioleylphosphatidylcholine)
Dioleylfosfatidyl etanolamin (Dioleylphosphatidylethanolamine)
Dioleylfosfatidyl glycerol (Dioleylphosphatidylglycerol)
Difytanoylfosfatidylglycerol (Diphytanoylphosphatidylglycerol)
Etylendiamintetraoctova kyselina

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug Administration)
Funkéni membranové mikrodomény

Gram-negativni

Gram-pozitivni

Koncentrace latky, pti které lyzuje 50 % cervenych krvinek
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetan sulfonova kyselina
Intenzita fluorescence

Luria-Bertani médium

Lipofosfonoxin

Lipopolysacharid

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Kmen Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu
N-fenyl-1-naftylamin

Optickéd denzita

Fosfatidylcholin (Phosphatidylcholine)
Fosfatidyletanolamin (Phosphatidyletanolamine)
Fosfatidylglycerol (Phosphatidylglycerol)

Propidium jodid (Propidium iodide)

Fosfatidylserin (Phosphatidylserine)

Uridin difosfat (Uridine diphosphate)






1 Uvod

V soucasné dobé se stale Castéji setkdvame s bakteriemi rezistentnimi na pouzivana
antibiotika. Jejich vyskyt je umocnovan nadmérnym a nespravnym pouzivani téchto
antibiotik v humanni i veterinarni mediciné. Tento nartst podnitil hledani novych
ucinnych latek. Nékteré z téchto latek jsou izolovany z ptirodnich zdroji, ale také se
Casto objevuji ptistupy, kdy jsou jiz znamé ptirodni antimikrobialni latky modifikovany
z diivodu zvysSeni ucinnosti a selektivity, anebo jsou uc¢inné molekuly kompletné

pripraveny metodami chemické syntézy.

Vyzkum se zaméiuje nejen na hledani novych antibiotik, ale také na nova nebo
zatim nevyuzita zasahova mista. Mezi malo vyuzivané zasahové misto by se dala
zatadit cytoplazmaticka membrana bakterii. Vyuziti membrany jako mista zasahu
antibiotika je velmi vyhodné, jelikoz k ni m4 U€innd latka snadné&;jsi ptistup nez
k intraceluldrnim cilim. Cytoplazmatickd membrana je esencidlni a velmi komplexni
struktura bunky, ve které se odehravaji dulezité zivotni procesy. Vytvoreni rezistence
proti membranoveé aktivni latce je pro bakterii slozité, protoze musi kompletné piestavit
cytoplazmatickou membrénu, coz je pro ni nevyhodné a narocné. Membranové aktivni
latky zptisobuji svym tG¢inkem naruSeni membrany, kviili kterému dochézi k tniku
iontl nebo i ztraté dtlezitych molekul, ptipadné mohou tyto latky zpisobit kompletni
dezintegraci membrany. VSechny tyto nasledky vedou k rychlé smrti buniky. Dalsi
vyhodou pouziti téchto latek je i moznost selektivniho i€inku vi¢i bakteriim, a to diky

odlis$nostem ve fosfolipidovém sloZeni membran bakterii a eukaryotickych organizmi.

Mezi latky cilici na membranu patii 1 syntetické latky lipofosfonoxiny.
Lipofosfonoxiny vykazuji aktivitu proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim a
zaroven nejsou toxické proti eukaryotnim buitkdm. Velka vyhoda lipofosfonoxinti
spociva v jejich modulovém sloZeni, které umoziuje rozlicné modifikace molekul,
jednodussi sledovani vlivu struktury latky na jeji aktivitu a také nendkladnou syntézu.
Diky témto vlastnostem by se daly povaZovat za jedny z potencialnich kandidatl na

nova antibiotika.

Lipofosfonoxinl byly doposud vytvofeny celkem Ctyfi generace, které se mezi
sebou odliSuji chemickou strukturou molekuly, jez ma vliv na jejich aktivitu.
Predmétem této prace je charakterizace mechanizmu uc¢inku vybranych zastupct ¢tvrté

generace lipofosfonoxind.
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2 Literarni ptehled

2.1 SloZeni cytoplazmatické membrany bakterii

Biologické membrany tvofi bariéru mezi vnitinim prostiedim burnky a vnéjSim
prostiedim. Tato bariéra zajistuje chemicky a elektricky gradient, ktery obstardva chod
metabolizmu buiikky. Membrana je tvofena fosfolipidovou dvouvrstvou a proteiny.
Nejvetsi cast membranovych fosfolipida tvori glycerofosfolipidy tvoirené molekulou
glycerolu, kterda ma tfi hydroxylové skupiny: na dvou hydroxylovych skupinach jsou
navazany mastné kyseliny tvotici hydrofobni ¢ast molekuly a na zbylé hydroxylové
skupiné je zbytek kyseliny fosfore¢né, ktery plni funkci polarni hlavicky. Na tomto
zbytku mize byt navazany néjaky dalsi substituent, naptiklad glycerol, etanolamin,

serin atd.

Fosfolipidy ziskavaji diky zbytku kyseliny fosfore¢né zdporny naboj. Tento naboj
ale miiZze byt neutralizovan substituentem navazanym na této kyselin€. Naptiklad
fosfatidyletanoalmin (PE, phosphatidylethanolamine) mé na zbytku kyseliny fosfore¢né
navazany etanolamin, ktery nese kladny naboj na aminové skupiné. Stejné to je
u fosfatidylcholinu (PC, phosphatidylcholine) obsahujiciho substituent cholin, kde je
kladny naboj na dusiku. Polarni ¢ast fosfatidylserinu (PS, phosphatidylserine) je tvofena
aminokyselinou serinem, ktery nese jak kladny, tak zaporny néboj, ¢imZ je molekula
elektroneutralni a ve spojeni se zapornym nabojem na zbytku kyseliny fosforecné je
vysledny fosfolipid zaporné nabity. Zaporn€ nabity je i naptiklad fosfatidylglycerol
(PG, phosphatidylglycerol) jehoz substituent glycerol je elektroneutralni. Zvlastnim
fosfolipidem je kardiolipin (CL, cardiolipin) tvofeny dvéma molekulami kyseliny
fosfatidové, které jsou spojené glycerolem. Tento fosfolipid tudiz obsahuje dva zbytky
kyseliny fosfore¢né, a proto nese dva zaporné naboje. Nékteré fosfolipidy maji na sobé
navazanou kladné nabitou aminokyselinu, kterd ovliviiuje naboj celé molekuly.

Piikladem je lysyl-PG, ktery nese diky kladné nabitému lysinu kladny néboj.

Membrany bakterii se svym sloZzenim liSi oproti eukaryotnim buitkam. U eukaryot
se nejCastéji vyskytuje PC, PE, sfingomyelin, PS a fosfatidylinositol. Negativné nabité
fosfolipidy se vyskytuji hlavné ve vnitinim listu membrany. Ve vnéjSim listu se

majoritné vyskytuje PC, diky kterému je membrana eukaryot elektroneutralni.

U gram-negativnich (G°) bakterii je majoritnim fosfolipidem PE. U Escherichia
coli tvoti 80 % vSech membranovych fosfolipidi, u Klebsiella pneumonie 82 %,

14



u Pseudomonas aeruginosa je to méné — 60 %. Dale jejich membrany obsahuji hlavné

PG a CL (Epand & Epand, 2011).

Membrany gram-pozitivnich (G") bakterii jsou vice variabilni v podilu riznych
fosfolipida. U vétsiny G* bakterii tvoii velky podil fosfolipidi PG. U Bacillus subtilis
ptedstavuje PG 70 % polarnich lipidi (Clejan et al., 1986), u Staphylococcus aureus
57 % au Staphylococcus epidermidis dokonce 90 % (Epand et al., 2010). Déle se
v membranach G bakterii hojné vyskytuje PE nebo CL. V membranach nékterych G*
bakterii PE nenajdeme viibec, naptiklad u S. aureus nebo u Streptococcus pneumonie
(Epand et al., 2007; Epand & Epand, 2011). Naopak u Bacillus polymyxa je PE
majoritnim fosfolipidem (Epand et al., 2010).

Hlavnim rozdilem mezi stavbou G™ a G* bakterii je pfitomnost vnéj$i membrany
u G~ bakterii. Ta tvoti dal$i bariéru mezi bakterii a latkami pfichdzejicimi z vnéjsiho
prostiedi. Diky vnéj$i membrané jsou obecné G bakterie odolnéjsi viici ucinku
antibiotik v porovnani s G* bakteriemi, protoze molekuly antibiotika museji pfekonat
dalsi prekazku. Vnéjsi membrana ma asymetrické slozeni. Vnitini list vnéj$i membrany
je tvoten fosfolipidy stejné€ jako vnitini membrana. Vnéjsi list obsahuje navic

lipopolysacharid (LPS, lipopolysaccharide), diky kterému je vnéjSi membrana omezené

prostupna pro hydrofobni latky.

2.1.1 Vv fosfolipidového sloZeni na vazbu antimikrobialnich latek
Fosfolipidové slozeni membrany ma vliv na vazbu a funkci antimikrobialnich
latek, jejichz zasahovym mistem je cytoplazmaticka membrana bakterii. Naptiklad
lipopeptidové antibiotikum daptomycin vyzaduje pfitomnost PG pro vazbu a tvorbu
oligomerti v membrané (Muraih ef al., 2012). Kmeny B. subtilis, které byly defektni
(MIC, minimal inhibitory concentration) daptomycinu byla proti t€mto kmentim vétsi
(MIC 8 ng/ml) nez proti laboratornimu kmenu 168 (MIC 1 ng/ml) (Hachmann ef al.,
2009). Mutace v syntéze PG byly objeveny i v klinickych izolatech S. aureus
u pacientil, u kterych 1é€ba daptomycinem selhala (Peleg ef al., 2012).

Latky duramycin a cinnamycin jsou dalSim ptikladem antibiotik vyzadujici
ptitomnost urcité¢ho fosfolipidu v cilové membrang, a to PE (Navarro et al., 1985; Mérki

et al., 1991). Duramycin je produkovan bakterii Streptoverticillium hachijoense a

cinnamycin produkuje Streptomyces longisporoflavus (Fredenhagen et al., 1990).
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Duramycin u citlivych bun¢k zpiisobuje poskozeni jejich povrchovych struktur, zménu
morfologie bun¢k (Dunkley Jr. et al., 1988; Hasim et al., 2018) a také zabranuje
translokaci proteinti v membrané (Chen & Tai, 1987). U¢inek duramycinu je
bakteriostaticky. Bakterie rodu Bacillus jsou schopny si vytvofit rezistenci proti
duramycinu snizenim obsahu PE ve svych membranach. U bakterii inkubovanych ptes
noc v médiu s 1uM duramycinem byl pozorovan znatelny rozdil ve fosfolipidovém
slozeni jejich membrany oproti citlivé prvni generaci. Tyto bakterie postradaly PE a pfi
inokulaci do Cerstvého média s vysSim obsahem duramycinu byly k této latce necitlivé

(Navarro et al., 1985; Hasim et al., 2018).

DalSim pftikladem jsou rostlinné cirkularni proteiny cyklotidy, které jsou schopny
se vazat do membrany, naruSovat ji a tvofit v ni pory (Svangard et al., 2007; Wang et
al., 2012). Vyskytuji se v €eledich rostlin motfenovité a violkovité (Craik et al., 1999),
kde pravdépodobné¢ slouzi jako insekticid (Jennings ef al., 2001; Barbeta et al., 2008).
Stejné jako vyse zminéna antibiotika duramycin a cinnamycin preferuji cyklotidy
membrany obsahujici PE. Vazba cyklotidii na membrany bez PE byla slaba a také byly
tyto membrany velmi mélo permeabilizovany. Z n¢kolika testovanych cyklotidi pouze
zastupce oznacovany jako cyO2 vykazoval antimikrobidlni aktivitu proti E. coli
(Henriques et al., 2012). CyO2 byl aktivni i proti dalsim G~ bakteriim (S. enterica,

P. aeruginosa, K. pneumoniae), ale G bakterie jako S. aureus nebo S. epidermidis byly
k této latce necitlivé, protoZe ve svych membranach PE neobsahuji (Epand et al., 2010;

Prénting et al., 2010).

Nekteré membranove aktivni latky nevyzaduji pfimo piitomnost urcitého
fosfolipidu. Rozhodujici pro jejich vazbu a aktivitu je vSak celkovy naboj membrany,
ktery na fosfolipidovém sloZeni zavisi. Pfikladem téchto latek jsou cerageniny. Mira
depolarizace bakteridlni membrany zplsobena cerageniny zavisi na pfevazujicich
neutralnich fosfolipidech. Gram-pozitivni bakterie jako je naptiklad S. aureus nebo
S. epidermidis ve svych membranach neobsahuji Zadny elektroneutralni PE, ale vice jak
polovinu vSech jejich membranovych fosfolipidl tvoti zdporné nabity PG. Mira
depolarizace membrany u téchto bakterii zplisobena cerageniny dosahovala dva- az
¢tytikrat nizSich hodnot neZ u bakterii Bacillus cereus a Bacillus polymyxa, u kterych je
neutralni PE majoritnim fosfolipidem v membrang. Stejné tak je k cerageninim citliva

bakterie E. faecalis 1 pies to, Ze ve své membrané neobsahuje PE. V membrané této
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bakterie se vyskytuji kladn€ nabity lysyl-PG, ktery ,,maskuje* negativni naboj PG, a
také elektroneutralni glykolipid fosfatidylkojibiosyl diglycerol (Epand et al., 2010).

2.1.2 Membrénové mikrodomény

Pohled na strukturu a uspotadani bunécné membrany se postupné od sedmdesatych
let dvacatého stoleti vyvijel. Obecné piijimanym navrhem popisujicim strukturu
membrany byl model tekuté mozaiky. Ten tikd, Ze fosfolipidy a transmembranové
proteiny jsou v membrané pravidelné rozmistény, jsou na sob¢ nezavislé a interaguji
spolu jen slab¢ (Singer & Nicolson, 1972). Od tohoto modelu se béhem osmdesatych let
zacalo upoustét, protoze bylo zjisténo, ze fosfolipidy nejsou v membrané rozmistény
homogenngé, ale vytvareji jakési domény (Karnovsky et al., 1982). Ke konci tisicileti
byly u eukaryotnich bun€k objeveny membranové mikrodomény (Simons & Ikonen,

1997), které vrhaji na strukturu membrany novy pohled.

Membranové mikrodomény (rafty) eukaryot jsou strukturné funkéni oblasti
membrany, které jsou tvofeny molekulami sfingomyelinu, cholesterolu a také proteiny
(Obrazek 2.1A). Proteiny jsou v raftech kotveny transmembranovou doménou,
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou anebo acylovym fetézcem. Vnéjsi list raftu je
tvofen uz zminénym sfingomyelinem a dalSimi glykosfingolipidy, vnitini list membrany
raftu je tvofen glycerolipidy, jako jsou naptiklad PS nebo PE (Simons & Ikonen, 1997).
Prostory mezi molekulami fosfolipidli v obou listech vypliiuje cholesterol, ktery
zpusobuje ztlusténi membrany a zvySuje jeji rigiditu. Typickymi proteiny
v membranovych raftech jsou flotiliny. Flotiliny se tc¢astni n¢kolika bunéénych procest
jako je endocytoza, fagocytdza, signalizace nebo bunécna adheze (Banning ef al.,

2011). Flotiliny také rekrutuji dalsi proteiny do membranovych mikrodomén a

usnadiiuji jim vazbu mezi sebou (Browman et al., 2007; Lopez & Koch, 2017).
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Obrazek 2.1 Srovnani lipidového raftu s funkcéni membranovou mikrodoménou,; A) Lipidovy raft
u eukaryot, B) Funkéni membranovd mikrodoména u bakterii; FMM = funkéni membranova
mikrodoména, GPI = glykosylfosfatidylinositol, LR = lipidovy raft. Upraveno podle Lopez &
Koch, 2017.

Ptedpokléadalo se, Ze membranové rafty jsou vysadou pouze eukaryot. V roce 2010
byla ale tato domnénka vyvracena. Membranové mikrodomény byly objeveny i
u bakterii, konkrétné u B. subtilis (Lopez & Kolter, 2010), a jsou také oznacovany jako
funkéni membranové mikrodomény (FMM, functional membrane microdomains)
(Obrazek 2.1B). Tak jako se v eukaryotnich raftech vyskytuje cholesterol, ve FMM se
vyskytuji hopanoidy a karotenoidy (Bramkamp & Lopez, 2015). Spole¢nym
prekurzorem syntézy hopanoidil a cholesterolu je skvalen. Hopanoid diplopterol
v bakteridlni membran¢ stejné jako cholesterol u eukaryot uspofadava mastné kyseliny
fosfolipidii, ¢imz zvySuje rigiditu membrany (Séenz et al., 2012, 2015). Karotenoidy
maji na membranu stejny efekt (Rottem & Markowitz, 1979). Fosfolipid CL tvofi
shluky na polech buiiky a v misté tvorby septa (Mileykovskaya & Dowhan, 2009) a tim

pfispiva k organizaci membrany bakterii a spoluvytvatreni mikrodomén (Bramkamp &
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Lopez, 2015). FMM obsahuji také proteiny sekvencné podobné eukaryotickym
flotilintim: FloT a FloA (ptivodné oznacované jako YuaG a YqfA) (Zhang et al., 2005;
Donovan & Bramkamp, 2009). Tyto proteiny kolokalizuji v mikrodoménach spolu

s dalSimi proteiny, jejichZ spravna funkce je poutana na vazbu v membranové
mikrodoméné. Mezi tyto proteiny patii naptiklad proteiny metabolizmu bunécné stény,
jako jsou napt. TagU a GtaB, které se ucastni syntézy kyseliny teichoové (Kawai et al.,
2011). Déle sem spadaji proteiny energetického metabolizmu (AcsA, ResC), proteiny
ucastnici se signalizace (McpABC), proteiny angazované v chemotaxi anebo proteiny
podilejici se na transportu (FhuD, MntA) a sekreci (SecY, SppA) (Bach & Bramkamp,
2013). Jednim z takovych proteinti, jehoz funkce je vazana na pifitomnost ve FMM, je i
napft. kinaza KinC, kterd ovliviiuje tvorbu biofilmu. Pfitomnost proteinii podobnych
flotilinu je kli¢ova pro funkci této kindzy. Mutantni kmen s poruchou syntézy FloT 1

FloA nebyl schopny tvofit biofilm (Lopez & Kolter, 2010; Bramkamp & Lopez, 2015).

2.1.2.1 Latky zabranujici spravné funkci bakterialnich mikrodomén

Kyselina zaragozova

Kyselina zaragozové zabranuje syntéze skvalenu inhibici enzymu skvalensyntazy
(Bergstrom et al., 1993). Ze skvalenu jsou syntetizovany hopanoidy i karotenoidy, které
jsou soucasti bakterialnich mikrodomén (Bramkamp & Lopez, 2015). Kmen B. sublitis
rostouci v ptitomnosti kyseliny zaragozové nebyl schopny tvofit biofilm, jehoz tvorba je
tfizena kindzou KinC. JelikoZ nebyl v buiice vlivem uc¢inku kyseliny zaragozové
pfitomny skvalen, nemohly byt tvofeny karotenoidy a hopanoidy tvotici membranové
mikrodomény. Kviili jejich absenci nebyly v membrané pfitomny ani FloT a FloA
proteiny, které jsou dulezité pro spravnou funkci kindzi KinC. Stejny fenotyp vykazoval
1 mutantni kmen s poruchou skvalensyntazy. Kolonie S. aureus po oSetfeni kyselinou
zaragozovou navic ztratily své typické zabarveni, které jim davé karotenoid

stafyloxantin (Lopez & Kolter, 2010).

3',6-dinonylneamin

Neamin je aminoglykosidové antibiotikum, které se vaze do 16S podjednotky
ribozomu a inhibuje syntézu proteina (Kotra & Mobashery, 2005). Jeho derivat 3',6-
dinonylneamin (diNn) (Baussanne et al., 2010) se vaZze do oblasti bohatych na CL, které
jsou na pdlech burky, snizuje fluiditu membrany a zvySuje jeji permeabilitu. Bunky
P. aeruginosa vystavené t¢inku diNn se asymetricky délily (Swain ef al., 2018) a mély

naruSenou morfologii. Pisobenim diNn totiz dochazi k rozpadu CL mikrodomén, ve

19



kterych je kotven MreB protein (El Khoury et al., 2017) odpovidajici za ty€inkovity
tvar bun¢k (Wachi et al., 1987). Kdyz jsou tyto mikrodomény naruseny, MreB
nefunguje spravné, ¢imz dochazi k neobvyklé morfologii bun¢k. Poskozeni
mikrodomén ma vliv 1 na dalsi déje v buiice. Jiz v sublimitni koncentraci diNn (0,75 x
MIC) doslo u P. aeruginosa k inhibici dychaciho fetézce, ke sniZeni rychlosti riistu a ke

snizeni zivotaschopnosti bunék (El Khoury et al., 2017).

2.2 Antimikrobialni l1atky pisobici v cytoplazmatické membrané

Cytoplazmaticka membrana je vyhodnym zasahovym mistem pro antibiotika diky
své pristupnosti. Zaroven je pro bakterii obtiznéj$i si proti antibiotikiim s timto
mechanizmem ucinku vytvorit rezistenci pomoci zmény zasahového mista, jelikoz jako
obranu musi kompletné prestavit celou membranu. Tato modifikace membrany je pro
bakterie velmi komplikované a nevyhodn4, protoZe se v membrané odehravaji zivotné
dalezité déje, které mohou byt touto prestavbou ovlivnény. Dalsi vyhodu predstavuje
odlisné slozeni bakteridlni a eukaryotické membrany, kdy jiné slozeni fosfolipidl a

naboj membrany mohou zajiStovat selektivitu latek cilicich na membranu.

2.2.1 Membranov¢ aktivni latky peptidické povahy
2.2.1.1 Kationtové antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP, antimicrobial peptides) jsou peptidy hrajici
dulezitou roli v obrané proti bakteriim, houbam a virtim. Jsou soucdsti imunitniho
systému a vyskytuji se ve vSech doménéch organizmu (Zasloff, 2002). Rostliny nebo
bezobratli nemaji adaptivni imunitu jako obratlovci, proto maji AMP v jejich imunitnim
systému vyznamnou roli. Tyto peptidy produkuji i bakterie, aby zneSkodnily jiné
bakterie v boji o niku (Kumar et al., 2018). AMP jsou vétSinou tvofeny 12 az 50
aminokyselinami, z nichZ polovinu tvoii hydrofobni aminokyseliny, a nejméné dvé
aminokyseliny nesou kladny naboj (Hancock & Scott, 2000). Dilezita je amfipaticita
molekuly, kdy hydrofilni ¢ast interaguje s fosfolipidovymi hlavickami a hydrofobni
zase s mastnymi kyselinami fosfolipidu (Oh et al., 2014). AMP mohou byt déleny podle

struktury, sekvence nebo mechanizmu G¢inku (Kumar et al., 2018).

AMP cilici na bakterie je rozpoznavaji diky jejich membrané, jez se 1isi
od mnohobunéénych organismil svym sloZenim, které ovlivituje jeji ndboj (Zasloff,

2002). AMP ptisobici na membranu v ni mohou tvofit pory o struktuie barelu (tzv.
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barrel stave pore) (Qian ef al., 2008) nebo toroidni pory (Brogden, 2005). Dale mohou
membranu narusovat napt. pomoci tzv. kobercového modelu (Oren & Shai, 1998).
Detailnéji budou tyto mechanizmy popsany v nasledujicich odstavcich. Ne vzdy jde ale
o tvorbu poéra. AMP také mohou zpiisobovat ztenceni membrany nebo agregaci
fosfolipidi. Pti ztenceni membrany dochazi k inserci peptidu pouze do jednoho listu
membrany. V tomto misté vlozeni je vytvoten prostor, ktery se snazi vyplnit mastné
kyseliny fosfolipida. Tim ale dojde k ohybu téchto fetézct, coz vede ke ztenceni
membrany (Ludtke et al., 1995). Nékteré AMP maji 1 dal$i mechanizmy ucinku, jako je
napiiklad inhibice syntézy makromolekul (Park et al., 1998; Patrzykat et al., 2002),
inhibice funkce nékterych enzymu (Otvos et al., 2000) nebo inhibice tvorby bunétné

stény (Torrent ef al., 2008).

Nyni detailnéji k poérotvornym AMP, mezi néZ patii napt. alamethicin. Jedna se
o antimikrobidlni peptid tvofeny 20 aminokyselinami (Pandey et al., 1977). Byl
izolovan z houby Trichoderma viride (Meyer & Reusser, 1967; Wimley, 2010) jako
sm¢és tii alamethicint, které se li§i v aminokyselinadch na sedmé a devatenacté pozici.
Z téchto dvaceti aminokyselin je 17 hydrofobnich. Témét polovinu v§ech aminokyselin
tvofi neobvykla alfa-aminoisomaselné kyselina. Na N-konci maji tito tii zastupci acyl a
na C-konci maji fenylalaninol (Miura, 2020). Alamethicin je zastupce AMP, ktery tvofi
por o struktufe barelu (Qian ef al., 2008). Pti tvorbé tohoto typu poru nejdiive dojde
k navazani monomerti peptidu na membranu (Obrazek 2.2A). Béhem vazby dochazi ke
konformac¢ni zméné peptidu, kterd zptisobi rozestoupeni polarnich hlavic¢ek fosfolipidu
vedouci ke zten¢eni membrany v mist€ interakce. Déle se hydrofobni ¢ast peptidu
zanoii do membrany. Pfi dosazeni prahové hodnoty koncentrace navazanych peptidii na
membrané dojde k seskupeni monomert a k inserci hloubgji do membrany. Jak se

pfidavaji dal§i monomery, vytvoreny por se zvétSuje (Yeaman & Yount, 2003).
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Obrazek 2.2 Modely mechanizmu ucinku AMP na membranu; A) Model poru ve formé barelu,
B) Model toroidniho poéru, C) Kobercovy mechanizmus ucinku; upraveno z Brogden, 2005.

Dalsim ptikladem porotvornych AMP jsou magaininy izolované z kiize zaby
Xenopus laevis. Jedna se o skupinu AMP, které jsou tvofeny 23 aminokyselinami
(Zasloft, 1987). Nejvice studovanymi zastupci jsou magainin 1 a magainin 2. Tyto dvé
molekuly se 1i$i jen malo. Magainin 2 mé na desaté pozici aminokyselinu lyzin, kdezto
u magaininu 1 se na tomto misté vyskytuje glycin. Druhou odliSnosti je pfitomnost
lyzinu na 22. pozici u magaininu 1 a asparaginu u magaininu 2 (Matsuzaki, 1998). Déle
se tyto dvé molekuly 1isi typem poru, ktery v cilové membrané vytvareji. Magainin 2
tvoti toroidni por (Obrazek 2.2B) (Ludtke et al., 1996; Brogden, 2005; Nguyen et al.,
2011; Lee et al., 2016). Alfa-helixy magaininu 2 obsadi povrch membrany, tim dochazi
ke ztenCovani (Ludtke et al., 1995) a k pozitivnimu zakiiveni membrany (Matsuzaki et
al., 1998). Pti dosazeni kritické koncentrace peptidii dochazi na takto destabilizované
membrané k tvorbé toroidniho poru, ktery vznika ohybem a spojenim vnitiniho a
vngjsiho listu membrany (Hara et al., 2001). Na toroidnim poru se tedy podili jak
peptidy, tak 1 fosfolipidy membrany. Naopak magainin 1 tvofi, stejn¢ jako napf. toxin ze
vc¢eliho jedu melitin, neusporadany toroidni por (Sengupta et al., 2008). Ten se od vyse
zminéného klasického toroidniho poru odlisuje v tom, ze peptidy netvofi uvniti poru
strukturu podobnou cylindru (Obrazek 2.3). Tyto peptidy jsou paralelné rozmistény na
membrang, ale jejich konce jsou zahnuté smérem do membrany, kde tvofi Usti poru,
které je mnohem $irsi nez jeho stied. Vnitini prostor poru tvoii hlavné fosfolipidy a ve

vetsing piipadl jeden az dva peptidy (Leontiadou ef al., 2006; Sengupta et al., 2008).
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Obrazek 2.3 Schéma porovndvajici neuspordadany toroidni pér a klasicky toroidni pér. Sedé
kulicky ptedstavuji fosfolipidové hlavicky, klikaté ¢ary znazoriuji mastné kyseliny fosfolipida.
Cervenymi helixy jsou znazornény proteiny. Upraveno ze Sengupta ef al., 2008.

Dal$im zndmym zastupcem patiicim mezi kationtové AMP jsou cecropiny, jez
dostaly nazev podle larvy Hyalophora cecropia, ze které byly poprvé izolovany
(Hultmark et al., 1980; Steiner ef al., 1981). Jedna se o antimikrobialni peptidy dlouhé
31-39 aminokyselin (Boman, 1991). Cecropiny byly nalezeny i u dalSich zastupcii
hmyzu naptiklad u Drosophila melanogaster (Kylsten et al., 1990) a Sarcophaga
peregrina (Kanai & Natori, 1989) nebo u hlistice Ascaris suum (Lee et al., 1989; Pillai
et al., 2005). Cecropiny netvoti pory, ale permeabilizuji membranu pomoci tzv.
detergentniho neboli kobercového modelu (Obrazek 2.2C). Peptidy nejdiive jako
koberec pokryji membranu diky elektrostatické interakci mezi negativné nabitymi
hlavickami fosfolipidl a pozitivn€ nabitymi aminokyselinami peptidu. Po vazbé na
membranu se peptidy uspotadaji tak, aby jejich hydrofilni aminokyseliny interagovaly
s polarnimi hlavickami fosfolipid nebo s molekulami vody. Nasledné dojde
k reorientaci hydrofobnich zbytki do hydrofobniho stfedu membrany, coz vede
k permeabilizaci membrany. Pti vyS$si koncentraci peptidu dochéazi dokonce ke
kompletni dezintegraci membrany jako pii u¢inku detergenti a k tvorbé smésnych
micel peptidi s fosfolipidy. Na rozdil od modelu poru o struktufe barelu jsou v tomto
modelu aminokyseliny béhem celé¢ho procesu v kontaktu s fosfolipidovymi hlavickami

(Oren & Shai, 1998).
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Priklady AMP pouzivanych v praxi

Kwvili stale Castéji se objevujicim kmentim bakterii rezistentnich na stavajici
antibiotika se hledaji mozné alternativy — napf. latky s jinym mechanizmem ucinku,
jako jsou AMP cilici na membranu. Nékteré z nich, napt. daptomycin, colistin,
oritavancin a derivaty vankomycinu dalbavancin a telavancin, byly schvaleny
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, Food and Drug
Administration) a zavedeny do klinické praxe (Chen & Lu, 2020). VéEtsinou se pouzivaji
az jako antibiotika posledni volby na 1écbu infekci zptisobenych multirezistentnimi

kmeny bakterii.

Mezi AMP schvalenymi pro 1é¢bu v roce 2014 patii telavancin, ktery je
semisyntetickym derivatem vankomycinu (Obrazek 2.4.A,B), a patii tedy mezi
lipoglykopeptidy. Jedna se o amfipatickou molekulu, jejiz hydrofobni ¢ast tvori
decylaminoetyl a hydrofilni (fosfometyl)aminometylova skupina (Leadbetter et al.,
2004). Telavancin ma dva mechanizmy ucinku. Tak jako vankomycin inhibuje syntézu
peptidoglykanu vazbou na jeho D-Ala, D-Ala konec. Jeho druhy t¢inek na bakterialni
buiiku spociva v naruSeni membrany. Zpisobuje zvySenou permeabilitu membrany,
unik intracelularniho drasliku a ATP a ztratu membranového potencidlu (Higgins et al.,

2005). Pouziva se na 1é¢bu koznich infekci (Plotkin et al., 2011).
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Obrdazek 2.4 Molekuly AMP pouzivané v klinické praxi; A) Vankomycin, B) Telavancin
(barevné jsou oznaceny fetézce liSici se od vankomycinu), C) Colistin. Upraveno podle
Dunbar et al., 2008 a Gurjar et al., 2015.

Dalsim pouzivanym AMP je colistin (Obrazek 2.4C). Je to cyklicky lipopeptid
patfici mezi polymyxiny. ZvySuje permeabilitu vnéj$i membrany a Gnik
vnitrobunéného obsahu (Mohamed et al., 2014). Polymyxiny interaguji s LPS, se
kterym tvofi klastry. Diskontinuita mezi klastrem a ostatnimi fosfolipidy zptsobuje

rozruSeni membrany (Khadka et al., 2018). Je tvofen deseti aminokyselinami, Sest
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z nich jsou lyziny, a 6-metyl oktanovou mastnou kyselinou (Chen & Lu, 2020). Pouziva
se jako antibiotikum posledni volby k 1é¢bé infekci zplisobenych rezistentnimi G

bakteriemi (Mohamed et al., 2014).

2.2.1.2 Peptidomimetika

Ackoliv se AMP zdaji jako slibny pfirodni zdroj pro nova antibiotika, maji také sva
omezeni. JelikoZ je membrana jejich mistem zasahu, jsou Casto toxické i pro eukaryotni
buniky, tim padem nevhodné pro humanni nebo veterinarni medicinu. Dalsi jejich
nevyhodou je, ze nékteré podléhaji ucinku protedz. Izolace AMP z ptirodnich zdroji ma
také Casto nizké vytézky a jejich produkce je pomalé a ndkladna (Dias & Rauter, 2019).
Tyto diivody vzbudily zajem o ptipravu syntetickych AMP, které jsou nékdy nazyvany
jako peptidomimetika. Jak uz nédzev napovida, tyto latky napodobuji ptirodni AMP.
Nesou ale strukturni modifikace, které zlepSuji jejich vlastnosti, jako je napt. zvySena
stabilita in vivo, odolnost vii¢i protedzam, snizena toxicita, antibakterialni aktivita proti
SirSimu spektru bakterii nebo jednoducha syntéza (O’Connell et al., 2013; Kumar ef al.,

2017).

Peptidomimetik je nepfeberné mnozstvi. V nésledujicich odstavcich predstavim
jako piiklad tii vybrané latky, které jsou jiz ve druhé nebo tieti fazi klinickych testi.
Prvni z téchto latek je syntetickd molekula oznacend LTX-109, kterd je tvofena
tryptofanovym jadrem substituovanym terc-butylovymi zbytky, dale obsahuje dva
argininy a jeden fenethyl (Obrazek 2.5A). Diky svému amfipatickému charakteru se
dobie zabudovava do membrany, kterou naruSuje (Flemming et al., 2009; Isaksson et
al., 2011). Vykazuje dobry antimikrobialni u¢inek vici G* bakteriim (MIC S. aureus
2 pg/ml), proti G™ bakteriim (MIC P. aeruginosa 8 ng/ml) 1 proti kmeniim S. aureus
rezistentnim k vankomycinu nebo meticilinu (u obou MIC 2-4 pg/ml). Zaroven
vykazuje nizkou hemolytickou aktivitu HCso (koncentrace, pii které lyzuje 50 %
Cervenych krvinek) 175 pg/ml (Isaksson et al., 2011; Saravolatz et al., 2012). Tato latka
prosla jiz druhou fazi klinickych studii. Byla testovana jeji bezpecnost, snasenlivost,
biologickéa dostupnost a t¢innost proti perzistentnim kmenlim S. aureus v nosni duting.
Také byla ovétovana zavislost i€¢inku na koncentraci. Latka byla aplikovana na sliznici
nosu v koncentraci 2 % a 5 % v podobé¢ gelu po tii dny. Béhem této doby doslo
k vyznamné redukci jednotek tvoticich kolonii (CFU, colony forming unit), ale
dochazelo casteji k vedlejsim ucinklim jako je zarudnuti, svédéni nebo paleni (Nilsson

etal.,2015).
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Druhou popisovanou latkou je D2A21, ktery je derivatem cecropinu (Obrazek
2.5C) (Ballweber et al., 2002). Tvoii jej pouze tfi druhy aminokyselin: lysin, alanin a
fenylalanin, kterych je v molekule celkem 23 (Obrazek 2.5B) (Schwab et al., 1999).
Zpusobuje naruseni integrity membrany a vytok obsahu cytoplasmy (Ballweber et al.,
2002). Je ucinny proti S. aureus (MIC 2 pg/ml) a P. aeruginosa (MIC 2 pg/ml), také
proti kmenu S. aureus rezistentnimu k meticilinu (MRSA, methicilin-resistant
S. aureus) (MIC 1pg/ml) a také proti multirezistentnim kmentim P. aeruginosa (MIC
1 ug/ml) (Schwab et al., 1999). Byl pouzit na 1é¢bu kozni infekce u mysi zpiisobené
P. aeruginosa, kdy u vsech testovanych jedinct doslo k vyléceni infekce (Chalekson et
al., 2003). Diky témto vysledkiim byl tento derivat kandidatem pro klinické testovani.
D2AZ21 je nyni ve tieti fazi klinickych testii proti infekcim popélenin pfi topickém

podani (Koo & Seo, 2019).

O néco vétsim peptidem, nez byl predchozi zastupce, je peptid s oznacenim
C16G2, ktery je tvoren celkem 35 aminokyselinami (Obrazek 2.5D). Jeho mechanizmus
ucinku spociva v poskozeni membrany, které vede ke ztraté¢ membranového potencialu
a k vytoku malych molekul jako je ATP (Kaplan et al., 2011). C16G2 patii mezi tzv.
specificky cilené antimikrobidlni peptidy, protoze ve své struktute obsahuje sekvenci
osmi aminokyselin (C16 oblast), ktera je stejna jako u peptidu CSP (Obrazek 2.5E)
stimulujiciho kompetenci u Streptococcus mutans. Diky této sekvenci dané
peptidomimetikum cili pfimo na S. mutans, ale ne na ostatni streptokoky osidlujici ustni
dutinu. Oblast peptidu nazvana G2 zase odpovida za u€inek na membranu. Tyto dvé
¢asti peptidu jsou spojeny tremi glyciny (Eckert ef al., 2006). MIC proti S. mutans je
20 pg/ml, cozZ se v porovnani s predchozimi peptidomimetiky miize zdat jako slaba
aktivita, ale u jinych testovanych streptokoki, jako jsou napt. S. gordonii nebo
S. sanguinis byla MIC pétinasobné vyssi (Kaplan et al., 2011). Pti koncentraci
odpovidajici desetinasobku MIC nevykazuje hemolytickou aktivitu (Sullivan ef al.,
2011). Tento peptid je nyni ve druh¢ fazi klinickych testl, kde se ve formé tstni vody

testuje jeho aktivita proti zubnimu kazu zplisobenému S. mutans (Koo & Seo, 2019).
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Obrazek 2.5 Sktruktury peptidomimetik; A) LTX-109, B) Sekvence aminokyselin v peptidu
D2A21, ktery je derivatem cecropinu, C) Sekvence cecropinu B, D) Sekvence peptidu C16G2,
E) Sekvence peptidu CSP stimulujiciho kompetenci u S. mutans. Oranzove jsou zvyraznény
oblasti C16, které jsou sekvenéné shodné u peptidu C16G2 a u peptidu CSP, zelené je
zvyraznéna oblast G2 odpovidajici za i€¢inek na membranu. Upraveno z Gazit et al., 1995,
Schwab et al., 1999, Isaksson et al., 2011 a Kaplan et al., 2011.

2.2.2 Membranov¢ aktivni latky nepeptidické povahy

Antimikrobidlni latky nemusi byt pouze peptidové povahy. V ptirod¢€ se vyskytuji i
mald nepeptidické antibiotika jako jsou naptiklad aminoglykosidy produkované
streptomycetami nebo reutericyklin produkovany Lactobacillus reuteri. VétSinou se
jedna o malé molekuly mimikujici vlastnosti AMP. Mnoho nepeptidickych
antimikrobidlnich latek je syntetizovano chemickou cestou, ale i pfesto se mohou
podobat nékterym piirodnim molekuldm, protoZe se jejich autofi inspirovali v pfirodeé.
Malé molekuly maji vyhodu oproti peptidim, protoZe se snadnéji syntetizuji, a proto
jsou vyhodnéjsi pro primyslovou produkci. Také se 1épe vstiebavaji do krevniho fecisté

a lépe se vylucuji z t€la (Ghosh & Haldar, 2015).

Typickym ptikladem nepeptidickych antibiotik jsou aminoglykosidy.
Aminoglykosidy jsou chemicky aminosacharidy, které produkuji bakterie rodu
Streptomyces. Prvnim izolovanym aminoglykosidem byl streptomycin izolovany
z bakterie Streptomycces griseus (Schatz et al., 1944). Aminoglykosidy jsou ve
fyziologickém prostiedi kladné€ nabité, proto se snadno vazi na zdporn¢ nabité
bakterialni membrany, které permeabilizuji, aby mohly proniknout dovnitt do buiiky
(Herzog & Fridman, 2014; Krause ef al., 2016). Uvnitt interaguji s 30S podjednotkou
ribozomu a zptisobuji nespravné cteni RNA ustici v tvorbu nespravné sbalenych a
nefunkénich proteintt (Weisblum & Davies, 1968; Benveniste & Davies, 1973). Nékteré

uplné, jako napt. gentamicin a paromomicin, inhibuji elongaci proteinii (Tsai et al.,
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2013). Inkorporace $patné sbalenych membranovych proteini zplisobuje poSkozeni
membrany (Anand & Davis, 1960; Davis et al., 1986). Nékolik védeckych skupin
uvazovalo o ptfidani hydrofobnich fetézct na alkoholové skupiny aminoglykosidi, které
by mohlo vést k vytvoreni aminoglykosidi, které membranu pfimo rozrusi uz prvotni
vazbou (Herzog & Fridman, 2014). Jednim z takto modifikovanych aminoglykosidl byl
tobramycin (Obrazek 2.6A). Bylo vytvotreno né¢kolik riznych analogli tobramycinu, ale
amidovy analog s pfipojenym dvanactiuhlikatym fetézcem byl nejslibnéjsi (Obrazek
2.6B). Tento analog vykazoval vétsi antimikrobialni aktivitu (napi. MIC

u Staphylococcus epidermidis 8 pg/ml) nez tobramycin (MIC S. epidermidis 128 pg/ml)
a zéroven tento analog nebyl ani pfi ¢tyfnasobné MIC hemolyticky (Herzog et al.,
2013). Dalsi skupina vytvartela analogy neomycinu B (Obrazek 2.6C). U analogt,

u nichz byly volné aminové skupiny guanylovany, byla obnovena Gi¢innost viici MRSA

a vuci kmentim P. aeruginosa rezistentnich k neomycinu (Bera et al., 2010).
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Obrdzek 2.6 Porovnadni aminoglykosidii; A) Tobramycin, B) Amidovy analog tobramycinu
s dvanactiuhlikatym fetézcem (Cervene je oznacen fetézec lisici se od tobramycinu),
C) Neomycin; Upraveno z Kotra ef al., 2005 a Herzog et al., 2013.

Mezi ptirodni nepeptidicka antibiotika patti také reutericyklin, ktery je produkovan
bakterii Lactobacillus reuteri kmenem LTH2584 (Génzle ef al., 2000). Chemicky se
jedna o N-acyltetramovou kyselinu (Obrazek 2.7A). Reutericyklin je hydrofobni
molekula (Hoéltzel et al., 2000), kterd svym tGcinkem zplisobuje ztratu membranového
potencialu (Géinzle & Vogel, 2003). Inhibuje rist G* bakterii, proti S. aureus nebo proti
B. subtilis vykazuje dokonce baktericidni u¢inek. G™bakterie jsou vii¢i tomuto
antibiotiku necitlivé diky vnéj$§i membrané. Tuto hypotézu potvrdil pokus s mutantnim
kmenem E. coli s poruchou syntézy LPS, kdy tento mutant byl reutericyklinem

inhibovan v riistu na rozdil od divokého kmene (Génzle ef al., 2000). Chemické syntéza
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reutericyklinu je slozitd kvili jeho nestabilnimu N-o,3-nenasycenému fetézci, proto
bylo vytvoreno nékolik analogl obsahujicich misto tohoto fetézce N-alkyl, N-aryl nebo
N-alkenyl (Yendapally et al., 2008). Nekteré z téchto analogt si zachovaly dobrou
ucinnost proti S. aureus (MIC 0,8 ug/ml) v porovnani s pvodni molekulou (MIC

1,6 png/ml). Vybrané analogy byly vyuzity k experimentalni 1écb¢€ kozni infekce
zpisobené S. aureus u mysi, kdy doslo ke snizeni CFU v infikovanych ranach (Hurdle
predchazejici. Ctyii z 19 analogt mély &tyfikrat vétsi G¢inek proti MRSA neZ pivodni
reutericyklin. U dvou z téchto analogii se objevil dal§i mechanizmus ucinku proti
bakteriim, a to inhibice syntézy DNA, RNA i proteint (Cherian et al., 2014). Tyto
molekuly vypadaji slibn€¢ pro mozné terapeutické vyuziti diky svym nizkym
hemolytickym aktivitam a zaroven dobré antimikrobidlni aktivité, ale bude potieba jesté

dalsich experimenttl, aby se mohlo o pfipadném terapeutickém vyuziti uvazovat.

O cerageninech byla jiz zminka v piedchozi kapitole 0 jako o latkach, které
preferuji membrany tvotené z neutrdlné nabitych fosfolipidi (Epand ef al., 2010). Jedna
se o derivaty zlucové kyseliny s riznym poctem navazanych aminovych zbytka, které
davaji molekule pozitivni naboj (Obrazek 2.7B) (Savage et al., 2002). Jsou u¢inné proti
G" i G bakteriim, i kdyZ obecné jsou u¢inn&jsi proti gram-pozitivnim bakteriim.
Cerageniny permeabilizuji a depolarizuji membranu, coZ je pro bakterie fatalni. Jsou
schopné také asociovat s vnéj§i membranou G~ bakterii a permeabilizovat 1 ji. JelikoZz
cerageniny preferuji neutralné nabité membrany, vykazuji nékteré 1 hemolytickou
aktivitu. Obecné lze fici, Ze ¢im vEtsi ma ceragenin antibakterialni u€inek, tim vice je 1
hemolyticky (Savage ef al., 2002). Z vytvotenych cerageninii byl nejslibnéjsi CSA-13
(Epand et al., 2010), ktery ma také hemolytickou aktivitu, jeZ ale mliZe byt sniZena tim,
ze se latka kovalentné navaze na magnetické nanocastice. Takto navazany ceragenin
vykazoval mensi hemolytickou aktivitu a vétsi antimikrobialni aktivitu nez ptivodni
volny (Niemirowicz et al., 2015). CSA-13 byl také schopny zabijet bakterie
P. aeruginosa v biofilmu (Nagant et al., 2013). Nov¢ byla syntetizovana druha generace
ceragenint, které maji ale velmi podobnou antibakteridlni aktivitu jako ptivodni CSA-
13 — hodnoty se 1isi 0,5— 4krat. Latky jsou zatim v testovani (Durnace et al., 2016;
Hashemi et al., 2017; Olekson et al., 2017; Bozkurt Guzel et al., 2018).

DalSim piikladem nepeptidické molekuly s antibiotickym G¢inkem je xanton. Jedna

se o molekulu sloZenou ze tfi cykll, z nichz dva jsou aromatické. Derivaty xantonu se
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vyskytuji v mnoha bakteriich, houbach, liSejnicich a vysSich rostlinach jako sekundarni
metabolity (Masters & Brése, 2012; Auranwiwat et al., 2014). Tyto derivaty vykazuji
také mimo jiné antimikrobialni i antifungélni aktivitu (Sundaram et al., 1983; linuma et
al., 1996). Jejich zasahovym mistem je cytoplazmaticka membrana bakterii. Zptusobuji
naru$eni membrany vedouci k vyliti cytoplazmy (Koh et al., 2013). Diky tomuto
zjisténi se zacalo experimentovat s chemickymi modifikacemi, kdy byly derivaty
xantonu kompletné ptipravovany chemickou syntézou. Pfidavanim riiznych substituent
bylo dosaZzeno zvySeni ¢i sniZzeni antimikrobialni aktivity proti G* bakteriim.

v

Nejslibnéjsi latka méla MIC u klinického izolatu S. aureus 0,39 pg/ml a hemolytickou
v druhé studii publikované touto skupinou. Syntetizovali symetrické molekuly, kdy si
substituenty na prvnim cyklu zrcadlové odpovidaly se substituenty na tfetim cyklu
(Obrazek 2.7C). Timto postupem piipravili dvé velmi slibné molekuly s dobrou
antimikrobidlni aktivitou proti testovanym kmentiim MRSA (MIC 1,56 - 3,13 ug/ml) a
zaroven velmi nizkou HCs (750, resp. 2 000 pg/ml) (Lin ef al., 2017).
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Obrazek 2.7 Nepeptidicke antimikrobialni latky; A) Reutericyklin, B) Ceragenin CSA-13,
C) Derivat xantonu ¢islo 6, D) Brilacidin; Upraveno z Génzle et al., 2004, Mensa ef al.,
2014, Hashemi et al., 2017 a Lin et al, 2017.

Posledni zde zminénou latkou je klinicky velmi slibny brilacidin. Chemicky se
jedna o arylamid nesouci dvé guanidinové skupiny, dva pyrolidiny a dvé
trifluorometylové skupiny (Obrazek 2.7D). Jeho mechanizmus G¢inku spociva
v depolarizaci membrany. Uéinkuje proti G* bakteriim (MIC Streptococcus pneumoniae
1 ug/ml, S. aureus 0,05 pg/ml) 1 proti G~ bakteriim (MIC E. coli 0,4 pg/ml,

P. aeruginosa 1,6 ng/ml) (Choi et al., 2009; Kowalski et al., 2016). Zaroven ma nizkou
hemolytickou aktivitu (HCso 56 pg/ml). Byl efektivni v 1é€b€ zanétu u mysi
zpusobeného S. aureus pfi intravendznim podani. Pfi davce 2 mg/kg doslo ke snizeni
CFU in vivo o pét tadu (Choi et al., 2009). Brilacidin mé za sebou druhou fazi
klinickych testti, kde byl testovan pro 1é¢bu koznich infekci. Tato studie prokazala
bezpecnost a dobrou toleranci k brilacidinu (Scott & Tew, 2016). Brilacidin je také

v preklinickém testovani pro potencidlni 1é¢bu ocnich infekei (Novack, 2014; Kowalski

etal.,2016).

2.3 Lipofosfonoxiny

Lipofosfonoxiny (LPPO, lipophosphonoxins) jsou malé syntetické molekuly, které

byly vyvinuty na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky,
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v. v. 1. panem Ing. Dominikem Rejmanem, CSc. a jeho spolupracovniky (Rejman, 2012
- patent). Stejné jako predchozi zminéné antimikrobidlni latky (kapitola 2.2), jsou LPPO
malé (molekulova hmotnost 700—1000 g/mol) amfipatické molekuly cilici

na cytoplazmatickou membranu bakterii (Panova et al., 2015). Celkem byly dosud
ptipraveny Ctyti generace LPPO. Molekuly prvnich dvou generaci LPPO se skladaji

ze ¢tyt modulli: imunocukrovy, spojovaci, hydrofobni a nukleosidovy (Obrazek 2.8)

(Rejman et al., 2011).
Spojovaci
modul
(LM)

Iminocukrovy
modul
(IM)

I OH OH
Nukleosidovy
modul
(NM)

Obrazek 2.8 Schéma molekuly LPPO 1. a 2. generace,; iminocukrovy modul (IM), spojovaci
modul (LM), nukleosidovy modul (NM) a hydrofobni modul (HM). Upraveno z Rejman et al.,
2011.

2.3.1 Vznik a vyvoj LPPO

Lipofosfonoxiny vznikly z fosfonoxinil pfidanim hydrofobniho fetézce
na fosfatovou skupinu. Fosfonoxiny (Obrazek 2.9A) byly syntetizovany jako
antiprotozoikum proti prvoktim rodu Giardia, kde inhibuji glykosyl transferazu-syntazu
bunéénych stén cyst. Fosfonoxiny se svoji strukturou podobaji uridindifosfo(UDP)-N-
acetylgalaktosaminu (Obrazek 2.9B), coz je substrat této glykosyl transferazy-syntazy,
ktera z néj vytvari poly B-1-3-N-acetylgalaktosamin. Pomoci této inhibice fosfonoxiny

zabranuji vegetativnimu riistu prvoka a také brani tvorb¢ cyst (Suk et al., 2007).

Fosfonoxiny se svou strukturou podobaji n€kterym antimikrobidlnim latkam, mezi
které patii polyoxiny, caprazamyciny, liposidomyciny nebo muraymyciny. Jak je vidét
na Obrazek 2.9, vSechny tyto latky ve své struktuie obsahuji nukleosidovou skupinu, na
které maji navazané dalsi substituenty. VSechny tyto latky jsou produkovany bakteriemi

rodu Streptomyces.
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Obrazek 2.9 Porovnani struktur molekul podobnych s fosfonoxiny,; A) Fosfonoxin, B) UDP-N-
acetylagalaktosamin, C) Polyoxiny, D) Caprazamycin B, E) Liposidomycin B, F) Muraymycin
2D. Upraveno z Rejman et al., 2011.

Polyoxiny jsou latky produkované Streptomyces cacaoi (Isono et al., 1965), které
maji antifungalni ucinek (Isono et al., 1967). Polyoxiny (Obrazek 2.9.C) maji podobnou
strukturu jako UDP-N-acetylglukosamin, ktery je substratem pro tvorbu chitinu, jenz
tvofi bunécnou sténu hub. Diky této strukturni podobnosti soupefi o aktivni misto
enzymu chitin syntetazy a tim celou syntézu inhibuji (Endo et al., 1970; Hori et al.,

1971).

Caprazamyciny (Obrazek 2.9D) byly izolovany z kmene Streptomyces spp.
MK 730-62F2. Uginkuji proti G* bakteriim (napt. Streptococcus pneumonie MIC
1 pg/ml), ale také proti kmentim Mycobacterium tuberculosis (MIC 6,25-12,5 pg/ml).
Pii testech na mySich nevykazoval Zadnou toxicitu (Igarashi ef al., 2003).
Mechanizmem uc¢inku je blokace tvorby peptidoglykanu inhibici translokazy MraY
(Ishizaki et al., 2013), ktera zabudovava UDP-N-acetylmuramovou kyselinu do
vznikajiciho peptidoglykanového fetézce (Bugg et al., 2006).

Liposidomyciny (Obrazek 2.9E) jsou produkovany bakterii Streptomyces
griseosporeus. Stejné jako predchozi caprazamyciny u€inkuji proti M. tuberculosis
(MIC 1,6 pg/ml) (Isono et al., 1985). Shodny je 1 mechanizmus G¢inku, kdy také

dochdzi k zabranéni syntézy peptidoglykanu inhibici translokazy MraY (Kimura ef al.,
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1989; Bugg et al., 2006). Piivodni izolované liposidomyciny mély velmi slaby
antimikrobialni u¢inek proti ostatnim G* i G™ bakteriim (MIC 100 pg/ml a vice) (Isono
et al., 1985). Proto byly rizné¢ chemicky modifikovany, aby byly G¢inné i proti dalSim
bakteriim. U jednoho analogu, ktery m¢l misto pivodniho diazepanového kruhu
ctrnactiuhlikaty fetézec s koncovym aminem, bylo dosazeno MIC proti S. aureus

2,5 pug/ml a proti E. coli také 2,5 ng/ml (Dini et al., 2002).

Posledni zminéné v této skupin€ jsou muraymyciny (Obrazek 2.9F), které byly
izolovany také ze Streptomyces sp. Mezi sebou se muramyciny odliSuji aminocukrovou
skupinou a mastnou kyselinou (McDonald ef al., 2002). Stejn¢ jako caprazamyciny a
liposidomyciny i muraymyciny inhibuji translokdzu MraY; (McDonald et al., 2002;
Bugg et al., 2006). Dva nejaktivnéjsi zastupci B8 a B9 maji MIC proti S. aureus
2 png/ml (B8) a 6 pg/ml (B9), ale proti E. coli dosahuji MIC 64 pg/ml (B8) a 32 pg/ml
(B9) (Cuin et al., 2018).

Diky podobnosti v chemické struktufe fosfonoxinii a téchto latek se ocekavalo, ze i
fosfonoxiny by mohly mit antibakterialni i¢inek. Bohuzel, toto o¢ekavani nebylo
naplnéno. Negativni naboj na fosfonatové skupiné pravdépodobné brani interakci
s negativné nabitou bakterialni buiikou. K molekule fosfonoxinu byla proto pfipojena
hydrofobni hexadecyloxypropyl esterova skupina, aby usnadnila interakci
s membranou. Takto vytvofend molekula dostala ndzev lipofosfonoxin (Rejman et al.,

2011).

2.3.1.1 1. generace LPPO

Na zacatku bylo vytvotfeno nékolik variant LPPO, které se liSily riznymi
chemickymi skupinami napti¢ moduly, a byla testovana jejich antimikrobiélni aktivita a
cytotoxicita. V nukleosidovém modulu byl plivodni uridin zaménén za cytidin, coz
vedlo ke zvySeni antimikrobidlni aktivity (napt. MIC u E. faecalis klesla z 12,5 ng/ml
na 6,25 pg/ml). V iminocukrovém modulu byly testovany plivodni hydroxylované
pyrrolidiny a piperidiny. U analogii s piperidiny doslo k drastickému snizeni
antimikrobidlni aktivity (MIC u E. faecalis 200 pg/ml). V hydrofobnim modulu byly
testovany skupiny hexadecyloxypropylu, etylu, pivaloylthioetylu, tetradecylu,
hexadecylu, octadecylu nebo eicosanyl esteru. NejlepSiho u¢inku dosahoval LPPO
s hexadecyl esterovou skupinou (MIC E. faecalis 6,25 pg/ml, B. subtilis 3,13 pg/ml,
Streptococcus agalactiae 1,56 pg/ml a S. aureus 6,25 — 12,5 ng/ml). Tento LPPO byl
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vybrén pro dalsi testovani a byl oznacen DR5026 (Obrazek 2.10A) (Rejman et al.,
2011).

2.3.1.2 2.a3.generace LPPO

Prvni generace LPPO je G¢inna pouze proti G* bakteriim, proti G™ bakteriim
P. aeruginosa a E. coli vykazovala MIC vyssi jak 200 ug/ml (Rejman et al., 2011). Pro
roz$iteni antimikrobidlniho spektra byla vytvotena druha generace LPPO, ktera se od
predchozi lisila predev§im zménou iminocukrového modulu. NejlepsSich aktivit dosahly
dv¢ latky: jedna s aminoskupinou oznacovana jako DR6088 (Obrazek 2.10B) a druha
s guanidinovou skupinou v iminocukrovém modulu oznacovana jako DR6180 (Obrazek
2.10C). Tyto latky vykazovaly aktivitu i proti G bakteriim (DR6088: MIC E. coli
6,25 pg/ml, P. aeruginosa 3,13 pg/ml; DR6180: MIC E. coli i P. aeruginosa
0,78 pug/ml) a zvySenou aktivitu proti G" bakteriim v porovnani s prvni generaci
(DR6088: MIC S. aureus 6,25 pg/ml, B. subtilis 3,13 pg/ml; DR6180: MIC S. aureus
3,13 pg/ml a B. subtilis 0,39 ng/ml). Zménou v iminocukrovém modulu doslo ke
zvySeni pozitivniho naboje molekuly, coz vedlo ke zlepSeni pocatecni interakce
s membréanou a také k rozsifeni t¢inku na bakterie s niz§i hodnotou celkového
povrchového negativniho naboje na povrchu membrany. Zmény hydrofobniho modulu
ukazaly, ze nejlepsich antimikrobialnich aktivit dosahovaly analogy s nasycenym

alkylovym fetézcem o délce 14 nebo 15 uhlikl (Seydlova et al., 2017).

Vyvoj LPPO pokracoval modifikacemi piivodnich molekul, které mély za cil
zjednodusit molekulu LPPO. Vznikla tak i tfeti generace. Tyto molekuly ale byly
bohuzel pfili§ toxické pro eukaryotni buiiky, proto se nadale v jejich testovani

nepokracovalo. Tteti generace je tedy slepou vyvojovou vétvi ve vyvoji LPPO.
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Obrdzek 2.10 Zastupci prvni a druhé generace lipofosfonoxini; A) DR5026 (zéstupce prvni
generace), B) DR6088 a C) DR6180 (zastupci druhé generace). Upraveno ze Seydlova et al.,
2017.
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2.3.1.3 4. generace LPPO

Snaha vyvinout latky s co nejucinnéjsi antimikrobialni aktivitou a zaroven
selektivitou vedla ke ¢tvrté generaci LPPO, ktera se od piedchozich generaci 1isi v tom,
ze je tvorena zrcadloveé symetrickou molekulou (Obrazek 2.11) a také usporadanim a
slozenim jednotlivych moduli. Ctvrtd generace LPPO obsahuje nasledujici moduly:

hydrofobni, polarni, konektor a spojovaci.

Obrazek 2.11 Schema molekuly c¢tvrté generace lipofosfonoxinii;, PM: polarni modul, C:
konektor, LM: spojovaci modul, HM: hydrofobni modul (Rejman, osobni komunikace,
nepublikovana data).

Jeden z dosud nejslibnéjsich nasyntetizovanych analogti je DR7072 (déle jen
7072). Tento analog G¢inkuje proti G* bakteriim i G~ bakteriim (MIC v Tabulce 1) a
zaroven ma nizkou hemolytickou aktivitu (HCso vice nez 100 pg/ml). Polarni modul
tohoto analogu obsahuje aminové skupiny, spojovaci modul nasyceny alifaticky fetézec
o délce Sesti uhlikii a hydrofobni modul nasyceny osmiuhlikaty alifaticky fetézec.

Mechanizmus ¢inku tohoto analogu je pfedmétem této diplomové prace.

Pro porovnani vlivu délky alifatickych fetézcli na antibakteridlni a hemolytickou
aktivitu byly vybrany dal$i dva analogy. Analog s oznac¢enim DR7070 (déle jen 7070)
se od analogu 7072 1isi délkou spojovaciho modulu, ktery ¢ini deset uhlik.
Antibakterialni aktivitou se téméf rovna analogu 7072 (Tabulka 1), odliSuje se vSak
svou vysokou hemolytickou aktivitou (HCso 6 pg/ml). Dal§im analogem je DR7107
(déle jen 7107), ktery se od 7072 1i8i v délce hydrofobniho modulu, ktery ma délku
pouze Sest uhlikti. Oproti LPPO 7072 a 7070 vykazuje velmi malou aktivitu proti
bakteriim (Tabulka 1) a zaroven neni hemolyticky (HCso > 100 pg/ml) (Rejman,

nepublikovana data).
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Tabulka 1 Minimalni inhibicni koncentrace u testovanych LPPO

MIC (ng/ml) 7072 7070 7107
S. aureus (CCM 4223) 0,5 0,5 8
E. faecalis (CCM 4224) 1 0,5 128
E. coli (CCM 3954) 0,5 0,5 32
P. aeruginosa (CCM 3955) 2 1 > 128

2.3.2 Mechanizmus ucinku LPPO

Diky ptitomnosti hydrofobniho modulu bylo ptedpokladano, ze by LPPO 1. a 2.
generace mohly interagovat s cytoplazmatickou membranou. Pomoci vodivostnich
meéfeni na umélém systému plandrnich lipidickych membran (popis metody v kapitole
4.5) bylo zjisténo, ze LPPO tvoii v membrang pory. Nasledujici pokus s zivymi
buitkami s pouzitim sondy propidium jodid (PI, propidium iodide) (popis metody
v kapitole 4.6) potvrdil, ze LPPO zpiisobuji naruseni membrany, diky kterému sonda
pronikne dovnitf buiiky. Celé toto pozorovani bylo dovrSeno snimky z elektronového
mikroskopu zobrazujici builky B. subtilis po inkubaci s 10 pg/ml LPPO. Jak je vidét na
Obrazku 2.12, jiz po 15 minutach inkubace doslo k naruseni membrany a vytoku
cytoplazmy. Po 30 minutach doslo k iplnému rozpadu membrany (Panova ef al., 2015).
Dalsi pokusy ukazaly, ze se LPPO 1. a 2. generace hromadi v cytoplazmatické
membrané a neovliviuji syntézu DNA, RNA, proteind, lipidii ani bunééné stény

(Panova et al., 2015; Seydlova et al., 2017).

A B 1‘5_: min C 30 min

I.\\-_/; e * —

Obrazek 2.12 Dezintegrace membrany bunek Bacillus subtilis po ucinku LPPO; Zn4dzornéni
ucinku latky DR5026 v koncentraci 10 ug/ml na bunky B. subtilis. A) Burnka bez G€inné
latky, B) Bunka po ucinku latky po dobu 15 minut, C) Bunka po ucinku latky po dobu 30
minut. Upraveno z Panova et al., 2015.
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Také byl testovan potencidl vzniku rezistence proti LPPO. U prvni generace byly
testovany bakterie B. subtilis, E. faecalis a S. agalactiae. Ani po 14 pasazich
v subinhibi¢ni koncentraci LPPO (0,5 pg/ml) nedoslo k vyznamné zméné MIC (Panova
et al., 2015). Potencial vzniku rezistence u druhé generace byl testovan na
P. aeruginosa, u kter¢ ani po 20 pasazich v subinhibi¢ni koncentraci (1,56 pg/ml)

nedoslo ke zméné MIC, kterd by indikovala vznik rezistence (Seydlova et al., 2017).

2.3.3 Utinek LPPO na eukaryotni buiiky a celé organizmy

Toxicita LPPO byla testovana n¢kolika zplisoby — testovana byla metabolicka
aktivita udavajici zivotaschopnost buiikky, membranova integrita ukazujici cytotoxicitu a
aktivace kaspazy 3/7 vypovidajici o apoptdze (Rejman et al., 2011). LPPO prvni
generace vykazovaly cytotoxicitu proti erytroidnim progenitorovym buiitkam az pii
koncentraci 31 pg/ml a vice. Pokusy se sondou PI ukézaly, ze LPPO nenarusuji
membranu mySich makrofagi. Pomoci Amesova testu bylo potvrzeno, Zze LPPO této
generace nejsou genotoxické. Na mySim modelu pti per os podani nevykazovaly Zadny
projev toxicity ani pfi maximalni davce (2 g/kg), pii intraperitonedlnim podéani byla

snasenlivost horsi, a to pouze 50 mg/kg (Panova et al., 2015).

Podobné jako prvni generace vykazuje i druhéd generace LPPO toxicitu proti
eukaryotnim bunkdm az pti koncentraci nad 30 pg/ml. Testovany byly tfi rizné bunécné
linie: BJ (normalni primarni lidské fibroblasty s limitovanym poctem déleni), RPE-1
(normalni epitelidlni imortalizované bunky z rohovky) a Hep G2 (bunky
hepatocelularniho karcinomu) pomoci stejnych tii typi testlh zminénych v predchozim
odstavci. Druhd generace také nenaruSuje membranu mySich makrofagii (méteno
vstupem sondy PI do bungk). Pfi testech s Caco-2 monovrstvou bun¢k bylo zjisténo, Ze
LPPO neprochazeji skrz buniky z apikalni strany na bazolateralni a ani neziistavaji
v bunikach. Hemolyticka aktivita (HCso) u obou vybranych zastupci DR6088 a DR6180
byla 16 pg/ml, coz odpovida 2—4nasobku MIC u riznych bakterii. Testy snasenlivosti
na myS$ich pfi ordlnim podéani ukézaly, Ze LPPO této generace nevykazuji Zadné
syndromy toxicity (napt. ibytek hmotnosti zvifete nebo nasledna smrt) ani pfi
maximalni davce 2 g/kg. I pii testu drazdivosti klize na kralicich u nich
nedoslo k zadnym fyziologickym, morfologickym nebo behavioralnim zméndm

(Seydlova et al., 2017).
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3 Cile

Cilem této diplomové prace bylo zjistit mechanizmus uc¢inku 4. generace LPPO a
studovat vliv struktury LPPO na jejich aktivitu. Pro tuto strukturné-aktivitni studii byly
vybrany tfi zastupci LPPO. Prvnim z nich je 7072, ktery vykazuje slibné
antimikrobidlni G¢inky a zaroven nizkou hemolytickou aktivitu. Aktivita tohoto LPPO
byla porovnavéana s hemolytickym LPPO 7070, ktery se 1isi od 7072 délkou spojovaciho
modulu o ¢tyfi uhliky, a s LPPO 7107 s nizkou antibakterialni aktivitou. Tento LPPO se
od 7072 odlisuje o dva uhliky kratSim hydrofobnim modulem. Pro testovani vlivu LPPO

na zivé buiiky byl modelovou G* bakterii S. aureus a modelovou G™ bakterii E. coli.
Dil¢i cile:
1) Ovérit a porovnat porotvornou aktivitu LPPO
2) Zjistit, zda odlisné fosfolipidové slozeni membrany ovlivituje aktivitu LPPO
3) Zjistit, zda LPPO permeabilizuji membranu a narusuji membranovy potencial
vybranych modelovych bakterii
4) Zjistit, do jaké miry LPPO pifekonavaji vnéjsi membranu E. coli a jak jejich
ucinnost ovlivituje pfitomnost lipopolysacharidu

5) Zjistit vliv LPPO na zZivotaschopnost bakterii
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4 Material a metody

4.1 Pouzité bakteridlni kmeny

Pro pokusy byly pouzity néasledujici kmeny bakterii:
Escherichia coli CCM 3954

Escherichia coli imp 4213 (Caetano et al., 2011)
Staphylococcus aureus CCM 4223

Tyto kmeny byly uchovéavany v kryokonzervach v 15% glycerolu v -80 °C.
Z téchto konzerv byly bakterie vyockovany na Sikmé agary s Luria-Bertani (LB)
médiem. Bakterie byly kultivovany pies noc ve 37 °C a nasledné uskladnény ve 4 °C

po maximalni dobu jednoho mésice.

4.2 Ptiprava kultivacnich pid
Luria-Bertani médium

Trypton: 10 g/l (Oxoid)

Kvasni¢ny autolyzat: 5 g/l (Oxoid)
NacCl: 10 g/l (Lach-Ner)

Destilovana voda

Agar (Oxoid) — pfiprava pevného média

Pti ptipravé pevnych médii byl do LB média pfidan agar na vyslednou koncentraci

2 %.

4.3 Sterilizace

Média a vodné roztoky byly sterilizovany v autoklavu pii 121 °C v pfetlaku vodni
pary 0,12 MPa po dobu 20 minut. Pufr pro méfeni na planarnich lipidickych
membranach a vnéjsi pufr pro piipravu suspenze lipozomi byly sterilizovany filtraci
(filtry Milliex GS s velikosti porti 0,22 pm, Milipore), kterd zachytila 1 ptipadné
mechanické necistoty, které by mohly naruSovat méfeni. Laboratorni sklo bylo

sterilizovano v horkovzdusné susarné 60 minut pti 180 °C.
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4.4 Kultivace bakterialnich kultur

Biomasa narostla na Sikmych agarech byla zaockovana do 30 ml LB média
v 250ml Erlenmayerové barice a aerobné kultivovana v horkovzdusné tfepacce pii
teploté 37 °C a otackéach 180 rpm ptes noc. Z této no¢ni kultury byla zao¢kovana ranni
kultura tak, aby méla vychozi optickou denzitu pti 450 nm (OD4s0) = 0,05. Takto
zaoCkovana kultura byla kultivovana pfti stejnych podminkéch (37 °C, 180 rpm) az do
hodnoty OD4s0 = 0,5. Pii dosaZeni této OD byla kultura centrifugovana pti 5 000 g po
dobu 10 minut pti 25 °C, aby doslo k oddéleni bun€k od média.

4.5 Vodivostni métfeni na planarnich lipidickych membranach
Pouzity material:
Pentan (Sigma-Aldrich)
Etanol (Penta)
Dekan (Sigma-Aldrich)
Butanol (Sigma-Aldrich)
Mefici pufr: 1 M KCl (Sigma-Aldrich)
10 mM Tris (Sigma-Aldrich)
pH 7,4
Difytanoylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidylcholin (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidyletanolamin (Avanti Polar Lipids)
LPPO: 1 mg/ml, destilovana voda
Pomoci méteni na planarni lipidové membrané vytvorené ze syntetickych
fosfolipidl byl sledovan pérotvorny ucinek LPPO na urovni jednotlivych molekul.
Smés syntetickych fosfolipidii napodobovala sloZzeni a ndboj membran bakterii nebo

eukaryotnich bun¢k. Na tomto umélém systému byl sledovan vliv sloZzeni membrany a

koncentrace LPPO na velikost a stabilitu port.

41



Mg¢feni probihalo v teflonové komirce, ktera je rozdélena teflonovou piepazkou
s malym otvorem uprostied (Obrazek 4.1). Otvor v prepazce mél plochu asi 0,5 mm?.
Pted kazdym pouzitim byla komurka vyplachnuta horkou vodou, denaturovanym
etanolem, proudem vody z vodovodniho kohoutku, destilovanou vodou a ¢istym
etanolem a nasledné vysuSena pentanem. Stejné byly promyty vSechny soucasti
komurky, elektrody a Spendlik pro nanéseni lipidii. Poté byl do obou oddé€lenych casti
komirky ptfidan 1 ml pufru. Pfed kazdym méfenim byla ovéiena funkénost a symetrie
pouzivanych Ag/AgCl elektrod a bylo nastaveno napéti na membrané na 50 mV.
Fosfolipidova smés, ktera byla slozena z 3% (w/v) roztoku fosfolipidi ve smési
dekan:butanol 9:1 (v/v), byla nanesena pipetou na sklenénou spendlikovou hlavicku.
Touto Spendlikovou hlavi¢kou byla smés pfenesena pietaZzenim pies otvor v piepazce,
aby vytvorila tenkou fosfolipidovou dvouvrstvu. Pro kontrolu dostatecné stability
membran pro méfeni bylo vytvoreno a nasledné imysln¢ zniceno nékolik membran.
Pokud membrany nepraskly po dobu nejméné 30 minut, byly povazovany za dostate¢né
stabilni a mohlo se pfejit k samotnému méteni. Na cis stranu komurky byly pfidany
LPPO na pozadovanou koncentraci a objem komurky byl dikladn€ promichan

automatickou pipetou.

Do systému bylo pomoci Ag/AgCl elektrod vkladano napéti a proud prochazejici
pfes membranu byl zaznamendvan pomoci 10 nebo 100 GV/A zesilovace (MIT),
sbérnou PCI kartou KPCI — 3108 (Keithley Instruments) a softwarem BLM2, ktery byl
vytvofen na miru na Matematicko-fyzikalni fakulté Univerzity Karlovy panem
Doc. RNDr. Jifim Bokem, CSc. Pokud je membrana nenarusend, pohybuje se hodnota
prochazejiciho proudu okolo nuly. Pokud ale dojde k vytvoteni kanalu porotvornou
latkou, systém se stane vodivym a dojde ke skokovému nartistu intenzity proudu, ktera
je zaznamendna. Zaznam proudu v ¢ase byl poté manualné vyhodnocen pomoci

programu QuB (https://qub.maelics.com/).
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Obrazek 4.1 Schéma teflonové komurky

4.6 Sledovani permeabilizace membrany Zivych bunék pomoci
vstupu sondy propidium jodid

Pouzity material:

Propidium jodid: 20 mM (Sigma-Aldrich), dimethylsulfoxid (DMSO)

Pufr: 10mM 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetan sulfonova kyselina (HEPES) (Sigma-
Aldrich)

0,5% glukéza (Penta)
Lipofosfonoxiny: 5 mg/ml, destilovana voda
Melitin: 1mM (Sigma-Aldrich), destilovand voda
Burky E. coli CCM 3954 OD4so = 0,2 (odpovida 5x107 bunék/ml)
Buiky S. aureus CCM 4223 OD4so = 0,2 (odpovida 4x107 bun&k/ml)

Butiky E. coli imp 4213 (Caetano et al., 2011) OD4so = 0,2 (odpovida 5x107 bun&k/ml)

Pomoci méteni s vyuzitim sondy PI byla sledovana schopnost LPPO
permeabilizovat bakteridlni membranu. Sonda sama o sobé€ do buniky nepronika. Pokud
dojde k naruSeni membrany, PI vstupuje do buiiky, kde se inkorporuje do molekul
dvoufetézcovych nukleovych kyselin. Tim dojde ke zvySeni intenzity fluorescence,

ktera je nasledné detekovana (Hudson ef al., 1969; Wenzel et al., 2015).
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Pelet bunck, ktery byl ziskan centrifugaci kultury bakterii (viz kapitola 4.4), byl
promyt v pufru s glukézou. Po nésledné centrifugaci (5000 g, 25 °C, 10 min) byl
odstranén zbytek supernatantu, vysledny pelet byl resuspendovan ve stejném pufru na
finalni OD4s0 = 0,2 a k této suspenzi byla pfidana sonda PI ve vysledné koncentraci

10 M.

Inkorporace sondy PI do bunék S. aureus byla méfena pomoci zmény intenzity
fluorescence zaznamenané pomoci spektrofluorometru FluoroMax-3 (Jobin Yvon,
Horiba). Vlnova délka excita¢niho zafeni byla méfena pii 515 nm a intenzita emise
620 nm pfi pouziti filtrd 3RD500-530 pro excitaci a 3RD570LP pro emisi (Omega
Optical). Stérbiny byly nataveny na 5 nm. MéFeni probihalo v kiemennych kyvetach
o rozmeérech 10x10 mm, do kterych byly pfidany 2 ml bakterialni kultury a magnetické
michatko. Obsah kyvety byl takto béhem méfeni promichévan. Po poc¢ate¢nim méfeni
bazalni intenzity fluorescence samotné bakteridlni suspenze, které trvalo zhruba
30 sekund, byly do kyvety ptfidany LPPO ze zasobniho roztoku v testovanych

koncentracich. Jako pozitivni kontrola permeabilizace membrany slouzil melitin.

Kwvili ¢asové narocnosti permeabilizac¢nich pokust se suspenzi bunék E. coli
(kinetiky vstupu PI do bungk trvaly okolo 90 minut) probihalo méteni v plastové 96
jamkové mikrotitra¢ni desticce. Do kazdé jamky byla pfidana suspenze bunék o objemu
200 pl. K této suspenzi byl ptidan roztok LPPO na poZzadovanou vyslednou koncentraci.
Desticka byla vloZena do pfistroje MicroMax 384 (Jobin Yvon, Horiba), ktery byl
pripojeny ke spetrofluorometru FluoroMax-3. Pro méteni byly pouzity stejné filtry 1
nastaveni vinovych délek excitace a emise jako bylo popsano vyse. Stérbiny byly

nastaveny na 7 nm.

4.7 Sledovani zmény membranového potencialu
Pouzity material:
3,3' - dipropylthiadikarbocyanin jodid (DiSCs3(5)): ImM (Sigma-Aldrich), DMSO
Pufr: 10mM HEPES (Sigma-Aldrich)
0,5% glukéza (Penta)
LPPO: 5 mg/ml, destilovana voda

Melitin: 1mM (Sigma-Aldrich), destilovand voda
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Sodna siil etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA): 0,5M (Sigma-Aldrich)
Buiiky E. coli CCM 3954 OD4so = 0,2 (odpovida 5x107 bun&k/ml)

Buiiky S. aureus CCM 4223 ODaso = 0,2 (odpovida 4x107 bunék/ml)

Zména membranového potencidlu u¢inkem LPPO byla sledovani pomoci sondy
DiSC3(5), ktera se vaze do polarizovanych membran. Zabudovanim sondy do
membrany dojde ke snizeni jeji intenzity fluorescence. Kdyz dojde k poruseni
membranového potencialu u¢inkem membranovée aktivni latky, sonda se vyvaze

z membrany a dojde ke zvySeni intenzity fluorescence (Sims et al., 1974).

Pelet bun¢k E. coli ziskany centrifugaci (viz kapitola 4.4) byl promyt v pufru. Po
dalsi centrifugaci (5000 g, 25 °C, 10 min) byl odstranén supernatant a vysledny pelet
byl resuspendovan ve stejném pufru. K této suspenzi byl piidan roztok EDTA na finalni
koncentraci 10mM, aby doslo k naruSeni vnéj$i membrany a k usnadnéni piistupu sondy
DiSCs(5) k cytoplazmatické membranég. Suspenze byla s EDTA inkubovéna po dobu
20 min na valcové michacce zkumavek (MX-T6-S, DLAB). Nasledn¢ byla suspenze
centrifugovana, aby doslo k odstranéni EDTA. Supernatant byl slit a vznikly pelet byl
resuspendovan v pufru s glukézou na vyslednou OD4so = 0,2. K této suspenzi byla
pfiddna sonda DiSCs(5) na vyslednou koncentraci 1uM. Znaceni bunék sondou
probihalo ve tmé& pii pokojové teploté v batice michané magnetickym michadlem, které
zajiStovalo vzduSnéni suspenze, po dobu 90 minut. Ptiprava bunék S. aureus probihala

obdobn¢ s vynechanim kroku s EDTA.

Meéfteni intenzity fluorescence probihalo pomoci spektrofluorometru FluoroMax-3
(Jobin Yvon, Horiba). Vlnova délka excitaéniho zafeni byla 610 nm a intenzita
fluorescence emisniho zafeni byla méfena pii 660 nm s pouzitim filtrt RPB590-610 pro
excitaci a RPE650LP pro emisi (Omega Optical). Velikost §térbin byla nastavena na
4 nm. Suspenze bun€k byla métena v kiemennych kyvetach o rozmérech 10x10 mm
v objemu 2 ml bunééné suspenze. Do kyvety bylo pfiddno magnetické michéatko kvili
rovnomérnému miseni. Nejdiive bylo zhruba 30 sekund méfeno pozadi samotné
bakteridlni kultury, nasledné byly do kyvety pfidany LPPO ze z4sobniho roztoku na
pozadované koncentrace. Jako pozitivni kontrola permeabilizace membrany slouZil

melitin.
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4.8 Sledovani permeabilizace vnéjSi membrany bakterie E. coli
Pouzity material:
N-fenyl-1-naftylamin (NPN): 10mM (Sigma-Aldrich), metanol
Pufr: 10mM HEPES (Sigma-Aldrich)
0,5% glukdza (Penta)
Lipofosfonoxiny: Img/ml, destilovana voda
Polymyxin B: 20 mM (Sigma-Aldrich), destilovana voda

Buriky E. coli CCM 3954 ODaso = 0,2 (odpovida 5 x 107 bungk/ml)

Pomoci sondy NPN byla sledovana schopnost LPPO permeabilizovat vnéjsi
membranu E. coli. Tato sonda je hydrofobni a zabudovava se do hydrofobniho prostiedi
membran (Loh ef al., 1984). Pti poruSeni vnéj$i membrany dochdzi k zabudovani NPN
do naruSené membrany, ¢imz dojde ke zvySeni intenzity fluorescence (Alakomi ef al.,

2006).

Pelet bun¢k E. coli vytvoreny centrifugaci suspenze bakterii (viz kapitola 4.4), byl
promyt v pufru. Po nasledné centrifugaci (5000 g, 25 °C, 10 min) byl odstranén
supernatant a vysledny pelet byl resuspendovan ve stejném pufru na findlni ODa4so = 0,2.

Do této suspenze byla pfidana sonda NPN ve vysledné koncentraci 10 uM.

Zmeéna intenzity fluorescence sondy NPN byla métena v 96 jamkovych
mikrotitracnich destickach v pfistroji MicroMax 384, ktery byl pfipojeny
k spektrofluorometru FluoroMax-3 (Jobin Yvon, Horiba). VInové délka excita¢niho
zafeni byla nastavena na 350 nm a intenzita emise byla sniména pti vinové délce
420 nm bez pouziti optickych filtrii. Stérbiny byly nataveny na 2,5 nm. Do kazdé jamky
byla pfidana suspenze bun¢k o objemu 200 pl. Po zméteni bazélni intenzity
fluorescence (IFo) samotné bakterialni suspenze byly do jamek ptidany LPPO ze
zasobniho roztoku na vyslednou testovanou koncentraci. Poté byla zmétfena maximalni
hodnota intenzity fluorescence (IFmax). Zaroven byla méfena intenzita fluorescence
samotné sondy v pufru (IFpus). Z té€chto hodnot byla spocitana IF sondy NPN podle

vztahu:

IF NPN = (IEnax — IFpusr) — (IFg — [Fpusr)
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Jako pozitivni kontrola permeabilizace vnéj$i membrany slouzil polymyxin B.

4.9 Ptiprava lipozoémil
Pouzity material:
Sefadex G-50 medium (Sigma-Aldrich)
Chloroform (Sigma-Aldrich)
Vnitini pufr: 50 mM 5(6)-karboxyfluorescein (Sigma-Aldrich)
5 mM HEPES (Sigma-Aldrich)
pH 7.4
Vnéjsi pufr: 100 mM NaCl (Lach-Ner)
5 mM HEPES (Sigma-Aldrich)
0,5 mM Na;EDTA (Sigma-Aldrich)
pH 7,4
Dioleylfosfatidyletanolamin (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidylcholin (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Polykarbonétové membranové filtry — velikost porti 100 nm (Avestin)

Podlozky filtrG (Whatman)

Pozadovana smés fosfolipidi (1,5 mg) rozpusténa v chloroformu byla pifevedena

do zabrusovych zkumavek. K této smési byl ptidan 1 ml chloroformu, aby se

fosfolipidy dobie promisily a rozprostiely po plose spodni ¢asti zkumavky. Chloroform

byl odpaten na rotacni vakuové odparce (INGOS RVO 400) pti teploté 37 °C, tlaku
okolo 210 bar a pti otackéach 280 rpm. Odpatovani probihalo az do vytvofeni tenkého
lipidového filmu na st€nach zkumavky. K tomuto filmu bylo pfidano 1,5 ml vnitiniho
pufru obsahujiciho fluorescencni sondu karboxyfluorescein (CF, carboxyfluorescein).

Zkumavky s touto smeési byly zahtivany pii teploté 37 °C po dobu 5 minut a nasledné

10 minut tfepany na laboratorni tfepacce opatfené platformou na zkumavky. Tyto kroky
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byly opakovany Sestkrat. Vytvofena suspenze vicevrstevnych a nestejné velkych
lipozémt byla pomoci zatizeni pro ptipravu lipozému (Avanti Polar Lipids) protlacena
jedenactkrat pies polykarbonatovy filtr se 100 nm pory, ¢imz vznikly jednovrstevné
lipozémy o pozadované velikosti. Tato suspenze byla nasledné prefiltrovana na koloné
se Sefadexem G-50, aby doslo k oddéleni volné sondy od vytvotenych lipozémd.
Sefadex G-50 byl pied filtraci tfi hodiny hydratovan ve vnéj$im pufru (1,9 g Sefadexu a
40 ml pufru). Frakce ptefiltrovanych lipozomu byly jimény do 1,5ml plastovych
zkumavek. Déle byla zjistovana koncentrace lipidi v jednotlivych jimanych frakcich
pomoci stanoveni koncentrace anorganického fosfatu (viz kapitola 4.10). Frakce

s nejvyssi koncentraci byly nafedény vnéjSim pufrem na vyslednou koncentraci 10 uM
fostatu v suspenzi lipozomii. Tato suspenze byla nasledné pouzita k méteni lyze

ucinkem LPPO (viz kapitola 4.11).

4.10 Stanoveni koncentrace anorganického fosfatu
Pouzity material:

Kyselina chlorista (HC1O4): 70 % (v/v) (Penta)

Kyselina askorbova: 10 % (w/v) (Lach-Ner)

Molybdenan amonny: 2,5 % (w/v) (Lach-Ner)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4): 0,2 mM (Fluka)

Deionizovana voda

Koncentrace anorganického fosfatu byla stanovena kolorimetricky pomoci reakce
molybdenanu amonného s fosfore¢nany v pfitomnosti kyselin askorbové a chloristé.
Touto reakci vznika fosfomolybdenova modf, jejiz intenzita je déle stanovovana
spektrofotometricky. Koncentrace fosfatu ve frakcich lipozémt byla odectena

z ptipravené kalibra¢ni pfimky.

Do sklenénych zkumavek, které byly pétkrat vyplachnuty tekouci vodou, pétkrat
destilovanou vodou a vysuseny, bylo pfidano 100 pl ptefiltrovanych lipozomt a 0,5 ml
kyseliny chloristé. Tato smes byla mineralizovana po dobu jedné hodiny pii 180 °C.
Nasledné¢ bylo ke smési piidano 3,4 ml deionizované vody a 0,5 ml roztoku
molybdenanu amonného. Smés byla dikladn€ promichdna na laboratorni michacce
vortex. Nakonec byla ke smési ptfidana 10% kyselina askorbova v objemu 0,5 ml a smés
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byla opét fadn€ promichana. Zkumavky s timto obsahem byly nasledné inkubovany ve
vodni 1azni o teploté 100 °C po dobu 5 minut. Po ochlazeni vzorkl byla métena
absorbance pti 820 nm oproti destilované vod¢ na spektrofotometru (Beckman Coulter
DU730). Koncentrace fosfatu ve vzorcich lipozomu byla poté odectena z kalibracni

pfimky, ktera byla ziskana méfenim absorbance roztokt o zndmé koncentraci fosfatu.
Priprava kalibracni primky

Do sklenénych pét krat destilovanou vodou vyplachnutych a vysusenych zkumavek
byla pfidana voda a roztok KH,POj4 tak, aby vysledna koncentrace fosfatu byla 0 pmol,
0,02 pmol, 0,06 umol a 0,12 pmol. Déle bylo do zkumavek ptidano 0,5 ml HCIO4 a
0,5 ml roztoku molybdenanu amonného a zkumavka byla fddn¢ promichana. Nakonec
bylo ptidano 0,5 ml roztoku kyseliny askorbové a zkumavky byly také umistény na
5 minut do vodni 14zné€ o teploté 100 °C. Po vychladnuti jim byla zméfena absorbance

pii 820 nm a z namétenych hodnot byla vytvorena kalibra¢ni pfimka (Obrazek 4.2.)

Pro kazdé stanoveni koncentrace fosfatu v lipozomech byla vytvotrena nova

kalibra¢ni pfimka. Jednotlivé body kalibra¢ni ptimky byly stanovovany v duplikatech.

07 ¢

o
o

L
)

o
w
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Obrdzek 4.2 Kalibracni primka

4.11 Sledovani tniku fluorescen¢ni sondy z lipozoému
Pouzity material:

Triton X-100 (Serva)
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LPPO: 5 mg/ml; destilovana voda
Lipopolysacharid E. coli O111:B4: 5 mg/ml (Sigma-Aldrich)

Lipozémy: suspenze o koncentraci fosfatu 10uM

Permeabilizace membrany zptisobena LPPO byla sledovana pomoci tniku
fluorescen¢ni sondy CF z lipozému. CF uzavieny v lipozdmech je v takové koncentraci,
kdy molekuly CF mezi sebou tvoii dimery a tim je fluorescence CF zhasena, tzn., Ze
intenzita fluorescence je slaba. Kdyz dojde k naruSeni lipozoémt membranové aktivnimi
latkami, sonda se vyleje do okolniho roztoku, vyfedi se a dojde k nartistu intenzity

fluorescence (Chen & Knutson, 1988).

Intenzita fluorescence v suspenzi lipozomil o objemu 2 ml byla métena
v kiemennych kyvetach o rozméru 10x10 mm pomoci spektrofluorometru FluoroMax-3
(Jobin Yvon, Horiba). Do kyvety bylo pfidano magnetické michatko a béhem celého
méfeni byla suspenze michana. Vlnova délka excita¢niho zéfeni byla 480 nm a intenzita
fluorescence emisniho zafeni byla méfena pii 515 nm bez pouziti filtrti. Stérbiny byly
nastaveny na 2 nm. Na zacatku kazdého méteni byla nejprve zmétena bazalni intenzita
fluorescence po dobu asi 20 s (IFp). Pak bylo ptidano pozadované mnozstvi LPPO.
Kdyz nartst intenzity fluorescence v prubéhu méteni dosahl faze plato (IF), byl
k suspenzi pfidan Triton X-100 na vyslednou koncentraci 0,2 %, aby bylo dosaZeno
uplné lyze vsech lipozomil. Touto lyzi doSlo k uvolnéni veSkeré sondy a dosazeni
maximalni intenzity fluorescence (IFmax). Namétena data byla nasledn€ normalizovana a

vyjadfena v procentech podle rovnice:

p to lyze = L =T 100
rocento yZ@ = IFmax — ]FO

Ke sledovani vlivu LPS, ktery se vyskytuje ve vnéj$i membrané G~ bakterii, na
ucinek LPPO byl LPS ptidan k suspenzi jiz vytvorenych lipozomi na koncentraci LPS
20 pg/ml. LPS byl inkubovéan s lipozomy po dobu 10 minut. Dale métfeni probihalo

stejné jako v pfedchozim odstavci.

4.12 Vliv LPPO na zivotaschopnost bakterii
Pouzity material:

LPPO 7072: 1 mg/ml, destilovana voda
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Pevné pidy s LB médiem
Pufr: 10mM HEPES
0,5% glukéza (Penta)
Buiiky E. coli CCM 3954 OD4so = 0,2 (odpovida 5x107 bun&k/ml)

Buiiky S. aureus CCM 4223 ODaso = 0,2 (odpovida 4x107 bunék/ml)

Pro sledovani vlivu LPPO na zivotaschopnost bakterii byla pouzita metoda
stanoveni poctu zivych bakterii vysevem (CFU) po vystaveni uCinku LPPO v case. Pelet
bun¢k vytvoteny centrifugaci (viz kapitola 4.4) byl promyt pufrem, resuspendovén a
znovu stocen v centrifuze (5 000 g, 20 min, 20 °C). Supernatant byl odstranén a buiky

byly nafedény pufrem na ODaso = 0,2.

K suspenzi bunék byl ptidan LPPO 7072 ve finalni koncentraci 10 pg/ml. V ¢asech
0, 1,2, 5 a 10 minut od ptidavku LPPO byla odebrana alikvéta bun€k nafedéna
desitkovou fedici fadou a po 100 ul byly bakterie patfi¢nych fedéni vysety na misky
s pevnou kultivaéni ptidou. Kazdy vysev byl proveden v triplikatu. Misky byly
inkubovany pftes noc ve 37 °C a vysledny pocet Zivych bakterii byl vyjadien jako CFU,
resp. CFA (colony forming ability,procento ptezivsich vzhledem k pivodnimu poctu

bunék).
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5 Vysledky

5.1 Sledovani porotvorného €inku LPPO na planarni lipidické
membrané

Cilem téchto experimentl bylo ovéftit porotvornou aktivitu vybranych LPPO a vliv

koncentrace a fosfolipidového slozeni membrany na tuto aktivitu.

5.1.1 Koncentracni zavislost porotvorné aktivity LPPO 7072
Koncentraéni zavislost schopnosti latky 7072 tvofit pory byla testovana na

negativné nabitych membranach tvotenych difytanoilfosfatidylglycerolem (DPhPG).

Bylo potvrzeno, Ze latka 7072 mé schopnost tvofit pory, jejichZ velikost, distribuce
a Cetnost se lisila v zavislosti na pouzité koncentraci, kterd byla 5, 2,5 nebo 1,25 pg/ml.
U koncentrace 5 pug/ml se nejcetnéji vyskytovaly pory s vodivosti 42 + 29 pS (Obrazek
5.1A), nejmensi por mél vodivost 7 pS a nejveétsi 1 263 pS. Rozpéti vodivosti
u koncentrace 2,5 pg/ml bylo od 4 do 496 pS. Pii této koncentraci se nejcastéji
vyskytovaly pory s vodivosti 11 £+ 1,7 pS (Obrazek 5.1B). Pti koncentraci 1,25 pg/ml se
nejhojnéji vyskytovaly pory s vodivosti 6 = 1,1 pS a 12 + 1,1 pS (Obrazek 5.1C), kdy
nejmensi pér dosahoval vodivosti 4 pS a nejvétsi 109 pS. Detaily porotvornych aktivit

jsou vypsany v Tabulce 2.

Tabulka 2 Rozsah vodivosti a nejcetnéjsi vodivostni stavy v zavislosti na koncentraci LPPO
7072

Rozsah Nejcetnéjsi vodivostni stavy iFazené od
Koncentrace Pocet
vodivosti (pS) nejvyssi Cetnosti vyskytu (pS)
(ng/ml) udalosti
Min Max 1. 2. 3. 4.
5 ‘ 7 1263 42+29  172+22 427+35 378+21 286
2,5 ‘ 4 496 11+1,7 6+0,7 7+0,8 16 £1,6 453

1,25 ‘ 4 109 12+ 1,1 6+1,1 18+13  21+1,3 296

Pti porovnani vyslednych tfech histogramti (Obrazek 5.1) jednotlivych
vyhodnocenych udélosti je na prvni pohled patrny rozdil v rozloZeni Cetnosti vodivosti.
U koncentrace 5 pg/ml je distribuce vodivostnich stavii velmi Sirokéd, zatimco

u koncentrace 2,5 pg/ml vétSina vodivostnich stavil, kromé jednotlivych vyjimek, konci
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u 45 pS a u koncentrace 1,25 pg/ml se dokonce v histogramu nevyskytuji zadné pory

s vodivosti vétsi nez 35 pS.

A)5 pg/ml B) 2,5 pg/ml C) 1,25 pg/ml

04 06 04 o4

03

03

02

01

Relativni &etnost vvskytu

Vodivost pora (pS)

Obrazek 5.1 Histogramy cCetnosti vodivostnich stavit LPPO 7072 na DPhPG membrané; A)
Koncentrace 5 pg/ml, velikost binu 25 pS, celkovy pocet udalosti n = 286; B) Koncentrace
2,5 pg/ml, velikost binu 1 pS, n = 453. Vlozeny obrazek zobrazuje rozsah vodivosti do

300 pS, velikost binu 5 pS; C) Koncentrace 1,25 pg/ml, velikost binu 1 pS, n =296. Vlozeny
obrazek ukazuje rozsah vodivosti do 300 pS, velikost binu 1 pS. Pro méfeni byl pouzit pufr
obsahujici IM KCl a 10 mM Tris s pH 7,4. Vkladané napéti bylo 50 mV.

V zavislosti na koncentraci se liSily i fenotypy pozorovanych poért. Latka 7072
pti koncentraci 5 pg/ml dosahovala na membrané vétSich rozsahtt méteného proudu
(Obrazek 5.2A). U vétsSiny vytvorenych porti nedochazelo k jejich uzavieni. Zaznam
proudu v Case vykazoval vysokou uroven Sumu, coz bylo ddno kumulaci velkého
Pti koncentraci 2,5 pg/ml se vyskytovaly dva fenotypy port. Jeden byl velmi podobny
zdznamu pozorovaném pii pouziti koncentrace 5 pg/ml (Obrazek 5.2B), tyto typy port
rovnéz setrvavaly v otevieném stavu. Druhy typ zaznamu zobrazuje pory dosahujici
fadové mensich hodnot proudu. Na rozdil od pfedchoziho typu tyto pory mély znatelné
odlisitelné stavy otevieni a zavieni. | pory tohoto typu setrvavaly Cast€ji v otevieném
stavu (Obrazek 5.2C). Podobné vypada i typicky zaznam zobrazujici koncentraci
1,25 pg/ml, kde se vyskytovaly také dobie rozeznatelné malé pravidelné pory (Obrazek

5.2D), jejichz doba zivota oteviené¢ho stavu byla od jednotek po stovky sekund.
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C) 2,5 pg/ml (malé pory)
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0 pA
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D) 1,25 ug/ml
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0 pA
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Obrazek 5.2 Typické zaznamy pori LPPO 7072 na DPhPG membranach; A) Koncentrace
5 pg/ml; B) Koncentrace 2,5 pg/ml, zaznam zobrazujici velké Sumici pory; C) Koncentrace
2,5 ug/ml, zdznam zobrazujici malé pravidelné pory; D) Koncentrace 1,25 pg/ml.

Experimenty potvrdily porotvornou aktivitu LPPO 7072, ktera je koncentracné
zavisla — velikost koncentrace LPPO 7072 ma vliv na vodivost 1 na fenotyp tvorenych
port. Pii koncentraci 5 pg/ml se vyskytuji velké pory s vysokym Sumem a se Sirokou
distribuci velikosti vodivostnich stavl. Pfi koncentraci 2,5 pg/ml se vyskytuji dva
fenotypy port: velké s vysokou trovni Sumu a pravidelné malé. Zieteln€ prevazuji pory
o vodivosti 11 + 1,7 pS. Pory pfi koncentraci 1,25 pg/ml jsou malé a pravidelne,

v

nejcetnéjsi jsou dvou vodivosti: 6 + 1,1 a 12 £ 1,1 pS.
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5.1.2 Vliv fosfolipidového slozeni membrany na aktivitu LPPO 7072
Cilem téchto pokusti bylo zjistit, zda fosfolipidové slozeni membrany, které
ovliviiyje jeji celkovy ndboj, ma vliv na porotvornou aktivitu latky 7072. Pro tento
pokus byly vybrany tii smési fosfolipida — dioleylfosfatidylglycerolu (DOPG) a
dioleylfosfatidyletanolaminu (DOPE) v poméru 2:1, kterd napodobuje ndboj membrany
G" bakterii. Dale smé&s DOPE:DOPG 2:1 napodobujici fosfolipidovym slozenim naboj
membrany G~ bakterii a smés dioleylfosfatidylcholinu (DOPC) a DOPE také v poméru
2:1 napodobujici nenabité eukaryotické membrany. Pro tyto srovndvaci pokusy byla
vybrana koncentrace LPPO 1,25 pg/ml, jelikoz se pfii této koncentraci tvorily malé

pravidelné pory na membran¢ z DPhPG (viz kapitola 5.1.1).

Rozdilné chovani LPPO 7072 bylo sledovano jiz pfi porovnani vyse zminéné
membrany z DPhPG a membrany tvofené smé&si DOPG:DOPE v poméru 2:1. Tyto dvé
membrany se odliSuji nejen piitomnosti neutralné nabité etanolaminové fosfolipidové
hlavi¢ky v druhé sledované membrang, ale také v mastné kyseliné pouzitého
fosfolipidu, kdy lipidy v prvni zminéné membrané obsahuji vétveny fytanoyl a v druhé

mononenasycenou kyselinu olejovou.

Jak bylo popséano v pfedchozi kapitole 5.1.1, na DPhPG membrané se pii pouziti
1,25 pg/ml 7072 nejcastéji vyskytovaly vodivostni stavy o velikosti 6 + 1,1 a
12 £ 1,1 pS, pti€emz celkovy rozsah velikosti pozorovanych udalosti byl 4-109 pS. AZ
na vyjimecné jednotlivé udalosti se prevazujici vétSina udalosti vyskytovala pod hranici
35 pS (viz vloZeny histogram v Obrazku 5.3A). U membran tvotenych z DOPG:DOPE
je na prvni pohled patrné rozdilné rozloZeni nejcetnéjSich vodivostnich stavli a daleko
Sirsi celkova distribuce vodivostnich stavii (Obrazek 5.3B). Majoritni vyskyt udélosti se
nalézal az do 300 pS, s mensi Cetnosti se ale vyskytovaly udélosti az do 800 pS.
Nejcetngjsi pory mély vodivost 40 + 23 pS, nejmensi zaznamenany por mél 16 pS a

nejvetsi 16 637 pS.

Nejmensi zaznamenana hodnota vodivosti u DOPG:DOPE membran je tedy vyssi
nez nejcetnéjsi hodnota vodivosti u DPhPG membran. DPhPG membrany zdaleka
nedosahuji takovych maximalnich hodnot vodivosti, jaké byly pozorovany na

DOPG:DOPE membranach pii stejné pouzité koncentraci LPPO 7072.
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Obrazek 5.3 Histogramy Cetnosti vodivostnich staviit LPPO 7072 na membrandach tvorenych
DPhPG a DOPG:DOPE; A) Membrana tvofena z DPhPG, velikost binu 1 pS, n = 296. Vlozeny
obrazek zobrazuje rozsah vodivosti do 300 pS, velikost binu 1 pS; B) Membrana tvotfena z
DOPG:DOPE v pomeéru 2:1, velikost binu 25 pS, n = 219. Pro méfeni byl pouzit puftr tvoteny
IM KCl a 10 mM Tris pfi pH 7,4. VloZené napéti bylo 50 mV.

Dramaticky rozdil je 1 ve fenotypu vytvotenych porit v membrané. Na membrané
z DPhPG se pii koncentraci 1,25 pg/ml vyskytovaly malé pravidelné pory, které mély
omezenou dobu Zivota otevieného stavu (Obrazek 5.4A). Takovy typ pora se naopak na
membrané z DOPG:DOPE témét nevyskytoval. Pory dosahovaly vyssich hodnot
proudil a také vyssi urovné Sumu, ktera byla zptisobena hromadénim otevienych port
(Obrazek 5.4B).
A) DPhPG
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B) DOPG:DOPE 2:1
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Obrazek 5.4 Typicky zaznam porit LPPO 7072 na membrandch tvorenych DPhPG a
DOPG:DOPE; A) Membrana tvorena DPhPG, vyskytuji se malé pravidelné pory; B)
Membréana tvorena DOPG:DOPE v poméru 2:1, vyskytuji se velké pory s vyraznym Sumem.
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Z téchto méfeni vyplyva, ze latka 7072 tvotri na membrané¢ z DOPG:DOPE vétsi
pory nez na membrané slozené z DPhPG. Pory na membran¢ z DPhPG se na rozdil od

téch na membrané z DOPG:DOPE zaviraji.

Pokud se podivame na srovnani port tvoifenych na membranach z binarnich smési
olejovanych fosfolipidi, které se 1iSi celkovym nabojem nesenym polarnimi hlavickami,
jsou pozorované rozdily v porotvorné aktivit¢ LPPO 7072 jiz mensi. Jak bylo vyse
zminéno, na membran¢ z DOPG:DOPE byl s nejvyssi ¢etnosti pozorovan vodivostni
stav o velikosti 40 + 23 pS (Obrazek 5.5A), nejnizsi zaznamenana vodivost byla 16 pS a
nejvyssi 16 637 pS. Prevazna vétSina port dosahovala vodivosti do 800 pS, nad tuto
hodnotu se relativni ¢etnost rapidné snizila na méné nez 0,05. Mensi populace port
dosahovala vodivosti mezi 1 500 pS a 2 000 pS (data nejsou v histogramu zobrazena).
Vodivosti nad 2 000 pS se ale vyskytovaly sporadicky. U membran sloZzenych
z DOPE:DOPG fosfolipidl bylo viditelné Siroké spektrum vodivostnich stavii
s rozsahem az do 3 000 pS. Nejcetnéjsi pory dosahovaly vodivosti 79 & 30 pS (Obrazek
5.5B), pticemz celkovy rozsah vodivosti byl od 9 pS do 15 128 pS. V nenabité
membran€ z DOPC:DOPE tvotil LPPO 7072 pdry s podstatné niz§im rozsahem
vodivosti, a to od 7 do 641 pS (Obrazek 5.5C), kdy nejcetnéjsi pory mély vodivost
27 + 21 pS. Srovnani porotvorné aktivity na vsech tfech testovanych typech membran

jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3 Rozsah vodivosti a nejcetnejsi vodivostni stavy latky 7072 na trech typech membran

L Rozsah Nejcetnéjsi vodivostni stavy Fazené od 5
FosthPldOVe vodivosti (pS) nejvyssi éetnosti vyskytu (pS) P(,)cet )
sloZeni (2:1) Min Max 1 7 3. 4 udalosti

DOPG:DOPE 16 16637  40+23 | 137+19  210£22 282+14 219
DOPE:DOPG 9 15128 79+£30 15720 209+£62  526=+59 323
DOPC:DOPE 7 641 27+£21  104+28 17631 @ 231+19 225

Membrany z DOPE:DOPG se od ostatnich dvou typtt membran lisi cetnéj$im
vyskytem porti o vyssich vodivostech, vycet vSech vodivostnich stavill je bez preruSeni
rozprostfen témet az k 1 400 pS. U membran z DOPG:DOPE jsou % vodivostnich
stavli do 800 pS, relativni Cetnost dalSich vodivostnich stavli je méné nez 0,03.
Podstatny rozdil v Cetnosti vyskytu vodivostnich stavill oproti pfedchozim typim

membran je u membran z DOPC:DOPE, kde pievazuji pory s vodivosti do 300 pS.
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Velké pory s vodivosti nad 700 pS pozorované u piedchozich typli membran se zde
nevyskytuji viilbec. Maximum u tohoto typu membrany je 25krat niz§i neZ maxima
zbylych dvou typt membran. Membrany z DOPG:DOPE a DOPC:DOPE maji vyrazny
vrchol nejcetnéjsi vodivosti, ktery dosahuje zhruba o polovinu vyssi ¢etnosti nez ostatni
vodivostni stavy. U DOPE:DOPG je rozdil mezi nejcetnéjsi vodivosti a ostatnimi

vodivostmi mnohem mensi.

A) DOPG:DOPE 2:1 B) DOPE:DOPG 2:1 C) DOPC:DOPE 2:1

03

0.2

0.1

| L 0
200 400 600 800 1000 1200 14 200 400 600 800 1000 1200 1400

Relativni ¢etnost vyskytu

Vodivost port (pS)

Obrazek 5.5 Histogramy Cetnostni vodivostnich stavii LPPO 7072 na trech typech membran,
A) Membrana z DOPG:DOPE v poméru 2:1, velikost binu 25 pS, n =219; B) Membrana

z DOPE:DOPG v poméru 2:1, velikost binu 50 pS, n = 323; C) Membrana z DOPC:DOPE

v poméru 2:1, velikost binu 20 pS, n =225. Méfeni byla provadéna v pufru o slozeni:

IM KCI, 10 mM Tris a pH 7,4. Vkladané napéti bylo 50 mV.

Fenotyp pért na membranach slozenych z DOPG:DOPE a DOPE:DOPG (Obrazek
5.6A,B) byl velmi podobny. Pory na membrané z DOPG:DOPE se vétSinou nezaviraly
a hromadily se, na membrané¢ z DOPE:DOPG dochdazelo k zavirani i nezavirani pori
stejné Casto. Typicky zaznam membrany tvotené z DOPC:DOPE zobrazuje spiSe vyskyt
mensich pora s nizsi trovni Sumu nez predchozi membrany (Obrazek 5.6C). I zde

castéji dochazelo k jevu, kdy se jednou oteviené pory jiz nezaviraly.
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Obrazek 5.6 Porovnani typickych zdaznamii porit LPPO 7072 na tiech riiznych membrandch,
A) Membrana z DOPG:DOPE; B) Membrana z DOPE:DOPG; C) Membrana z
DOPC:DOPE.

Zavérem lze tedy shrnout, Ze latka 7072 tvoii vétsi pory se Sirsi distribuci
vodivostnich stavii na membranach slozenych z DOPG:DOPE a DOPE:DOPG, které
napodobuyji sloZeni lipida bakteridlni membrany, neZ na membranach z DOPC:DOPE

napodobujicich neutralni cytoplazmatickou membranu eukaryot.

5.1.3 Porovnani pérotvorné aktivity LPPO 7072, 7070 a 7107

Nasledujici experimenty mély ovéfit vliv struktury LPPO na jejich porotvornou
aktivitu. Testovany byly LPPO 7072, 7070 a 7107 (viz kapitola 2.3.1.3). Tyto latky se
od sebe 1i8i délkou spojovaciho modulu, ktery je u LPPO 7072 dlouhy Sest uhlikt a
u LPPO 7070 deset uhlikti. Jejich hydrofobni moduly maji shodné délku osm uhliki.

V antimikrobidlni aktivité se latky nelisi, ale tento rozdil ve struktufe vede k zdsadnimu
rozdilu v hemolytické aktivité, kdy HCs je u latky 7072 162 pg/ml a u latky 7070
pouhych 6 pg/ml. Porotvorna aktivita obou latek byla testovdna v koncentraci

1,25 pg/ml na membrané z DOPC:DOPE v poméru 2:1, abychom ovéfili, zda ma tento
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rozdil v hemolytické aktivité podstatu v rozdilné pérotvorné aktivité na neutralni

membrané napodobujici slozeni cytoplazmatické membrany eukaryot.

U latky 7072 byl na DOPC:DOPE membrané pozorovan rozsah vodivostnich stavi
od 7 pS az po 641 pS (Obrazek 5.7A), pfiCemz s nejvyssi Cetnosti se vyskytovaly pory
o velikosti 27 + 21 pS. Druhy nejcetnéjsi vodivostni stav dosahoval vodivosti
104 + 28 pS (Tabulka 4). Celkovy rozsah vodivosti pro latku 7070 byl mnohem Sirsi, a
to od 28 pS do 18 340 pS (Obrazek 5.7B). Nejcetnéji se vyskytovaly pory o velikosti
123 £ 59 pS, druhy nejcetnéjsi stav dosahoval 719 + 24 pS.

Tabulka 4 Rozsah vodivosti a nejcetnéejsi vodivostni stavy latek 7072 a 7070 na membrdné
z DOPC:DOPE

Rozsah vodivosti  Nejéetnéjsi vodivostni stavy iFazené od

Pocet
LPPO PS) nejvyssi Cetnosti vyskytu (pS)
udalosti
Min Max 1. 2. 3. 4.
7072 7 641 27+21  104+28 176+31 231+19 225
7070 28 18340 123+59 719+24 629+57 792+52 235

Opét je vidét dramaticky rozdil v celkovém rozlozeni vodivostnich stavi. U latky
7072 se za vodivosti 641 pS jiz Zadny dalsi vodivostni stav nevyskytoval, zatimco
u latky 7070 distribuce pokracuje az do 3 500 pS a ojedinéle se vyskytovaly i dalsi, jeste
vEtsi pory.

A)7072 B) 7070

o
w

0.3

o
o

o
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Relativni Cetnost vyskytu

Vodivost poéru (pS)

Obrdazek 5.7 Histogramy Cetnosti vodivostnich stavii latek 7072 a 7070 tvorenych na
membrane z DOPC:DOPE; A) LPPO 7072, velikost binu 20 pS, n = 225. VloZeny obrazek
zobrazuje rozsah vodivosti do 2 200 pS, velikost binu 20 pS; B) LPPO 7070, velikost binu
70 pS, n = 235.
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Pti porovnani typickych zdznami proudu v ¢ase je patrny rozdil ve velikosti i
fenotypu jednotlivych udalosti. Zatimco u latky 7072 se vyskytuji i malé pravidelné
pory (Obrazek 5.8A), u latky 7070 mizeme pozorovat ¢etné udalosti s vysokym
proudem a vysokou urovni Sumu (Obrazek 5.8B), kterou zptisobovalo hromadéni

neuzavirajicich se pord, které na membrané prevazovaly.

A) 7072
16 pA
12 pA
8pA

4 pA

0pA
Os 120s 240s 360s 480 ¢

B) 7070

500 pA
375 pA
250 pA Wy LU .

125 pA

0 pA -
Os 120 s 240s 360 s 480 s

Obrazek 5.8 Porovnani typickych zaznamit latek 7072 a 7070 na DOPC:DOPE membrane;
a) LPPO 7072; B) LPPO 7070.

Tyto pokusy tedy potvrdily, Ze latka 7070 je na membran¢ z DOPC:DOPE tadové
aktivnéjsi nez latka 7072.

Poslednim dil¢im pokusem bylo srovnani LPPO 7072 a 7107 liSicich se v délce
fetézce hydrofobniho modulu, kdy latka 7107 ma tento fetézec o dva uhliky krats$i nez
latka 7072. Tento rozdil vede k vyznamnému poklesu antimikrobialni aktivity LPPO
7107 oproti 7072. Proto pokusy probihaly na DOPG:DOPE (2:1) membrané
napodobujici naboj G* bakterii a pii koncentraci LPPO 1,25 ug/ml. Aktivita latky 7072
v membrané z DOPG:DOPE byla jiZ prezentovana v podkapitole 5.1.2 (Obrazek 5.5A).

Po ptidavku latky 7107 k membranég tvofené z DOPG:DOPE (2:1) nebylo téméf
mozné pozorovat a vyhodnotit zddné vodivostni udalosti, a tak z tohoto méteni nebylo
mozné vytvofit histogram. Zaznam proudu v ¢ase byl vétSinu €asu klidny v porovnani
s latkou 7072 (Obrazek 5.9A) pouze s obcasnymi nespecifickymi disturbancemi
membrany (Obrazek 5.9B), které ale nebylo mozZné vyhodnotit, protoze se vétSinou

nejednalo o pory. Z hlediska fenotypu se tyto udalosti vyskytovaly ve tiech typech,
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které jsou zobrazené v detailu na Obrazku 5.9C. Castym jevem byl také pouze zvyseny
Sum membrany. Za celou dobu méfeni bylo mozné vyhodnotit zhruba 10 pord, zatimco
u latky 7072 bylo za stejnych podminek za stejnou dobu métfeni vyhodnoceno 219 péru.
Ani pti zdvojnésobeni koncentrace latky 7107 na 2,5 ug/ml nedoslo ke zmén¢ v poctu

tvofenych pora.

A) 7072
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C) Detaily typickych udalosti 7107
28 pA “pa 38PA
21 pA 3pA 285 pA

14 pA 2pA | 19 pA

7oA ‘ l 1pA 9.5pA

——
OPASS 155 X Ee e Mos 155 30s 455 ws  os 15s  30s  45s 60s

Obrazek 5.9 Porovnani typickych zaznamit proudu v case pro latky 7072 a 7107 na
membrané z DOPG:DOPE; A) Typicky zaznam chovani LPPO 7072; B) Typicky zdznam
chovani LPPO 7107; C) Detaily tii typti udalosti vyskytujicich se na membrané vystavené
ucinku LPPO 7107.

Vysledky méfeni tedy potvrdily, ze podstata slabé ucinnosti LPPO 7107 na
testovanych bakteriich (Tabulka 1) spociva ve ztraté porotvorné aktivity.
5.2 Sledovani permeabiliza¢niho u¢inku LPPO na Zivych
bunkach pomoci sondy propidium jodid

K ovéteni schopnosti LPPO tvofit péry v membranach zivych bunék byla pouzita
sonda PI (kapitola 4.6). Pokud dojde ke zvySeni intenzity fluorescence, znamena to, ze

porotvorna latka dokaze vytvorit dostate¢né velky por, aby se PI dostal dovnitf buiiky,
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kde se vaze do dvoutetézcovych nukleovych kyselin a tim dojde k nartstu jeho intenzity

fluorescence.

Pro sledovani u¢inku LPPO na G* bakterie byla modelem bakterie S. aureus.
Vsechny testované latky vykazovaly permeabilizacni aktivitu proti této bakterii, ktera
byla s vyjimkou latky 7071 koncentra¢né zavisla. Latky 7072 a 7070 (Obréazek
5.10A,B) byly nejvice ucinné pti koncentraci 10 pg/ml. Pii této koncentraci byl patrny
strm¢j$i nastup kinetiky 1 celkove nejvyssi maximum dosazené intenzity fluorescence
(IF, fluorescence intensity). U obou latek byla maxima IF u koncentrace 5 pg/ml vyssi
nez u 20 pg/ml. U latky 7070 byl rozdil mezi maximy téchto koncentraci 1,3nasobny.
Nejnizsi IF a nejmirnéjsi nastup kinetiky byly u obou latek naméteny pii koncentraci
2,5 pg/ml. Srovnani maximalnich hodnot IF u latek 7072 a 7070 ukazuje, Ze latka 7070
obecné dosahuje vyssich celkovych maxim nez latka 7072 (s vyjimkou koncentrace
20 pg/ml). Kdyz porovnadme grafy vysledka jednotlivych LPPO, je na prvni pohled
patrné, ze latka 7107 méla oproti zbylym dvéma LPPO velmi slabou pérotvornou

aktivitu, a to dokonce bez ohledu na pouzitou koncentraci (Obrazek 5.10C).
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Obrdzek 5.10 Srovnani permeabilizacniho ucinku zastupcii LPPO na bunky S. aureus; A) LPPO
7072; B) LPPO 7070; C) LPPO 7107; Reprezentativni kiivky byly vybrany z péti nezavislych
méfeni.

Modelovou bakterii pro sledovani G€¢inku LPPO na G~ bakterie byla E. coli.
Permeabilizacni aktivitu proti této bakterii vykazovaly jen latky 7072 a 7070. U latky
7072 je patrnd koncentracni zavislost u koncentraci 5, 10 a 20 pg/ml (Obrazek 5.11A),
kdy dvojnasobné zvySeni koncentrace latky zpiisobilo 1,5n4sobny nartst IF v maximu.
Tento narlst ale neplati pfi porovnani koncentraci 2,5 a 5 pg/ml, kde je rozdil

nejvysSich dosazenych hodnot velmi maly. Latka 7070 dosahovala nejvyssi u¢innosti

pfi koncentraci 10 pg/ml, u které je patrny i strmé&jsi nartst kinetiky (Obrazek 5.11B).
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Zvyseni koncentrace na 20 pg/ml zpasobilo pozvolnéjsi nastup kinetiky, ale vysledné
maximum bylo téméf srovnatelné s i€inkem koncentrace 10 pg/ml. Pii koncentraci
2,5 pg/ml doslo pouze k nepatrné zméné IF. U latky 7107 nebyla pozorovana zadna

permeabilizacni aktivita napfi¢ vSemi testovanymi koncentracemi (Obrazek 5.11C).
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Obrdzek 5.11 Srovnani permeabilizacniho ucinku LPPO na buniky divokého kmene E. coli 3954
a mutatnniho kmene E. coli IMP; A, D) LPPO 7072; B, E) LPPO 7070; C, F) LPPO 7107; Plné
ktivky zobrazuji kinetiky pro bakterii E. coli 3954, pterusované cary kinetiky pro E. coli IMP.
Reprezentativni kiivky byly vybrany ze dvou nezavislych méteni provadénych v triplikatech.
Kwvili ¢asové narocnosti pii manipulaci béhem ptipravy vzorkil doslo k prodleve, a tak nebylo
mozné zachytit nastupy kinetik u mutantniho kmene.

Pro zjisténi vlivu integrity vnéj$i membrany na c¢inek LPPO byl pouzit kmen
E. coli imp 4213 (déle jen E. coli IMP) nesouci mutaci v genu pro protein LptD
(Caetano et al., 2011), ktery spolu s proteinem LptE zajiSt'uje spravné sestaveni LPS
(Chng et al., 2010). Kviili této mutaci méa dany kmen propustnou vnéj$i membranu.
Kinetiky vstupu PI do bunék tohoto mutantniho kmene vykazuji u vSech latek
koncentracni zavislost a také obecné vyssi ucinnost nez u divokého kmene 3954
(Obrazek 5.11D-F). Koncentraéni zavislost byla pro latky 7072 a 7070 obdobna jako
u divokého kmene 3954, celkovy prib¢h kinetik byl ale rychlejsi. U latky 7107
(Obrazek 5.11F), ktera byla vici E. coli 3954 neaktivni (Obrazek 5.11C), byl proti

kmenu IMP pozorovan slaby, ale koncentracné zavisly ucinek. Nejvyssi pouzita
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koncentrace 20 pg/ml dosahovala zhruba srovnatelného tc¢inku jako koncentrace

5 pg/ml latek 7072 a 7070.

Kinetiky vstupu sondy PI do bun¢k bakterie E. coli se v porovnani se S. aureus
lisily svou rychlosti: kinetiky u S. aureus pottebovaly pro dosazeni maxima fadové
desitky sekund, zatimco u E. coli se jednalo o desitky minut. U latky 7072 bylo nejvyssi
maximum IF u S. aureus pti koncentraci 10 pg/ml, u E. coli pti 20 pg/ml. U S. aureus
naopak zvyseni koncentrace na 20 pg/ml vyvolalo mensi permeabiliza¢ni t€inek.
Znatelny rozdil v aktivité byl pozorovan pii pouziti koncentrace 5 pg/ml, kdy
u S. aureus se aktivity pii 5 a 20 pg/ml podobaly, ale u E. coli vyvolala tato koncentrace
velmi maly permeabiliza¢ni G¢inek. U obou bakterii byla latka 7070 nejaktivnéjsi pti
koncentraci 10 pg/ml. Dvojnasobné zvyseni koncentrace na 20 pg/ml zptsobilo pokles
jeji aktivity u S. aureus. Permeabiliza¢ni G€¢inek latky 7070 pfi 5 pg/ml byl u S. aureus
vétsi nez u E. coli. Latka 7107 vykazovala velmi slabou permeabilizacni aktivitu

u S. aureus na rozdil od E. coli, ktera k ucinku této latky citliva viibec nebyla.

Z porovnani kinetik obou kment E. coli pti koncentraci 20 pg/ml (Obrazek 5.12) je
velmi dobfe patrné, Ze u vSech latek byla kinetika vstupu sondy do buiiky u E. coli IMP
rychlejsi nez u divokého kmene. Také maximum IF dosahovalo u vSech latek
u E. coli IMP vyssich hodnot nez u divokého kmene. U mutantniho kmene vykazovala
latka 7107 nartst IF u vSech koncentraci, zatimco u divokého kmene s plno integritou

vnéj$i membrany k Zadné zméné nedoslo.

7072 7070 7107
— — 4 —d
S =) B =) C
x X 1 x
w w 2]
a o o
o 3 =2
@ @ o 3 -
Q Q o
c b= c
@ @ [}
Q <Q Q e
@ @D @ P
o b 2 .-
o o o -
3 = 22~ P
= = § e
N N N -
c c c
2 2 ]
=9 1 1 } = | | | s ———
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
¢as {(min) cas (min) ¢as (min)

E. coli -——=---- E. coli IMP

Obrdzek 5.12 Srovnani permeabilizacniho ucinku LPPO na bunky divokého kmene E. coli 3954
a mutantniho kmene E. coli IMP; A) LPPO 7072; B) LPPO 7070; C) LPPO 7107. Plnou ¢arou
jsou znazornény kinetiky pro bakterii E. coli 3954, ¢arkované kinetiky pro bakterii £. coli IMP.
Vsechny kiivky reprezentuji koncentraci 20 pg/ml.

Vsechny testované LPPO vykazovaly permeabiliza¢ni aktivitu proti S. aureus i
proti E. coli IMP, pficemZ S. aureus byl vi¢i permeabilizaénimu u¢inku v§ech LPPO
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nachylnéjsi. Kinetiky vstupu sondy PI do bunék byly u S. aureus tadove rychlejsi nez u
obou kment E. coli. Také mutantni kmen E. coli s porusenou integritou vnéjsi
membrany byl vii¢i u¢inku LPPO citlivéjsi nez divoky kmen 3954. LPPO 7107

vykazoval nizkou nebo zaddnou aktivitu v porovnani s LPPO 7072 a 7070.

5.3 Vliv LPPO na membranovy potencial bakterii

Cilem nasledujicich experimentt bylo zjistit, zda LPPO depolarizuji membranu
testovanych bakterii S. aureus a E. coli. K tomuto ucelu byla pouzita sonda DiSC3(5)
(kapitola 4.7), ktera se vaze do hyperpolarizovanych membran, kde je intenzita jeji
fluorescence zhaSena. Pokud dojde k naruSeni membrany vedouci k depolarizaci, sonda

se vyvaze z membrany a zvysi se intenzita jeji fluorescence.

Na Obrazek 5.13 je vidét, ze vSechny LPPO maji schopnost depolarizovat
cytoplazmatickou membranu obou bakterii. Vyjimku tvoii pouze latka 7107, které
nevykazovala proti E. coli zadny uc¢inek (Obrazek 5.13F). Kinetiky vSech tii latek
u S. aureus vykazovaly koncentracni zavislost — mira depolarizace membrany postupné
stoupala od koncentrace 2,5 az po 10 pg/ml. Maximum IF u koncentraci 10 a 20 pg/ml
pak dosahovalo téméf stejnych hodnot (Obrazek 5.13A, B, C). Shodné chovani
vykazovala i latka 7107, ale jeji ucinnost byla ve srovnani s latkou 7072 asi poloviéni.
Stejné jako tomu bylo u vstupu sondy PI do buné¢k (kapitola 5.2), také i v téchto

vvvvvv

koncentrace naopak vedlo ke sniZeni jeji i¢innosti.

Pti pouziti latek 7072 a 7070 proti E. coli byla patrnd koncentracni zévislost
koncentraci 20 pg/ml (Obrazek 5.13D, E). Nejvétsi i€¢inek na depolarizaci membrany
byl pozorovan u latky 7070. Latka 7107 byla proti E. coli t¢mé&f net¢inna. Nepatrny
naruast [F byl vidét pouze u koncentrace 20 pg/ml. Ostatni koncentrace nemély na

membranovy potencidl zadny vliv.
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Obrazek 5.13 VIiv LPPO na membranovy potencial bakterii S. aureus a E. coli; A, B) LPPO
7072; B, E) LPPO 7070; C, F) LPPO 7107. Teckovanou Carou jsou zobrazeny kiivky pro
bakterii S. aureus, plnou carou kiivky pro bakterii E. coli. Reprezentativni kiivky byly vybrany
ze tf1 nezavislych pokusti métenych v duplikatech.

Vsechny tfi latky vykazovaly vétsi depolarizacni Gi€inek proti bakteriim S. aureus.

U této bakterie byly kinetiky pfi pouziti vSech koncentraci latek strméj$i nez u E. coli.

U S. aureus zptisobovala latka 7072 pti koncentracich 10 a 20 pg/ml stejnou miru

depolarizace, u E. coli byla depolarizace pti 20 ng/ml vys$si nez pti 10 pg/ml. Latka

7070 byla u S. aureus nejacinné;jsi pii koncentraci 10 pg/ml, u E. coli zase dosahovala

v

nejvyssi depolarizace pii 20 pg/ml. S. aureus vykazoval vétsi citlivost proti latce 7107

nez E. coli, kterd byla k této latce téméf necitliva, stejné jako tomu bylo pii méfeni

vstupu sondy PI (kapitola. 5.2).

LPPO 7072 a 7070 svym tcinkem zplsobuji depolarizaci membrany u obou

testovanych bakterii. LPPO 7107 zptisobuje depolarizaci membrany u S. aureus, ale

témet neucinkuje na E. coli. U¢inek vSech tfi LPPO je zavisly na pouzité koncentraci.
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5.4 Schopnost LPPO rozruSovat vnéjsi membranu E. coli

DalSim cilem této prace bylo zjistit, zda LPPO 4. generace dezintegruji vnéjsi
membranu E. coli. Pouzitd sonda NPN se zabudovava do hydrofobniho prostiedi
naruiené vnéj$i membrany, ¢imz dojde ke zvyseni intenzity fluorescence. Cim vice je
membrana poskozena, tim vice sondy se navaze do membrany a tim vyssi je i IF

(kapitola 4.8).

Na grafu (Obréazek 5.14) je vidét, ze vSechny latky zplisobily v ur¢itém rozsahu
dezintegraci vnéjSi membrany a ze tato aktivita byla koncentracné zavisla. Pti pouziti
latky 7072 pti koncentracich 2,5 a 5 pg/ml bylo dosazeno téméi shodného tcinku,
zvySeni koncentrace na 10, resp. 20 pg/ml vyvolalo postupny asi 1,3nasobny narust IF.
Latka 7070 vykazovala velmi obdobné chovani jako 7072, ale jeji celkova ucinnost byla
mirné vyssi — pii zvySeni koncentrace z 5 na 10 pg/ml doslo k 1,6nasobnému zvyseni
IF. Nejnizs$i u€innosti opet dosahovala latka 7107, ktera vykazovala jen slabé rozruseni

vnéjs$i membrany E. coli, a to de facto bez ohledu na pouzitou koncentraci.

Vsechny LPPO vykazovaly permeabiliza¢ni aktivitu vii¢i vnéj$i membrané E. coli.
Nejvétsi miru depolarizace zptsobil LPPO 7070, nejslabsi aktivitu vykazoval LPPO
7107.
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Obrdazek 5.14 VIiv LPPO na vnejsi membranu E. coli. Data reprezentuji primérné hodnoty
(tf1 nezavislé pokusy provedené v triplikatech) se smérodatnymi odchylkami.
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5.5 Vliv LPPO 7072 na Zivotaschopnost bakterii

Cilem nasledujiciho pokusu bylo zjistit, jak ¢inek LPPO ovliviiuje
zivotaschopnost bakterii S. aureus a E. coli. Testovan byl LPPO 7072 v koncentraci

10 pg/ml.

Vysledky sledovani poctu zivych bakterii S. aureus, které byly vystaveny tcinku
LPPO 7072 o koncentraci 10 pg/ml v Case, ukazuji, ze jiz po prvni minuté ptisobeni
(Obrézek 5.15) doslo k prudkému poklesu CFU, ktery znamenal propad CFA téméf na

nulu. V dalSich casech se jiz tento tc¢inek jen mirn¢ prohluboval.
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Obrazek 5.15 Viiv LPPO 7072 na zivotaschopnost bunék S. aureus. Graf znazornuje
pramérné hodnoty (se smérodatnymi odchylkami) ziskané ze tii nezavislych pokusit
provadénych v triplikatech.

Takeé pti sledovani poctu zivych bunck E. coli, které byly vystavené plisobeni
LPPO 7072, doslo jiz po prvni minuté k rapidnimu poklesu CFU o cCtyfi fady, a tedy
k propadu CFA na nulu (Obrazek 5.16). Rozdil CFU po 1., 2. a 5. minuté byl
minimalni, po celkové 10 minutach doslo k poklesu CFU jesté o jeden fad vici

puvodnimu poctu bunék.

LPPO 7072 ma pii koncentraci 10 pg/ml velmi rychly baktericidni Gc€inek, ktery se

u bunék S. aureus a E. coli témér nelisi.
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Obrazek 5.16 Viiv LPPO 7072 na zivotaschopnost bunék E. coli. V grafu jsou znazornény
pramérné hodnoty (se smérodatnymi odchylkami) ziskané ze ti'i nezavislych pokusi
provadénych v triplikéatech.

5.6 M¢teni Uniku fluorescen¢ni sondy z lipozémul po pusobeni

LPPO

Pomoci méteni tiniku fluorescencni sondy CF z lipozoémt bylo zjistovéano, zda ma
urcité sloZeni fosfolipidii v membrané lipozému vliv na permeabilizaéni aktivitu LPPO.
Druhym cilem téchto pokust bylo zjistit, zda pfitomnost LPS ovlivituje permeabilizacni

aktivitu LPPO.

5.6.1 Vliv fosfolipidového sloZeni na permeabilizacni u¢inek LPPO
Celkem byla testovana tfi rizna sloZeni fosfolipidii v lipozémech, ktera méla

napodobovat rozdilné naboje na membranach G* a G™ bakterii a eukaryotnich bunék.

Lipozomy tvotené smési DOPG:DOPE v poméru 2:1 (déle jen PG:PE) napodobovaly

zastoupenim fosfolipidit membranu G* bakterii. Fosfolipidova smés DOPE:DOPG

v poméru 2:1 (dale jen PE:PG) méla napodobovat sloZzeni membrany G~ bakterii.

Lipozoémy tvotené smési DOPC:DOPE v poméru 2:1 (déle jen PC:PE) napodobovaly

fosfolipidové slozeni membrany eukaryotnich bunék.
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Kinetiky lyze lipozémi slozenych z PG:PE mély pfti pouziti latek 7072 a 7070
(Obrazek 5.17A, B) velmi podobné prubéhy. Obé¢ tyto latky vykazovaly pouze slabou
koncentracni zavislost. Koncentrace 2,5 a 5 pg/ml mély u latky 7072 stejny tcinek a
maximalni troven lyze €inila asi 17 %, u latky 7070 byl rozdil mezi maximy pfi t€chto
koncentracich vyssi (29%, resp. 39% lyze). Pti zdvojnasobeni koncentrace na 10 pg/ml
bylo dosazeno nejvyssi miry lyze, kdy u 7072 byla pozorovana maximalné 31% lyze a
u 7070 50% lyze. Latka 7107 vykazovala jen slabou permeabilizacni aktivitu a nejvetsi
miry lyze bylo dosazeno pfi koncentraci 20 pg/ml a to 23 % (Obréazek 5.17C). Ze vSech
testovanych LPPO dosahovala latka 7070 nejvyssiho ucinku.

U lipozému slozenych z PE:PG mély latky 7072 a 7070 opét velmi podobné
prib&hy kinetik. OdliSovaly se ale v uc¢innostech pouZitych koncentraci. U latky 7072
doslo k fenoménu, kdy snizeni koncentrace vyvolalo zvySeni u¢inku — pfi koncentraci
2,5 ng/ml dosahovala lyze 68 % a u 20 pg/ml 47 % (Obrazek 5.17D). Zména
koncentrace latky 7070 téméf neovlivnila permeabilizac¢ni u€inek na lipozomy, ktery se
pohyboval mezi 50 a 60 % lyze bez ohledu na pouzitou koncentraci (Obrazek 5.17E).
Latka 7107 vykazovala silnou koncentraéni zavislost. Pii nejniz8i métené koncentraci
(2,5 pg/ml) byla lyze 25%, s rostouci koncentraci se zvySovala i uc¢innost lyze, ktera
dosahla 80 % pii koncentraci 20 pg/ml (Obrazek 5.17F). Podobné vysoké miry lyze
bylo dosazeno i pii koncentraci 10 pg/ml. Se zvySujici se koncentraci rostla i celkova
rychlost dosaZzeni maxima lyze. Na téchto lipozomech dosahla latka 7107 v porovnani

se zbylymi dvéma LPPO nejvyssiho procenta lyze.
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Obrazek 5.17 Vliiv fosfolipidového slozeni na ucinek LPPO; A, D, G) LPPO 7072; B, E, H)
LPPO 7070; C, F, I) LPPO 7107; Plnou ¢arou jsou oznaceny kinetiky lyze lipozomt
slozenych z PG:PE, carkovanou ¢arou kinetiky lyze lipozému sloZenych z PE:PG a
teCkovanou carou kinetiky lyze lipozémi slozenych z PC:PE. U lipozomt slozenych

z PG:PE a PE:PG jsou zobrazeny reprezentativni kiivky vybrané z tii nezavislych méfeni
provadénych v duplikatech. U lipozomil sloZzenych z PC:PE jsou reprezentativni kiivky
vybrany ze dvou nezavislych métenych provedenych v duplikatech.

U lipozémd slozenych z PC:PE byla ucinnost lyze koncentra¢né zavisla u vsech tii
LPPO. Prib¢hy kinetik latek 7072 a 7107 si byly podobné (Obrazek 5.17G, 1), ale
maxima u latky 7107 dosahovala zhruba polovi¢nich hodnot lyze latky 7072. Kinetiky
pfi koncentracich 2,5 a 5 pg/ml se pfili$ neliSily — v maximu dosahovaly lyze 16 %,
resp. 10 %. ZvySeni koncentrace na 10 pg/ml vyvolalo u obou latek vétsi skok v
ucinnosti, kdy u latky 7072 byla celkova mira lyze 34 % a u latky 7107 23 %. Nejvyssi
miry lyze (43 %, resp. 26 %) bylo dosazeno u obou latek pii koncentraci 20 pg/ml.
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Latka 7070 vykazovala na téchto lipozémech nejvétsi aktivitu. Od ptfedchozich latek se
lisila prudkym néastupem kinetiky i kone¢nou mirou lyze. Nejvyssi miry lyze bylo

dosazeno pfi koncentraci 20 pg/ml a to 97 % (Obrazek 5.17H). S klesajici koncentraci

cvwr

Kinetiky lyze lipozémt zptisobené LPPO se liSily napfic slozenim lipozomii. Latky
7072 a 7107 byly nejucinnéjsi na lipozémech slozenych z PE:PG, zatimco LPPO 7070
zpusoboval nejvetsi miru lyze na lipozomech z PC:PE. U latky 7072 se nejucinnéjsi
koncentrace ménila v zavislosti na fosfolipidovém slozeni lipozému. Latka 7070
vykazovala na lipozémech z PG:PE a z PC:PE koncentra¢ni zavislost, na rozdil od
lipozémt z PE:PG, kde se G€¢innost s rostouci koncentraci pfili§ neménila. Nejucinnéjsi
koncentrace u lipozomil sloZzenych z PG:PE byla 10 pg/ml, zatimco u lipozomt
z PC:PE byla 20 pg/ml. Latka 7107 byla nejvice aktivni na lipozomech z PE:PG, kde
pii koncentracich 10 a 20 pg/ml dosahovala vyssi procentualni miry lyze nez predchozi
dva LPPO. Kinetiky u lipozémi slozenych z PG:PE nebo z PC:PE si byly u latky 7107
velmi podobné jak tvarem, tak dosaZenymi maximy. Nejvetsi rozdily mezi zastupei

LPPO byly u lipozémii z PC:PE, kde latka 7070 dosahovala nejvyssich procent lyze.

Vsechny LPPO indukovaly lyzi vSech tii slozeni lipozomii. LPPO obecné
dosahovaly vétSich ucinki na lipozomech z PE:PG nez na téch z PG:PE. LPPO 7070,
ktery vykazuje velkou hemolytickou aktivitu, dosahoval nejvétsi aktivity na lipozomech

sloZzenych z PC:PE.

5.6.2 Vliv ptitomnosti LPS v lipozoémech na aktivitu LPPO

Cilem tohoto dil¢iho pokusu bylo zjistit, zda pfitomnost LPS v lipozomech
ovlivityje aktivitu LPPO. Testovany byly LPPO 7072 a 7107 v koncentraci 10 pg/ml na
lipozémech z PG:PE a PE:PG, které byly pted ptidavkem LPPO preinkubovéany s LPS

v koncentraci 20 pg/ml.

Pti pouziti latky 7072 na lipozomy sloZené z PG:PE zptsobila ptitomnost LPS
pokles celkové miry lyze z 31 % na 25 % (Obrazek 5.18A). U latky 7107 doslo
ptitomnosti LPS k poklesu ze 14 % na 8 % (Obréazek 5.18B). LPS v lipozémech

neovlivnil tvar kinetik.

Ptitomnost LPS v lipozomech z PE:PG méla na permeabiliza¢ni u¢inek LPPO
markantnéj$i vliv nez u ptedchozich lipozému. Pti pouziti latky 7072 pokleslo celkové

procento lyze z 57 % na 30 % (Obrazek 5.18C). U latky 7107 doslo pfitomnosti LPS
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nejen k propadu celkové miry lyze ze 78 % na 29 %, ale také ke zméné prubéhu
kinetiky — rychly nastup se po 20 s zpomalil a v dalsi fazi lyze uz naristal velmi

pozvoln¢ (Obrazek 5.18D).

Ptitomnost LPS snizila miru lyze lipozémii vyvolanou u¢inkem obou LPPO 7072 1

7107, pficemz u membrany slozené z PE:PG byl tento rozdil vyraznéjsi.
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Obrazek 5.18 Viiv pritomnosti LPS na aktivitu LPPO 7072 a 7107; A, C) LPPO 7072; B, D)
LPPO 7107; Plnou ¢arou jsou vykresleny kinetiky lyze lipozomu slozenych z PG:PE,
carkované jsou vykresleny kinetiky lyze lipozému sloZzenych z PE:PG. Reprezentativni
ktivky lyze lipozomt bez LPS byly vybrany ze tii nezavislych méteni provadénych

v duplikatech. Reprezentativni kiivky lyze lipozomu v pfitomnosti LPS jsou vybrany ze
dvou nezavislych pokust provadénych v duplikatech.
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6 Diskuze

Lipofosfonoxiny jsou malé syntetické amfipatické molekuly, jejichz zdsahovym
mistem je cytoplazmatickd membrana bakterii. Molekuly LPPO z prvni a druhé
generace byly monomerni, zatimco LPPO ¢tvrté generace zkoumanych v této
diplomov¢ praci tvoii molekulu jakysi dimer — molekula je tvofena ze dvou
symetrickych ¢asti analogickych k piivodnim molekulam LPPO 1. a 2. generace
propojenych spojovacim modulem. Zatim nejslibnéjsi zastupce s oznacenim 7072
vykazuje velmi dobrou antibakteridlni aktivitu a zaroven nizkou hemolytickou aktivitu.
Tento zéastupce obsahuje ve svém hydrofobnim modulu osm uhlikl a ve spojovacim
modulu Sest uhlikl. Pro porovnani vlivu struktury na aktivitu LPPO byli vybrani dalsi
dva zastupci — hemolyticky 7070 a LPPO se slabou antimikrobialni aktivitou 7107.
LPPO 7070 ma na rozdil od LPPO 7072 spojovaci modul dlouhy deset uhlik, LPPO
7107 se naopak li§i v hydrofobnim modulu, ktery obsahuje pouze Sest uhlikll. Cilem
této diplomové préce bylo zjistit, zda tyto rozdily ve sktruktute stoji za rozdilnou

aktivitou téchto LPPO.

Pomoci pokusti na umélych membranovych systémech (planarni lipidické
membrany a lipozémy) byla ovéfovana porotvorna aktivita LPPO a dale, zda a jak je
tato aktivita ovlivnéna koncentraci latky a slozenim membrany. Pomoci vodivostnich
méfeni na planarni membrané bylo zjisténo, Ze na jednosloZkovych zaporné nabitych
membrandch z DPhPG je aktivita LPPO 7072 koncentrac¢né zavisla. Nejcetné;si
vodivostni stavy byly pfi koncentracich 1,25 a 2,5 pg/ml témé&f shodné (zaokrouhlené
oboji 12 + 2 pS) a také si odpovidaly v nejniz§im naméfeném vodivostnim stavu: 4 pS.
Tato data naznacuji, Ze pro vytvoreni poru je pravdépodobné potieba urcité minimalni
mnozstvi molekul LPPO. Obé& koncentrace se liSily v rozsahu vodivosti, kdy pii
2,5 pg/ml mél nejveétsi nameéteny por zhruba Ctytikrat veétsi vodivost nez u 1,25 pg/ml.
Nejvyssi métena koncentrace 5 pg/ml dosahovala vodivosti v rozsahu 7—-1 260 pS.

S rostouci koncentraci se rozsSifovala distribuce vodivostnich stavt, z ¢ehoz se da
usuzovat, ze se v membran¢ pii vyssi koncentraci LPPO tvofi vétsi pory o vysSim poctu
testované koncentraci 1,25 pg/ml dochazelo k tvorbé malych pravidelnych pora

s nizkou hodnotou Sumu proudu a s ostfe rozliSitelnymi stavy otevieni a zavieni poru

(Obrazek 5.2D). Doba Zivota otevieného stavu poéru se pohybovala mezi jednotkami az
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stovkami sekund. Naopak pfi 5 pg/ml se takovéto pory nevyskytovaly viibec, a naopak
byly ptitomny velké pory s vysokou hodnotou Sumu (Obrazek 5.2A), které se
neuzaviraly a svym hromadénim zvySovaly celkovou vodivost membrany. U prostfedni
koncentrace (2,5 pg/ml) se objevovaly oba typy pért. Pfitomnost malych pravidelnych
p6rt u obou nizsich koncentraci odpovida hypotéze, ze pro vytvoieni pdru je potieba
miniméalni definované mnozstvi monomert. Pro zji§téni pfesné stechiometrie LPPO
tvorticich por by byla potieba jesté podrobnéjsi analyza koncentracni zavislosti
porotvorného ucinku, popt. vizualizace LPPO v membran¢ naptiklad pomoci

fluorescencné znacenych LPPO.

DalSim dil¢im pokusem bylo porovnani i¢inku LPPO na membrany o rtizném
sloZeni lipidi. Nejprve byl porovnavan jednoslozkovy systém tvoreny DPhPG a
dvouslozkova membrana tvofena DOPG:DOPE v poméru 2:1. Na dvouslozkové
membrané z DOPG:DOPE vykazoval LPPO 7072 pii koncentraci 1,25 pg/ml Sirokou
distribuci vodivostnich stavii (16—16 600 pS) na rozdil od jednoslozkové membrany,
kde pfevazna vétsina port dosahovala vodivosti do 35 pS. Takto velky rozdil v aktivité
LPPO muZe byt dan nerovnomérnym misenim fosfolipidi ve dvouslozkové membrang.
Negativné nabité fosfolipidy se mohou shlukovat a tvofit lipidové mikrodomény
(Vanounou et al., 2003), které se odlisuji tloustkou a rigiditou a na jejichz rozhrani
muze dochéazet k lokalni diskontinuit¢ membrany, kterd by mohla usnadiiovat tvorbu
vétSich port (Jean-Frangois ef al., 2008; Epand ef al., 2009; El Khoury et al., 2017). 1
samotné membranove aktivni latky mohou zplisobovat segregaci fosfolipidii
v membrané. Piikladem mtze byt AMP o/ peptid II, ktery pravdépodobné zptisobuje
segregaci negativné nabitych fosfolipidii (Epand et al., 2006), podobny t¢inek ma i
antimikrobialni peptid kateslyn (Jean-Francois ef al., 2008) nebo fragment lidského
katelicidinu oznaceny K-12 (Epand et al., 2009). Shlukovani konkrétniho fosfolipidu,
v tomto piipad¢ kardiolipinu, zpiisobuje i derivat neaminu 3',6-dinonylneamin (EIl

Khoury et al., 2017).

Vliv na zvySenou aktivitu LPPO ve dvouslozkové membrané oproti jednoduchému
systému by mohla mit i mastna kyselina fosfolipidu, ktera spolu s polarni ¢asti
ovlivituje teplotu fazového prechodu fosfolipidu. Pfi této teploté dochazi k prechodu
membrany z gelového do fluidniho stavu. Pro spravnou funkci musi byt membrana ve
fluidnim stavu, ale s rostouci teplotou okoli se zvySuje i fluidita a pfili§ fluidni

membrana je 1 vice propustna. DPhPG obsahuje vétveny fytanoyl, diky némuz je teplota
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fazové prechodu tohoto fosfolipidu 41 °C (www.avantilipids.com). Oba fosfolipidy
DOPG a DOPE obsahuji nenasycenou kyselinu olejovou, jejiz dvojna vazba snizuje
teplotu fazového prechodu. Tato teplota ¢ini u molekuly fosfolipidu DOPG -18 °C,

u DOPE to je -16 °C (www.avantilipids.com). Pfi laboratorni teploté 25 °C byla tedy
dvouslozkova membrana s kyselinou olejovou fluidnéjsi nez fytanoylovana

jednoslozkova membrana, coz mohlo mit také vliv na tvorbu pora.

Nasledujici pokus na umélych membranovych systémech spocival ve sledovani
vlivu ndboje membrany na aktivitu LPPO 7072. Aktivita LPPO byla sledovana na
membrandch tvofenych kombinaci dvou fosfolipidit — DOPG:DOPE (2:1), kdy je
membrana tvofena majoritné negativné nabitym PG, dale DOPE:DOPG (2:1), kdy jsou
% membrany tvoteny elektroneutralnim PE, a DOPC:DOPE (2:1), tj. pouze nenabitymi
fosfolipidy mimikujicimi nenabité eukaryotické membrany. Na plandrnich lipidickych
membranach z DOPG:DOPE nebo DOPE:DOPG fosfolipidi vykazoval LPPO 7072
velmi podobnou aktivitu (rozsah vodivosti 16—16 600 pS, resp. 9—15 100 pS). Oproti
tomu na nenabité membrané z DOPC:DOPE fosfolipidi byla jeho aktivita vyrazné
mensi (vodivosti 7-640 pS). Tento pokus potvrzuje vychozi hypotézu, ze LPPO 7072
bude vice aktivni na nabitych membranach nez na nenabitych, coz mize vysvétlovat

jeho dobrou antimikrobidlni aktivitu a zaroven nizkou hemolytickou aktivitu.

Vliv naboje fosfolipidiit membrany na aktivitu LPPO byl také testovan na
lipozémech, kde se sledoval tnik fluorescenéni sondy CF z lipozémt po t¢inku LPPO.
Vsechny LPPO vykazovaly na lipozomech jednozasahovy mechanizmus u¢inku. Na
lipozoémech tvofenych z DOPG:DOPE a DOPE:DOPG (Obrazek 5.17A,D) se G€inek
LPPO lisil vice, nez ukazovaly vysledky z méfeni na planarnich systémech. Zatimco na
DOPE:DOPG membran¢ dosahoval LPPO 7072 maximéln¢ 70% lyze, na lipozémech
z DOPG:DOPE byla nejvétsi mira lyze pouze 38 %. Na lipozomech z DOPC:DOPE
fosfolipidl (Obrazek 5.17G) dosahovala maximalni lyze 54 %. Tyto rozdilné vysledky
mohou mit nékolik divodt. Ackoliv je rozpéti vodivosti latky 7072 na planarnich
membrandch z DOPG:DOPE a DOPE:DOPG téméf totozné€, nevypovida presné
o celkové aktivité. Na membranach z DOPG:DOPE méla pouze desetina vSech port
vodivost vyssi nez 1 000 pS, u membrany z DOPE:DOPG méla ¢tvrtina vSech pori
vodivost nad 1 000 pS. Na planarnich lipidickych membranéach prochazely skrze pory
ionty drasliku a chléru. Pfi méteni na lipozomech se pouziva sonda CF. JelikoZ ma

molekula CF molekularni hmotnost 376 g/mol, potfebuje ve srovnani s ionty K* nebo
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CI" dostatecn¢ velky por na to, aby jim prosla skrz membranu ven do okolniho prostiedi.
Jelikoz se na membrané z DOPE:DOPG tvoii dvakrat vice pért s vodivosti nad

1 000 pS, da se predpokladat, ze 1 na lipozomech stejného slozeni se bude tvorit vetsi
mnozstvi velkych porti nez na membrané lipozomt z DOPG:DOPE. Vétsimi pory bude
sonda CF pronikat snadnéji a tim bude dosahovat vyssi intenzity fluorescence, ktera

vypovida o mite lyze.

Vliv na rozdilnou aktivitu LPPO 7072 na membranach z DOPG:DOPE v planarnim
uspotadani pti vodivostnich méfenich a na lipozémech miize mit i pfitomnost
rozpoustédla (smés dekanu a butanolu 9:1), ve kterém jsou rozpoustény fosfolipidy
tvorici plandrni lipidickou membranu. Pfitomnost rozpoustédla ovlivituje celkovou
tloustku membrany (Fettiplace ef al., 1971), a tedy 1 zabudovani molekul pérotvorné
latky, které tvofi oligomer péru. Dalsim faktorem ovliviiujicim aktivitu je 1 celkova
plocha membrény, na kterou LPPO cili. Plocha planarni membrany je asi 0,5 mm?,
zatimco plocha lipozémii pti koncentraci lipidi 10 uM ¢ini zhruba 42 cm?. U planarnich
systému se testovala koncentrace 1,25 pg/ml, u lipozémt byla nejvétsi testovana
koncentrace 20 pg/ml. Na takto velké plose lipozémi se mohlo stat, Ze se molekuly
LPPO nesetkaly a nemohly tedy vytvofit oligomerni pér anebo v piipadé, Ze se setkalo
jen mensi mnozstvi monomert, vytvofily se pouze malé pory, kterymi nemohla sonda
CF uniknout. Aby byl u¢inek na plochu srovnatelny, musel by byt pocet LPPO na
plochu stejny, tudiz pii méfeni s lipozomy by musela byt pouZita koncentrace
10,5 mg/ml. Mohlo se takeé stat, Ze od urcité koncentrace preferuji molekuly LPPO
interakci mezi sebou v roztoku pied vazbou do membrany, tudiz vyssi koncentrace
vedla k niz§i Gi€innosti v porovnani s G€¢inkem niZsi koncentrace. U LPPO 4. generace
nebyla vSak dosud stanovena kritickd micelarni koncentrace, tj. koncentrace, pii které

molekuly latky spolu vytvareji micely.

V neposledni fadé miizeme uvaZovat, ze vliv na rozdilnou aktivitu LPPO 7072 na
planarni membrané a lipozomech z DOPG:DOPE miuiZe mit 1 stabilita lipozomu
o daném slozZeni. Pti ptipravé lipozémi z DOPC:DOPE byl vytézek dvakrat nizsi
v porovnani s lipozémy z DOPG:DOPE a 1,6krat nizsi nez u lipozomii z DOPE:DOPG.
Odlisna stabilita by mohla byt dana ptitomnosti PG v DOPG:DOPE lipozémech.
Molekuly obou fosfolipidii PG 1 PC maji tvar valce, ale 1i8i se ndbojem, kdy PG nese
zaporny naboj a naboj na PC je neutralni. Simulace molekularni dynamiky PG a PE

fosfolipidli v membrané ukazala, ze PG vytvéii s PE silné iontové vazby, diky emuz je
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membrana kompaktnéjsi a sniZuje se jeji permeabilita (Zhao ef al., 2008). Vyznamnou
roli na stabilitu membrany mé misitelnost fosfolipidu liSicich se polarni hlavickou ve
smési. Bylo zjisténo, ze PE je zcela misitelny s PG a CL — s témito fosfolipidy je
schopny vytvaret uniformni binarni smési (v poméru 1:1). Naopak fosfolipidy PC a PE
spolu ve stejném poméru nevytvaii homogenni smés pravdépodobné kvili slabym
interakcim mezi polarnimi hlavami. PE pravdépodobné tvoii preferencné interakce

s jinym PE nez PC, coz naznacuje, ze PE vytvaii v takové smési domény (Shin et al.,
1995). Dalsi vliv mize mit i zakiiveni membrany lipozomu v porovnani s planarni
membranou. Napiiklad antimikrobidlnimu peptidu dermaseptinu B2 usnadiiuje pozitivni
zaktiveni membrany jeho inserci (Galanth et al., 2009), u tritrpticinu ma zakfiveni

membrany vliv na jeho sekundérni strukturu (Bozelli ef al., 2012).

Poslednim z pokusti na um¢lych membranovych systémech bylo porovnani aktivity
LPPO 7072 s LPPO 7070 a 7107. Hemolyticky LPPO 7070 vykazoval na planarni
membrané z DOPC:DOPE fosfolipidi Siroky rozsah vodivosti od 28 pS do 18 300 pS.
LPPO 7072 mél na membrané tohoto sloZzeni mnohem mensi rozsah pozorovanych péra
a to 7-640 pS. Tento vysledek je ve shod¢ s métenim aktivity LPPO 7070 na
lipozomech stejného fosfolipidového slozeni, kde byl s 97% celkovou mirou lyze
nejucinnéjsim lipofosfonoxinem (Obrazek 5.17H). Z téchto vysledkt vyplyva, ze za
hemolytickou aktivitou tohoto LPPO miiZe stat jeho preference k nenabitym
membrandm. Na lipozomech z DOPG:DOPE a DOPE:DOPG (Obrézek 5.17B, E) byl
LPPO 7070 témérf stejné aktivni, coz koreluje s jeho aktivitou na membranéach Zivych
bakterialnich buné€k sledovanou pomoci hodnoty MIC (Tabulka 1). LPPO 7107
nevykazoval na planarni membrané z DOPG:DOPE fosfolipidii Zddnou poérotvornou
aktivitu (Obrazek 5.9) a na lipozomech z DOPG:DOPE a DOPC:DOPE vykazoval
pouze slabou aktivitu. Na lipozomech z DOPE:DOPG byl LPPO 7107 nejaktivné;jsi
(Obrazek 5.17F). Pti dal§im testovani by bylo vhodné zméfit aktivitu tohoto LPPO i na
planarnich lipidickych membranach z DOPE:DOPG a zjistit, zda 1 na planarni
membrané bude dosahovat podobné vyssi aktivity jako na lipozémech. Zatim se
muzeme domnivat, Ze mu zakifiveni membrany lipozomu usnadiiuje porotvornou
aktivitu na rozdil od planarni membréany. Déle je mozné, ze tento LPPO preferuje
membrany bohaté na PE, stejné jako duramycin, cinnamycin (Navarro et al., 1985;
Mirki et al., 1991) nebo cyklotidy (Henriques et al., 2012), a proto je na membranach

z DOPE:DOPG aktivnéjsi nez na téch, kde je PE v menSim procentudlnim zastoupeni.
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Vychozi hypotézou pro méteni na umélych lipidickych systémech bylo, ze LPPO
7072 bude na nabitych membranach napodobujicich membrany bakterii vice aktivni nez
na téch neutralnich napodobujicich eukaryotické membrany. Tato hypotéza se potvrdila
pii méfenich na planarnich lipidickych membranach i pomoci méfeni tniku sondy CF
z lipozémii slozenych z DOPE:DOPG a DOPC:DOPE fosfolipidi. U LPPO 7070 jsme
ptedpokladali, Ze jeho vysoka hemolytickd aktivita se bude odrazet ve vyssi aktivité na
neutralné nabitych membranach. Tato hypotéza byla potvrzena jak na planarnich
systémech, tak na lipozomech. LPPO 7107 byl na lipozémech s ptevazujicim PG nebo
PC velmi malo aktivni, coz také odpovida nasi hypotéze, kterd vychdzi ze slabé aktivity

proti bakteriim (MIC Tabulka 1) i z nizkych hodnot hemolytické aktivity.

Dalsim cilem této prace bylo porovnat u¢inek vSech tii zastupci LPPO na G*
bakterie, kde byl modelem S. aureus, a na G bakterie zastoupené bakterii E. coli.
Porotvorna aktivita LPPO byla na zivych bakterialnich bunkach testovana pomoci
fluorescencnich sond PI a DiSC3(5). Kinetiky vstupu sondy PI do bunék po tcinku
LPPO mély u S. aureus a E. coli rozdilny ¢asovy pribéh, kdy u S. aureus trvaly fadové
jen desitky sekund, zatimco u E. coli desitky minut. Dosazend maxima nelze mezi
obéma bakteriemi srovnat kvuli rozdilnému zptsobu uspofadani experimentu (méteni
v kyveté vs. v mikrotitra¢ni desti¢ce — viz kapitola 4.6). Pokusy s bakterii S. aureus za
pouziti sondy PI ukézaly, Zze LPPO 7072 a 7070 vytvareji v membrang této bakterie
pory, a naopak v souladu se znamymi hodnotami MIC je latka 7107 vici této bakterii
neaktivni (Obrazek 5.10). Z téchto méteni 1ze usuzovat, Ze LPPO 7072 a 7070 vytvaii
v membrané S. aureus dostatecné velké pory, kterymi projde molekula PI.
Permeabilizacni aktivitu potvrzuje 1 experiment se sondou DiSC;3(5), kdy t€inek LPPO
7072 a 7070 vedl ke ztraté membranového potencidlu S. aureus (Obrazek 5.13A, B).
U LPPO 7107 nedoslo k vyznamnému nértstu intenzity fluorescence pii pouZiti sondy
P1, ale pfi pouziti sondy DiSC3(5) doslo ke zvySeni intenzity fluorescence znacici
poruseni membranového potencialu (Obrazek 5.13C). Miizeme usuzovat, ze LPPO
7107 ziejmé vytvaii v membrané S. aureus pory malého priméru, kterymi projde sice
proton, ale do kterého uz se nevejde molekula PI, kterd ma molekulovou hmotnost
668 g/mol. Baktericidni aktivitu LPPO 7072 potvrdil 1 pokus sledujici zménu CFU pfi
inkubaci buné€k s timto LPPO. Jiz po prvni minuté pisobeni poklesla hodnota CFU

témer o Ctyii fady (Obréazek 5.15), coz znamena, ze vlivem LPPO 7072 zahynulo vice
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jak 99 % bakterii. Tento vysledek je tedy ve shod¢€ s velmi rychlym ¢asovym pribéhem

kinetik sledujicich pérotvornou aktivitu této latky.

U bakterie E. coli se kinetiky sond PI a DiSC3(5) v ¢ase velmi liSily. Sonda PI
potfebovala k dosazeni maxima intenzity fluorescence 40—-80 minut, zatimco u sondy
DiSC3(5) bylo potieba k dosazeni maxima 40—-80 sekund. Tento vyrazny rozdil v Case
muze byt zpisoben rozdilnym vypovédnim mechanizmem sond. Zatimco sonda PI
nejdiive musi proniknout do burky, nasledné se navazat na dvousroubovici nukleové
kyseliny, ¢imz dojde k nartstu IF, u sondy DiSC;3(5) intenzita fluorescence zavisi na
vyvazani sondy z hyperpolarizované¢ membrany v duisledku naruseni membranového
potencialu vytvorenim poéru. Jeji odpoveéd tedy mize byt obecné rychlejsi. Mizeme
usuzovat, Zze LPPO tvoii v membrané G~ bakterii takové pory, kterymi snadno projde
proton, ale jiZ ne molekula PI. JelikoZ doslo ke zvySeni IF sondy PI, znamena to, Ze
muselo dojit k navazani sondy na dvousroubovici nukleové kyseliny. V prubéhu tohoto
desitky minut trvajiciho méfeni mohlo dojit piisobenim LPPO k rozpadu membrany a
vyliti obsahu cytoplazmy do vnéjsiho prostiedi, kde se volnd sonda PI mohla navazat na
uniklou DNA z buiiky a tim doslo ke zvyseni jeji IF. K ovéfeni téchto domnének by
bylo potieba bunky po méteni s PI stocit, aby bylo vidét, kde PI zlstal navazany. Sonda
PI zbarvuje roztok do rizova. Pokud by se dostala dovnitt bun¢k, byl by pelet vznikly
centrifugaci rizovy. Pokud by bylo zvySeni IF zptsobeno vazbou PI na DNA

lyzovanych bun¢k, obarveny by byl supernatant a zadny pelet by se nevytvofil.

Meéteni se sondou DiSCs(5) ukazuji, ze LPPO 7072 a 7070 naruSuji membranovy
potencial bun€k E. coli (Obrazek 5.13D, E). Narast IF sondy u E. coli dosahuje o trochu
mens$ich maxim nez u bakterie S. aureus, coz mize byt zplisobeno pfitomnosti vnéjsi
membrany. Molekuly LPPO museji nejdiive ptekonat vnéj§i membranu a aZ poté se
dostanou k vnitini cytoplazmatické membrané, kterou depolarizuji. Kinetiky
hynuti E. coli v ptitomnosti LPPO 7072 ukézaly, Ze stejn¢ jako u S. aureus doslo jiz po
prvni minuté inkubace k rapidnimu poklesu CFU o ¢tyfi fady, a tedy k propadu CFA na
nulu (Obrazek 5.16). Tyto vysledky naznacuji, ze LPPO 7072 a 7070 vytvaieji ve
vnitini membrang E. coli pory s malym primérem, kterymi tézko prochazi sonda PI, ale
které propousti minimaln¢ protony. Ztrata membranového potencialu je tedy
pravdépodobné pfi¢inou smrti bunék. Na rozdil od ptfedchozich dvou LPPO je latka
7107 proti E. coli téméf neti¢inna. U obou méteni s fluorescencnimi sondami nedoslo

k narastu IF znacici porotvornou aktivitu (Obrazek 5.11C; Obrazek 5.13F). Tato latka
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tedy pravdépodobné neni schopna vnéj$i membranu piekonat a vytvofit tak por ve
vnitini cytoplazmatické membrang. Tuto rozdilnou schopnost by bylo mozné ptisuzovat
odliSnosti ve struktufe testovanych LPPO — LPPO 7107 ma pouze Sestiuhlikaty
hydrofobni modul na rozdil od LPPO 7072 a 7070, jejichz hydrofobni modul mé osm
uhlikd. Je mozné, Ze monomery LPPO 7107 kvuli kratkému hydrofobnimu modulu
nemohou piekonat hydrofobni prostfedi vnéjsi membrany nebo se kviili kratkému
hydrofobnimu tseku v protilehlych listech membrany obtizn¢ potkavaji, aby vytvorily

kanal.

Pro ovéteni schopnosti LPPO ptekonavat vnéj$i membranu E. coli byla pouzita
sonda NPN, ktera se vaze do narusené vnéj$i membrany, a tim dojde ke zvySeni jeji IF.
Oba LPPO 7072 a 7070 narusovaly vnéj$i membranu téméf stejnou mérou na rozdil od
LPPO 7107, ktery na integritu vné&j$i membrany nemél téméf Zadny vliv (Obrazek
5.14). Pro ovéteni role vnéj$i membrany v ucinnosti LPPO byl dale pomoci sondy PI
sledovéan permeabiliza¢ni u¢inek LPPO na kmen E. coli imp 4213, ktery ma mutaci
v syntéze LPS, kviili ¢emuz mé tento kmen propustnou vnéjsi membranu (Caetano et
al., 2011). Pokusy ukézaly, Ze tento fenotyp ovlivnil permeabiliza¢ni aktivitu LPPO —
kinetiky mutantniho kmene E. coli byly rychlejsi a dosahovaly vyssich maxim IF nez
kinetiky u divokého kmene (Obrazek 5.11D, E). Dokonce pfi pouziti netc¢inného LPPO
7107 byla na mutantnim kmenu pozorovéna slab4 permeabiliza¢ni aktivita (Obrazek
5.11F), coz potvrzuje domnénku z pfedchoziho odstavce, Ze neaktivita LPPO 7107 vici
G~ bakteriim mize byt dana jeho neschopnosti pfekonévat jejich vné€jsi membranu.
Stejny fenomén vykazuje i antibiotikum reutericyklin, ktery neu¢inkoval na G~ bakterie,
ale byl t¢inny vii¢i mutantnim kmeniim E. coli, které mély poruchu v syntéze

zakladniho 1 specifického polysacharidu LPS (Génzle et al., 2000).

Ve shod¢€ s témito zaveéry jsou i1 vysledky pokusl na lipozomech, které obsahovaly
ve svych membranach LPS (Obréazek 5.18). LPS byl ptidan k lipozémlim tvofenych
z DOPG:DOPE v poméru 2:1, resp. 1:2. U obou testovanych LPPO 7072 a 7107 doslo
ptitomnosti LPS k poklesu aktivity, ktery byl navic mnohem vyrazné&jsi na lipozomech
z DOPE:DOPG 2:1. U LPPO 7107 doslo k vice jak dvojnasobnému poklesu aktivity. Ze
vSech téchto méfeni vyplyva, ze LPS ovliviiuje aktivitu LPPO. LPPO 7072 1 7070
narusuji vn€j$i membranu G~ bakterii, ale obecné je jejich aktivita proti témto bakteriim
mensi nez proti G'. Ur¢ita ¢ast LPPO je pravdépodobné ,,spotiebovana“ k naruseni

vngj$i membrany, a tudiZ k vnitini membrané se jich dostane méné nez pfi stejné
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koncentraci u G'. Dal§im faktorem mtze byt vliv pfitomnosti samotného LPS, ktery
muze znesnadnovat pristup LPPO k membrang, anebo je pfimo vyvazovat. Nejvice je
pritomnosti vnéj$i membrany ovlivnéna aktivita LPPO 7107, ktery neni schopny
narusovat vnéj$i membranu G~ bakterii, coZ je pravdépodobnou piic¢inou toho, Ze jsou
vuci nému G~ bakterie necitlivé.

Obecné z pokust vyplyva, ze latky 7072 a 7070 maji na modelové bakterie vice
méng¢ stejny ucinek. To se shoduje s MIC téchto latek proti E. coli i S. aureus, kdy
u obou bakterii dosahuji obé latky MIC 0,5 ug/ml (Tabulka 1). Oba LPPO 7072 a 7070
maji baktericidni aktivitu — LPPO tvoifi v membrané pory a bakterie nasledn¢ hynou
z diivodu ztraty membranového potencidlu. Vysledky pokusi jsou v souladu i
s antibakterialni aktivitou LPPO 7107, jehoZz MIC proti S. aureus €ini 8 pg/ml (Tabulka
1), coz se shoduje s jeho slabou pérotvornou aktivitou v membrané této bakterie. Proti
E. coli vykazuje MIC 32 pg/ml (Tabulka 1), coz odpovida jeho neucinnosti proti této
bakterii 1 pfi maximalni pouzité koncentraci 20 pg/ml. Neaktivita LPPO 7107 je
pravdépodobné zplisobena schopnosti tvofit jen malé pory v membrané a také
neschopnosti pfekonat bariéru vnéj$i membrany. Naopak velka aktivita LPPO 7070
v nenabitych membranach je v souladu s jeho vysokou hemolytickou aktivitou, ktera je

pravdépodobné zptisobena jeho silnou preferenci k nenabitym membranam.
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Shrnuti

e Vsechny testované LPPO vykazuji pérotvornou aktivitu na membran¢, kterd je
ovlivnéna strukturou LPPO a sloZenim cilové membrany.

e Porotvornd aktivita LPPO 7072 a 7070 ma Sirokou distribuci vodivosti port, a to
od jednotek az po né€kolik tisic pS. LPPO 7107 vykazuje na planadrni membrané
pouze slabou nebo zadnou aktivitu.

e Aktivita LPPO 7072 je koncentra¢né¢ zavisla. Tento LPPO tvoii na
jednoslozkové membrané z DPhPG pii koncentraci 1,25 pg/ml pravidelné, ostie
ohranicené pory s nizkou vodivosti (do 30 pS). Pti koncentraci 5 ug/ml se
vyskytuji velké pory s vodivosti v fadech desitek az tisict pS s vysokou
hodnotou Sumu. Oba typy port se vyskytuji pii koncentraci 2,5 pg/ml.

e LPPO 7070 tvoti na membran€¢ z DOPC:DOPE 2:1 péry o vodivostech od 28 pS
do 18 000 pS, zatimco latka 7072 za stejnych podminek pouze v rozmezi 7 az
640 pS.

e Puasobenim LPPO dochdzi u bunék ke ztraté membranového potencialu.

e LPPO 7072 a 7070 vykazuji proti S. aureus a E. coli t¢mé&f stejnou aktivitu.
Buniky S. aureus jsou k u¢inku LPPO 7107 slabé citlivé.

e Buiky E. coli jsou k u¢inku LPPO 7107 necitlivé. Diivodem je pravdépodobné
neschopnost této latky pfekonat vnéj$i membranu.

e LPPO zptisobuji unik fluorescen¢ni sondy CF z lipozomii. Mira permeabilizace
membrany zavisi na membranovém sloZeni lipozomu a na koncentraci LPPO.

e Pfitomnost LPS snizuje u¢innost lyze lipozomu zptisobené LPPO.

e Baktericidni u¢inek LPPO je velmi rychly — bakterie oSettené LPPO 7072 hynou

jiz v prvni minuté inkubace.

84



8 Pouzita literatura

Alakomi, H. L., Paananen, A., Suihko, M. L., Helander, I. M. a Saarela, M. (2006) ‘Weakening effect of
cell permeabilizers on gram-negative bacteria causing biodeterioration’, Applied and Environmental
Microbiology, 72(7), pp. 4695-4703. doi: 10.1128/AEM.00142-06.

Anand, N. a Davis, B. D. (1960) ‘Damage by streptomycin to the cell membrane of Escherichia coli’,
Nature, 185(4705), pp. 22-23. doi: 10.1038/185022a0.

Auranwiwat, C., Trisuwan, K., Saiai, A., Pyne, S. G. a Ritthiwigrom, T. (2014) ‘Antibacterial
tetraoxygenated xanthones from the immature fruits of Garcinia cowa’, Fitoterapia, 98, pp. 179—-183.
doi: 10.1016/j.fitote.2014.08.003.

Bach, J. N. a Bramkamp, M. (2013) ‘Flotillins functionally organize the bacterial membrane’, Molecular
Microbiology, 88(6), pp. 1205-1217. doi: 10.1111/mmi.12252.

Ballweber, L. M., Jaynes, J. E., Stamm, W. E. a Lampe, M. F. (2002) ‘In vitro microbicidal activities of
cecropin peptides D2A21 and D4E1 and gel formulations containing 0.1 to 2% D2A21 against
Chlamydia trachomatis °, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 46(1), pp. 34—41. doi:
10.1128/AAC.46.1.34-41.2002.

Banning, A., Tomasovic, A. a Tikkanen, R. (2011) ‘Functional aspects of membrane association of
reggie/flotillin proteins’, Current Protein & Peptide Science, 12(8), pp. 725-735. doi:
10.2174/138920311798841708.

Barbeta, B. L., Marshall, A. T., Gillon, A. D., Craik, D. J. a Anderson, M. A. (2008) ‘Plant cyclotides
disrupt epithelial cells in the midgut of lepidopteran larvae’, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 105(4), pp. 1221-1225. doi: 10.1073/pnas.0710338104.

Baussanne, 1., Bussiére, A., Halder, S., Ganem-Elbaz, C., Ouberai, M., Riou, M., Paris, J. M., Ennifar, E.,
Mingeot-Leclercq, M. P. a Décout, J. L. (2010) ‘Synthesis and antimicrobial evaluation of amphiphilic
neamine derivatives’, Journal of Medicinal Chemistry, 53(1), pp. 119-127. doi: 10.1021/jm900615h.

Benveniste, R. a Davies, J. (1973) ‘Structure-activity relationships among the aminoglycoside antibiotics:
role of hydroxyl and amino groups.’, Antimicrobial agents and chemotherapy, 4(4), pp. 402—409. doi:
10.1128/AAC.4.4.402.

Bera, S., Zhanel, G. G. a Schweizer, F. (2010) ‘Antibacterial activity of guanidinylated neomycin B- and
kanamycin A-derived amphiphilic lipid conjugates’, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 65(6), pp.
1224-1227. doi: 10.1093/jac/dkq083.

Bergstrom, J. D., Kurtz, M. M., Rew, D. J., Amend, A. M., Karkas, J. D., Bostedor, R. G., Bansal, V. S.,
Dufresne, C., VanMiddlesworth, F. L., Hensens, O. D., Liesch, J. M., Zink, D. L., Wilson, K. E., Onishi,
J., Milligan, J. A., Bills, G., Kaplan, L., Omstead, M. N. a Jenkins, R. G. (1993) ‘Zaragozic acids: A
family of fungal metabolites that are picomolar competitive inhibitors of squalene synthase’, Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 90(1), pp. 80—84. doi:
10.1073/pnas.90.1.80.

Boman, H. G. (1991) ‘Antibacterial peptides: Key components needed in immunity’, Cell, 65(2), pp.
205-207. doi: 10.1016/0092-8674(91)90154-Q.

Bozelli, J. C., Sasahara, E. T., Pinto, M. R. S., Nakaie, C. R. a Schreier, S. (2012) ‘Effect of head group
and curvature on binding of the antimicrobial peptide tritrpticin to lipid membranes’, Chemistry and
Physics of Lipids. Elsevier Ireland Ltd, 165(4), pp. 365-373. doi: 10.1016/j.chemphyslip.2011.12.005.

Bozkurt Guzel, C., Oyardi, O. a B. Savage, P. (2018) ‘Comparative in vitro antimicrobial activities of
CSA-142 and CSA-192, second-generation ceragenins, with CSA-13 against various microorganisms’,
Journal of Chemotherapy. Taylor & Francis, 30(6-8), pp. 332-337. doi:
10.1080/1120009X.2018.1534567.

Bramkamp, M. a Lopez, D. (2015) ‘Exploring the existence of lipid rafts in bacteria’, Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 79(1), pp. 81-100. doi: 10.1128/mmbr.00036-14.

Brogden, K. A. (2005) ‘Antimicrobial peptides: Pore formers or metabolic inhibitors in bacteria?’, Nature

&5



Reviews Microbiology, 3(3), pp. 238-250. doi: 10.1038/nrmicro1098.

Browman, D. T., Hoegg, M. B. a Robbins, S. M. (2007) ‘The SPFH domain-containing proteins: more
than lipid raft markers’, Trends in Cell Biology, 17(8), pp. 394—402. doi: 10.1016/j.tcb.2007.06.005.

Bugg, T., Lloyd, A. a Roper, D. (2006) ‘Phospho-MurNAc-pentapeptide translocase (MraY) as a target
for antibacterial agents and antibacterial proteins’, Infectious Disorders - Drug Targets, 6(2), pp. 85-106.
doi: 10.2174/187152606784112128.

Caetano, T., Krawczyk, J. M., Mésker, E., Stissmuth, R. D. a Mendo, S. (2011) ‘Lichenicidin
biosynthesis in Escherichia coli : licFGEHI immunity genes are not essential for lantibiotic production
or self-protection’, Applied and Environmental Microbiology, 77(14), pp. 5023-5026. doi:
10.1128/AEM.00270-11.

Chalekson, C. P., Neumeister, M. W. a Jaynes, J. (2003) ‘Treatment of infected wounds with the
antimicrobial peptide D2A21°, Journal of Trauma, 54(4), pp. 770-774. doi:
10.1097/01.TA.0000047047.79701.6D.

Chen, C. H. a Lu, T. K. (2020) ‘Development and challenges of antimicrobial peptides for therapeutic
applications’, Antibiotic, 9(1), pp. 2-20. doi: 10.3390/antibiotics9010024.

Chen, L. a Tai, P. C. (1987) ‘Effects of antibiotics and other inhibitors on ATP-dependent protein
translocation into membrane vesicles’, Journal of Bacteriology, 169(6), pp. 2373-2379. doi:
10.1128/jb.169.6.2373-2379.1987.

Chen, R. F. a Knutson, J. R. (1988) ‘Mechanism of fluorescence concentration quenching of
carboxyfluorescein in liposomes: Energy transfer to nonfluorescent dimers’, Analytical Biochemistry,
172(1), pp. 61-77. doi: 10.1016/0003-2697(88)90412-5.

Cherian, P. T., Wu, X., Maddox, M. M., Singh, A. P., Lee, R. E. a Hurdle, J. G. (2014) ‘Chemical
modulation of the biological activity of reutericyclin: A membrane-active antibiotic from Lactobacillus
reuteri’, Scientific Reports, 4(4721), pp. 1-9. doi: 10.1038/srep04721.

Chng, S. S., Ruiz, N., Chimalakonda, G., Silhavy, T. J. a Kahne, D. (2010) ‘Characterization of the two-
protein complex in Escherichia coli responsible for lipopolysaccharide assembly at the outer
membrane’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 107(12),
pp. 5363-5368. doi: 10.1073/pnas.0912872107.

Choi, S., Isaacs, A., Clements, D., Liu, D., Kim, H., Scott, R. W., Winkler, J. D. a DeGrado, W. F. (2009)
‘De novo design and in vivo activity of conformationally restrained antimicrobial arylamide foldamers’,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 106(17), pp. 6968—
6973. doi: 10.1073/pnas.0811818106.

Clejan, S., Krulwich, T. A., Mondrus, K. R. a Seto-Young, D. (1986) ‘Membrane lipid composition of
obligatively and facultatively alkalophilic strains of Bacillus spp.’, Journal of Bacteriology, 168(1), pp.
334-340. doi: 10.1128/jb.168.1.334-340.1986.

Craik, D. J., Daly, N. L., Bond, T. a Waine, C. (1999) ‘Plant cyclotides: A unique family of cyclic and
knotted proteins that defines the cyclic cystine knot structural motif®, Journal of Molecular Biology,
294(5), pp. 1327-1336. doi: 10.1006/jmbi.1999.3383.

Cuin, Z., Wang, X., Koppermann, S., Thorson, J. S., Ducho, C. a Van Lanen, S. G. (2018) ‘Antibacterial
muraymycins from mutant strains of Streptomyces sp. NRRL 30471, Journal of Natural Products, 81(4),
pp- 942-948. doi: 10.1016/j.physbeh.2017.03.040.

Davis, B. D., Chen, L. a Tai, P. C. (1986) ‘Misread protein creates membrane channels: An essential step
in the bactericidal action of aminoglycosides’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 83(16), pp. 6164—6168. doi: 10.1073/pnas.83.16.6164.

*Dias, C. a Rauter, A. P. (2019) ‘Membrane-targeting antibiotics: Recent developments outside the
peptide space’, Future Medicinal Chemistry, 11(3), pp. 211-228. doi: 10.4155/fmc-2018-0254.

Dini, C., Didier-Laurent, S., Drochon, N., Feteanu, S., Guillot, J. C., Monti, F., Uridat, E., Zhang, J. a
Aszodi, J. (2002) ‘Synthesis of sub-micromolar inhibitors of MraY by exploring the region originally
occupied by the diazepanone ring in the liposidomycin structure’, Bioorganic and Medicinal Chemistry

86



Letters, 12(8), pp. 1209-1213. doi: 10.1016/S0960-894X(02)00109-9.

Donovan, C. a Bramkamp, M. (2009) ‘Characterization and subcellular localization of a bacterial flotillin
homologue’, Microbiology, 155(6), pp. 1786—1799. doi: 10.1099/mic.0.025312-0.

Dunbar, L. M., Tang, D. M. a Manausa, R. M. (2008) ‘A review of telavancin in the treatment of
complicated skin and skin structure infections (¢SSSI)’, Therapeutics and Clinical Risk Management,
4(1), pp. 235-244. doi: 10.2147/tcrm.s1843.

Dunkley Jr., E. A., Clejan, S., Guffanti, A. A. a Krulwich, T. A. (1988) ‘Large decreases in membrane
phosphatidylethanolamine and diphosphatidylglycerol upon mutation to duramycin resistance do not
change the protonophore resistance of Bacillus subtilis °, Biochimica et Biophysica Acta, 943(1), pp. 13—
18. doi: 10.1016/0167-8809(88)90072-2.

Durnace, B., Wnorowska, U., Pogoda, K., Deptuta, P., Wa tek, M., Piktel, E., Gluszek, S., Gu, X., Savage,
P. B., Niemirowicz, K. a Bucki, R. (2016) ‘Candidacidal activity of selected ceragenins and human
cathelicidin LL-37 in experimental settings mimicking infection sites’, PLoS ONE, 11(6), pp. 1-20. doi:
10.1371/journal.pone.0157242.

Eckert, R., He, J., Yarbrough, D. K., Qi, F., Anderson, M. H. a Shi, W. (2006) ‘Targeted killing of
Streptococcus mutans by a pheromone-guided “smart” antimicrobial peptide’, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 50(11), pp. 3651-3657. doi: 10.1128/AAC.00622-06.

Endo, A., Kakiki, K. a Misato, T. (1970) ‘Mechanism of action of the antifugal agent polyoxin D.’,
Journal of Bacteriology, 104(1), pp. 189—196. doi: 10.1128/jb.104.1.189-196.1970.

Epand, R. F., Schmitt, M. A., Gellman, S. H. a Epand, R. M. (2006) ‘Role of membrane lipids in the
mechanism of bacterial species selective toxicity by two a/B-antimicrobial peptides’, Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, 1758(9), pp. 1343—1350. doi: 10.1016/j.bbamem.2006.01.018.

Epand, R. F., Wang, G., Berno, B. a Epand, R. M. (2009) ‘Lipid segregation explains selective toxicity of
a series of fragments derived from the human cathelicidin LL-37’, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 53(9), pp. 3705-3714. doi: 10.1128/AAC.00321-09.

Epand, R. F., Pollard, J. E., Wright, J. O., Savage, P. B. a Epand, R. M. (2010) ‘Depolarization, bacterial
membrane composition, and the antimicrobial action of ceragenins’, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 54(9), pp. 3708-3713. doi: 10.1128/AAC.00380-10.

Epand, R. F., Savage, P. B. a Epand, R. M. (2007) ‘Bacterial lipid composition and the antimicrobial
efficacy of cationic steroid compounds (Ceragenins)’, Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes,
1768(10), pp. 2500-2509. doi: 10.1016/j.bbamem.2007.05.023.

Epand, R. M. a Epand, R. F. (2011) ‘Bacterial membrane lipids in the action of antimicrobial agents’,
Journal of Peptide Science, 17(5), pp. 298-305. doi: 10.1002/psc.1319.

Fettiplace, R., Andrews, D. M. a Haydon, D. A. (1971) ‘The thickness, composition and structure of some
lipid bilayers and natural membranes’, The Journal of Membrane Biology, 5(3), pp. 277-296. doi:
10.1007/BF01870555.

Flemming, K., Klingenberg, C., Cavanagh, J. P., Sletteng, M., Stensen, W., Svendsen, J. S. a Fleegstad, T.
(2009) ‘High in vitro antimicrobial activity of synthetic antimicrobial peptidomimetics against
staphylococcal biofilms’, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 63(1), pp. 136—145. doi:
10.1093/jac/dkn464.

Fredenhagen, A., Fendrich, G., Mérki, F., Marki, W., Gruner, J. a Raschdorf, F. (1990) ‘Duramycins B
and C, two new lanthionine containing antibiotics as inhibitors of phospholipase A2. Structural revision
of duramycin and cinnamycin’, The Journal of Antibiotics, 43(11), pp. 1403—-1412. doi:
10.7164/antibiotics.43.1403.

Galanth, C., Abbassi, F., Lequin, O., Ayala-Sanmartin, J., Ladram, A., Nicolas, P. a Amiche, M. (2009)
‘Mechanism of antibacterial action of dermaseptin B2: Interplay between helix - hinge - helix structure
and membrane curvature strain’, Biochemistry, 48(2), pp. 313-327. doi: 10.1021/bi802025a.

Ginzle, M. G., Holtzel, A., Walter, J., Jung, G. a Hammes, W. P. (2000) ‘Characterization of
reutericyclin produced by Lactobacillus reuteri LTH2584°, Applied and Environmental Microbiology,

87



66(10), pp. 4325—4333. doi: 10.1128/AEM.66.10.4325-4333.2000.

Ginzle, M. G. (2004) ‘Reutericyclin: Biological activity, mode of action, and potential applications’,
Applied Microbiology and Biotechnology, 64(3), pp. 326-332. doi: 10.1007/s00253-003-1536-8.

Ginzle, M. G. a Vogel, R. F. (2003) ‘Studies on the mode of action of reutericyclin’, Applied and
Environmental Microbiology, 69(23), pp. 1305-1307. doi: 10.1128/AEM.69.2.1305-1307.2003.

Ghosh, C. a Haldar, J. (2015) ‘Membrane-active small molecules: designs inspired by antimicrobial
peptides’, ChemMedChem, 10(10), pp. 1606—1624. doi: 10.1002/cmdc.201500299.

Gurjar, M. (2015) “Colistin for lung infection: an update’, Journal of Intensive Care, 3(3), pp. 511-515.
doi: 10.1186/s40560-015-0072-9.

Hachmann, A.-B., Angert, E. R. a Helmann, J. D. (2009) ‘Genetic analysis of factors affecting
susceptibility of Bacillus subtilis to daptomycin’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 53(4), pp.
1598-1609. doi: 10.1128/AAC.01329-08.

Hancock, R. E. W. a Scott, M. G. (2000) ‘The role of antimicrobial peptides in animal defenses’,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 97(16), pp. 8856—
8861. doi: 10.1073/pnas.97.16.8856.

Hara, T., Kodama, H., Kondo, M., Wakamatsu, K., Takeda, A., Tachi, T. a Matsuzaki, K. (2001) ‘Effects
of peptide dimerization on pore formation: Antiparallel disulfide-dimerized magainin 2 analogue’,
Biopolymers, 58(4), pp. 437-446. doi: 10.1002/1097-0282(20010405)58:4<437::AID-
BIP1019>3.0.CO;2-1.

Hashemi, M. M., Rovig, J., Weber, S., Hilton, B., Forouzan, M. M. a Savage, B. (2017) ‘Susceptibility of
colistin-resistant gram-negative bacteria to antimicrobial peptides and ceragenins’, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 61(8), pp. 1-6. doi: 10.1128/AAC.00292-17.

Hasim, S., Allison, D. P., Mendez, B., Farmer, A. T., Pelletier, D. A., Retterer, S. T., Campagna, S. R.,
Reynolds, T. B. a Doktycz, M. J. (2018) ‘Elucidating duramycin’s bacterial selectivity and mode of
action on the bacterial cell envelope’, Frontiers in Microbiology, 9(FEB), pp. 1-10. doi:
10.3389/fmicb.2018.00219.

Henriques, S. T., Huang, Y. H., Castanho, M. A. R. B., Bagatolli, L. A., Sonza, S., Tachedjian, G., Daly,
N. L. a Craik, D. J. (2012) ‘Phosphatidylethanolamine binding is a conserved feature of cyclotide-
membrane interactions’, Journal of Biological Chemistry, 287(40), pp. 33629-33643. doi:
10.1074/jbc.M112.372011.

Herzog, I. M., Feldman, M., Eldar-Boock, A., Satchi-Fainaro, R. a Fridman, M. (2013) ‘Design of
membrane targeting tobramycin-based cationic amphiphiles with reduced hemolytic activity’,
MedChemComm, 4(1), pp. 120—124. doi: 10.1039/c2md20162c.

Herzog, I. M. a Fridman, M. (2014) ‘Design and synthesis of membrane-targeting antibiotics: From
peptides- to aminosugar-based antimicrobial cationic amphiphiles’, MedChemComm. Royal Society of
Chemistry, 5(8), pp. 1014-1026. doi: 10.1039/c4md00012a.

Higgins, D. L., Chang, R., Debabov, D. V., Leung, J., Wu, T., Krause, K. M., Sandvik, E., Hubbard, J.
M., Kaniga, K., Schmidt, D. E., Gao, Q., Cass, R. T., Karr, D. E., Benton, B. M. a Humphrey, P. P.
(2005) ‘Telavancin, a multifunctional lipoglycopeptide, disrupts both cell wall synthesis and cell
membrane integrity in methicillin-resistant Staphylococcus aureus’, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 49(3), pp. 1127-1134. doi: 10.1128/AAC.49.3.1127-1134.2005.

Holtzel, A., Génzle, M. G., Nicholson, G. J., Hammes, W. P. a Jung, G. (2000) ‘The first low molecular
weight antibiotic from lactic acid bacteria: Reutericyclin, a new tetramic acid’, Angewandte Chemie -
International Edition, 39(15), pp. 2766-2768. doi: 10.1002/1521-3773(20000804)39:15<2766::AID-
ANIE2766>3.0.CO;2-G.

Hori, M., Kakiki, K., Suzuki, S. a Mlsato, T. (1971) ‘Studies on the mode of action of polyoxins part iii.
Relation of polyoxin structure to chitin synthetase inhibition’, Agricultural and Biological Chemistry,
35(8), pp. 1280—-1291. doi: 10.1080/00021369.1971.10860064.

Hudson, B., Upholt, W. B., Devinny, J. a Vinograd, J. (1969) ‘The use of an ethidium analogue in the

88



dye-buoyant density procedure for the isolation of closed circular DNA: The variation of the superhelix
density of mitochondrial DNA’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 62(3), pp. 813—820. doi: 10.1073/pnas.62.3.813.

Hultmark, D., Steiner, H., Rasmuson, T. a Boman, H. G. (1980) ‘Insect imunity. Purification and
properties of three inducible bactericidal proteins from hemolymph of immunized pupae of Hyalophora
cecropia’, European journal of biochemistry / FEBS, 106(1), pp. 7-16. doi: 10.1111/j.1432-
1033.1980.tb05991 .x.

Hurdle, J. G., Yendapally, R., Sun, D. a Lee, R. E. (2009) ‘Evaluation of analogs of reutericyclin as
prospective candidates for treatment of staphylococcal skin infections’, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 53(9), pp. 4028—4031. doi: 10.1128/AAC.00457-09.

Igarashi, M., Nakagawa, N., Doi, N., Hattori, S., Naganawa, H. a Hamada, M. (2003) ‘Camprazamycin B,
a novel anti-tuberculosis antibiotic, from Streptomyces sp.’, Journal of Antibiotics, 56(6), pp. 580—-583.
doi: 10.7164/antibiotics.56.580.

linuma, M., Tosa, H., Tanaka, T., Asai, F., Kobayashi, Y., Shimano, R. a Miyauchi, K. I. (1996)
‘Antibacterial activity of xanthones from guttiferacous plants against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus’, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 48(8), pp. 861-865. doi: 10.1111/j.2042-
7158.1996.tb03988.x.

Isaksson, J., Brandsdal, B. O., Engqvist, M., Flaten, G. E., Svendsen, J. S. M. a Stensen, W. (2011) ‘A
synthetic antimicrobial peptidomimetic (LTX 109): Stereochemical impact on membrane disruption’,
Journal of Medicinal Chemistry, 54(16), pp. 5786—5795. doi: 10.1021/jm200450h.

Ishizaki, Y., Hayashi, C., Inoue, K., Igarashi, M., Takahashi, Y., Pujari, V., Crick, D. C., Brennan, P. J. a
Nomoto, A. (2013) ‘Inhibition of the first step in synthesis of the mycobacterial cell wall core, catalyzed
by the GlcNAc-1-phosphate transferase WecA, by the novel caprazamycin derivative CPZEN-45’,
Journal of Biological Chemistry, 288(42), pp. 30309-30319. doi: 10.1074/jbc.M113.492173.

Isono, K., Nagatsu, J., Kawashima, Y. a Suzuki, S. (1965) ‘Studies on polyoxins, antifungal antibiotics’,
Agricultural and Biological Chemistry, 29(9), pp. 848—854. doi: 10.1080/00021369.1965.10858475.

Isono, K., Nagatsu, J., Kobinata, K., Sasaki, K. a Suzuki, S. (1967) ‘Studies on polyoxins, antifungal
antibiotics’, Agricultural and Biological Chemistry, 31(2), pp. 190-199. doi: 10.1271/bbb1961.31.190.

Isono, K., Uramoto, M., Kusakabe, H., Kimura, K. 1., Izaki, K., Nelson, C. C. a McCloskey, J. A. (1985)
‘Liposidomycins: Novel nucleoside antibiotic which inhibit bacterial peptidoglycan synthesis’, Journal of
Antibiotics, 18(11), pp. 1617-1621. doi: 10.7164/antibiotics.38.1617.

Jean-Frangois, F., Castano, S., Desbat, B., Odaert, B., Roux, M., Metz-Boutigue, M. H. a Dufourc, E. J.
(2008) ‘Aggregation of cateslytin B-sheets on negatively charged lipids promotes rigid membrane
domains. A new mode of action for antimicrobial peptides?’, Biochemistry, 47(24), pp. 6394—6402. doi:
10.1021/bi800448h.

Jennings, C., West, J., Waine, C., Craik, D. a Anderson, M. (2001) ‘Biosynthesis and insecticidal
properties of plant cyclotides: The cyclic knotted proteins from Oldenlandia affinis °, Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 98(19), pp. 10614-10619. doi:
10.1073/pnas.191366898.

Kanai, A. a Natori, S. (1989) ‘Cloning of gene cluster for sarcotoxin I, antibacterial proteins of
Sarcophaga peregrina ’, FEBS Letters, 258(2), pp. 199-202. doi: 10.1016/0014-5793(89)81652-7.

Kaplan, C. W., Sim, J. H., Shah, K. R., Kolesnikova-Kaplan, A., Shi, W. a Eckert, R. (2011) ‘Selective
membrane disruption: Mode of action of C16G2, a specifically targeted antimicrobial peptide’,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 55(7), pp. 3446-3452. doi: 10.1128/AAC.00342-11.

Karnovsky, M. J., Kleinfeld, A. M., Hoover, R. L. a Klausner, R. D. (1982) ‘The concept of lipid domains
in membranes’, Journal of Cell Biology, 94(1), pp. 1-6. doi: 10.1083/jcb.94.1.1.

Kawai, Y., Marles-Wright, J., Cleverley, R. M., Emmins, R., Ishikawa, S., Kuwano, M., Heinz, N., Bui,
N. K., Hoyland, C. N., Ogasawara, N., Lewis, R. J., Vollmer, W., Daniel, R. A. a Errington, J. (2011) ‘A
widespread family of bacterial cell wall assembly proteins’, EMBO Journal. Nature Publishing Group,
30(24), pp. 4931-4941. doi: 10.1038/emboj.2011.358.

&9



Khadka, N. K., Aryal, C. M. a Pan, J. (2018) ‘Lipopolysaccharide-dependent membrane permeation and
lipid clustering caused by cyclic lipopeptide colistin’, ACS Omega, 3(12), pp. 17828-17834. doi:
10.1021/acsomega.8b02260.

El Khoury, M., Swain, J., Sautrey, G., Zimmermann, L., Van Der Smissen, P., Décout, J. L. a Mingeot-
Leclercq, M. P. (2017) ‘Targeting bacterial cardiolipin enriched microdomains: An antimicrobial strategy
used by amphiphilic aminoglycoside antibiotics’, Scientific Reports, 7(1), pp. 1-12. doi: 10.1038/s41598-
017-10543-3.

Kimura, K. ichi, Miyata, N., Kawanishi, G., Kamio, Y. a Isono, K. (1989) ‘Liposidomycin C inhibits
phospho-N-acetylmuramyl-pentapeptide transferase in peptidoglycan synthesis of Escherichia coli Y-
10°, Agricultural and Biological Chemistry, 53(7), pp. 1811-1815. doi: 10.1271/bbb1961.53.1811.

Koh, J. J., Qiu, S., Zou, H., Lakshminarayanan, R., Li, J., Zhou, X., Tang, C., Saraswathi, P., Verma, C.,
Tan, D. T. H., Tan, A. L., Liu, S. a Beuerman, R. W. (2013) ‘Rapid bactericidal action of alpha-
mangostin against MRSA as an outcome of membrane targeting’, Biochimica et Biophysica Acta -
Biomembranes. Elsevier B.V., 1828(2), pp. 834—844. doi: 10.1016/j.bbamem.2012.09.004.

Koh, J. J., Zou, H., Lin, S., Lin, H., Soh, R. T., Lim, F. H., Koh, W. L., Li, J., Lakshminarayanan, R.,
Verma, C., Tan, D. T. H., Cao, D., Beuerman, R. W. a Liu, S. (2016) ‘Nonpeptidic amphiphilic xanthone
derivatives: Structure-activity relationship and membrane-targeting properties’, Journal of Medicinal
Chemistry, 59(1), pp. 171-193. doi: 10.1021/acs.jmedchem.5b01500.

Koo, H. B. a Seo, J. (2019) ‘Antimicrobial peptides under clinical investigation’, Peptide Science, 111(5),
pp- 1-15. doi: 10.1002/pep2.24122.

Kotra, L. a Mobashery, S. (2005) ‘A renaissance of interest in aminoglycoside antibiotics’, Current
Organic Chemistry, 5(2), pp. 193-205. doi: 10.2174/1385272013375698.

Kowalski, R. P., Romanowski, E. G., Yates, K. A. a Mah, F. S. (2016) ‘An independent evaluation of a
novel peptide mimetic, Brilacidin (PMX30063), for ocular anti-infective’, Journal of Ocular
Pharmacology and Therapeutics, 32(1), pp. 23-27. doi: 10.1089/jop.2015.0098.

Krause, K. M., Serio, A. W., Kane, T. R. a Connolly, L. E. (2016) ‘Aminoglycosides: An overview’, Cold
Spring Harbor Perspectives in Medicine, 6(6), pp. 1-18. doi: 10.1101/cshperspect.a027029.

Kumar, P., Kizhakkedathu, J. N. a Straus, S. K. (2018) Antimicrobial peptides: Diversity, mechanism of
action and strategies to improve the activity and biocompatibility in vivo ’, Biomolecules, 8(1). doi:
10.3390/biom8010004.

Kumar, S., Dahiya, R., Khokra, S. L., Mourya, R., Chennupati, S. V. a Maharaj, S. (2017) ‘Total
synthesis and pharmacological investigation of cordyheptapeptide A’, Molecules, 22(6), pp. 1-14. doi:
10.3390/molecules22060682.

Kylsten, P., Samakovlis, C. a Hultmark, D. (1990) ‘The cecropin locus in Drosophila ; a compact gene
cluster involved in the response to infection.’, The EMBO Journal, 9(1), pp. 217-224. doi:
10.1002/j.1460-2075.1990.tb08098 .x.

Leadbetter, M. R., Adams, S. M., Bazzini, B., Fatheree, P. R., Karr, D. E., Krause, K. M., Lam, B. M. T.,
Linsell, M. S., Nodwell, M. B., Pace, J. L., Quast, K., Shaw, J. P., Soriano, E., Trapp, S. G., Villena, J.
D., Wu, T. X., Christensen, B. G. a Judice, J. K. (2004) ‘Hydrophobic vancomycin derivatives with
improved ADME properties: Discovery of telavancin (TD-6424)’, Journal of Antibiotics, 57(5), pp. 326—
336. doi: 10.7164/antibiotics.57.326.

Lee, J. Y., Boman, A., Chuanxin, S., Andersson, M., Jornvall, H., Mutt, V. a Boman, H. G. (1989)
‘Antibacterial peptides from pig intestine: Isolation of a mammalian cecropin’, Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 86(23), pp. 9159-9162. doi:
10.1073/pnas.86.23.9159.

Lee, T.-H., N. Hall, K. a Aguilar, M.-1. (2016) ‘Antimicrobial peptide structure and mechanism of action:
A focus on the role of membrane structure’, Current Topics in Medicinal Chemistry, 16(1), pp. 25-39.
doi: 10.2174/1568026615666150703121700.

Leontiadou, H., Mark, A. E. a Marrink, S. J. (2006) ‘Antimicrobial peptides in action’, Journal of the
American Chemical Society, 128(37), pp. 12156-12161. doi: 10.1021/ja062927q.

90



Lin, S., Koh, J. J., Aung, T. T., Lim, F., Li, J., Zou, H., Wang, L., Lakshminarayanan, R., Verma, C.,
Wang, Y., Tan, D. T. H., Cao, D., Beuerman, R. W., Ren, L. a Liu, S. (2017) ‘Symmetrically substituted
xanthone amphiphiles combat gram-positive bacterial resistance with enhanced membrane selectivity’,
Journal of Medicinal Chemistry, 60(4), pp. 1362—1378. doi: 10.1021/acs.jmedchem.6b01403.

Loh, B., Grant, C. a Hancock, R. E. W. (1984) ‘Use of the fluorescent probe 1-N-phenylnaphthylamine to
study the interactions of aminoglycoside antibiotics with the outer membrane of Pseudomonas
aeruginosa’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 26(4), pp. 546—551. doi: 10.1128/AAC.26.4.546.

Lopez, D. a Koch, G. (2017) ‘Exploring functional membrane microdomains in bacteria: an overview’,
Current Opinion in Microbiology, 36(0), pp. 76—84. doi: 10.1016/j.mib.2017.02.001.

Lépez, D. a Kolter, R. (2010) ‘Functional microdomains in bacterial membranes’, Genes and
Development, 24(17), pp. 1893—-1902. doi: 10.1101/gad.1945010.

Ludtke, S., He, K. a Huang, H. (1995) ‘Membrane thinning caused by magainin 2°, Biochemistry, 34(51),
pp- 16764-16769. doi: 10.1021/bi000512026.

Ludtke, S. J., He, K., Heller, W. T., Harroun, T. A., Yang, L. a Huang, H. W. (1996) ‘Membrane pores
induced by magainin’, Biochemistry, 35(43), pp. 13723—13728. doi: 10.1021/b19620621.

Marki, F., Hénni, E., Fredenhagen, A. a van Oostrum, J. (1991) ‘Mode of action of the lanthionine-
containing peptide antibiotics duramycin, duramycin B and C, and cinnamycin as indirect inhibitors of
phospholipase A2’, Biochemical Pharmacology, 42(10), pp. 2027-2035. doi: 10.1016/0006-
2952(91)90604-4.

Masters, K. S. a Brise, S. (2012) ‘Xanthones from fungi, lichens, and bacteria: The natural products and
their synthesis’, Chemical Reviews, 112(7), pp. 3717-3776. doi: 10.1021/cr100446h.

Matsuzaki, K. (1998) ‘Magainins as paradigm for the mode of action of pore forming polypeptides’,
Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Biomembranes, 1376(3), pp. 391-400. doi: 10.1016/S0304-
4157(98)00014-8.

Matsuzaki, K., Sugishita, K. L., Ishibe, N., Ueha, M., Nakata, S., Miyajima, K. a Epand, R. M. (1998)
‘Relationship of membrane curvature to the formation of pores by magainin 2°, Biochemistry, 37(34), pp.
11856-11863. doi: 10.1021/bi980539y.

McDonald, L. A., Barbieri, L. R., Carter, G. T., Lenoy, E., Lotvin, J., Petersen, P. J., Siegel, M. M.,
Singh, G. a Williamson, R. T. (2002) ‘Structures of the muraymycins, novel peptidoglycan biosynthesis
inhibitors’, Journal of the American Chemical Society, 124(35), pp. 10260—-10261. doi:
10.1021/ja017748h.

Mensa, B., Howell, G. L., Scott, R. a DeGrado, W. F. (2014) ‘Comparative mechanistic studies of
brilacidin, daptomycin, and the antimicrobial peptide LL16°, Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
58(9), pp. 5136-5145. doi: 10.1128/AAC.02955-14.

Meyer, C. E. a Reusser, F. (1967) ‘A polypeptide antibacterial agent isolated from Trichoderma viride ’,
Experientia, 23(2), pp. 85-86. doi: 10.1007/BF02135929.

Mileykovskaya, E. a Dowhan, W. (2009) ‘Cardiolipin membrane domains in prokaryotes and
eukaryotes’, Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, 1788(10), pp. 2084-2091. doi:
10.1016/j.bbamem.2009.04.003.

Miura, Y. (2020) ‘NMR studies on the conformation, stability and dynamics of alamethicin in methanol’,
European Biophysics Journal, 49(1), pp. 113—124. doi: 10.1007/s00249-019-01418-8.

Mohamed, Y. F., Abou-Shleib, H. M., Khalil, A. M., El-Guink, N. M. a El-Nakeeb, M. A. (2014)
‘Membrane permeabilization of colistin toward pan-drug resistant gram-negative isolates’, Brazilian
Journal of Microbiology, 47(2), pp. 381-388. doi: 10.1016/j.bjm.2016.01.007.

Muraih, J. K., Harris, J., Taylor, S. D. a Palmer, M. (2012) ‘Characterization of daptomycin
oligomerization with perylene excimer fluorescence: Stoichiometric binding of phosphatidylglycerol
triggers oligomer formation’, Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, 1818(3), pp. 673—678. doi:
10.1016/j.bbamem.2011.10.027.

Nagant, C., Pitts, B., Stewart, P. S., Feng, Y., Savage, P. B. a Dehaye, J. P. (2013) ‘Study of the effect of

91



antimicrobial peptide mimic, CSA-13, on an established biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa ’,
MicrobiologyOpen, 2(2), pp. 318-325. doi: 10.1002/mbo3.77.

Navarro, J., Chabot, J., Sherrill, K., Aneja, R., Zahler, A. a Racker, E. (1985) ‘Interaction of duramycin
with artificial and natural membranes’, Biochemistry, 24(17), pp. 4645—-4650. doi: 10.1021/bi00338a025.

Nguyen, L. T., Haney, E. F. a Vogel, H. J. (2011) ‘The expanding scope of antimicrobial peptide
structures and their modes of action’, Trends in Biotechnology, 29(9), pp. 464-472. doi:
10.1016/j.tibtech.2011.05.001.

Niemirowicz, K., Surel, U., Wilczewska, A. Z., Mystkowska, J., Piktel, E., Gu, X., Namiot, Z.,
Kulakowska, A., Savage, P. B. a Bucki, R. (2015) ‘Bactericidal activity and biocompatibility of
ceragenin-coated magnetic nanoparticles’, Journal of Nanobiotechnology, 13(1), pp. 1-11. doi:
10.1186/s12951-015-0093-5.

Nilsson, A. C., Janson, H., Wold, H., Fugelli, A., Andersson, K., Hékangérd, C., Olsson, P. a Olsen, W.
M. (2015) ‘Ltx-109 is a novel agent for nasal decolonization of methicillin-resistant and -sensitive
Staphylococcus aureus ’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 59(1), pp. 145-151. doi:
10.1128/AAC.03513-14.

Novack, G. D. (2014) ‘Eyes on new product development: Trabecular meshwork’, Journal of Ocular
Pharmacology and Therapeutics, 30(2-3), pp. 83—84. doi: 10.1089/jop.2014.1505.

O’Connell, K. M. G., Hodgkinson, J. T., Sore, H. F., Welch, M., Salmond, G. P. C. a Spring, D. R. (2013)
‘Combating multidrug-resistant bacteria: Current strategies for the discovery of novel antibacterials’,
Angewandte Chemie - International Edition, 52(41), pp. 10706—10733. doi: 10.1002/anie.201209979.

Oh, D., Sun, J., Nasrolahi Shirazi, A., Laplante, K. L., Rowley, D. C. a Parang, K. (2014) ‘Antibacterial
activities of amphiphilic cyclic cell-penetrating peptides against multidrug-resistant pathogens’,
Molecular Pharmaceutics, 11(10), pp. 3528-3536. doi: 10.1021/mp5003027.

Olekson, M. A., You, T., Savage, P. B. a Leung, K. P. (2017) ‘Antimicrobial ceragenins inhibit biofilms
and affect mammalian cell viability and migration in vitro’, FEBS Open Bio, 7(7), pp. 953-967. doi:
10.1002/2211-5463.12235.

Oren, Z. a Shai, Y. (1998) ‘Mode of action of linear amphipathic a-helical antimicrobial peptides’,
Biopolymers, 47(6), pp. 451-463. doi: 10.1002/(SICI)1097-0282(1998)47:6<451::AID-BIP4>3.0.CO;2-
F.

Otvos, L., Insug, O., Rogers, M. E., Consolvo, P. J., Condie, B. A., Lovas, S., Bulet, P. a Blaszczyk-
Thurin, M. (2000) ‘Interaction between heat shock proteins and antimicrobial peptides’, Biochemistry,
39(46), pp. 14150-14159. doi: 10.1021/bi0012843.

Pandey, R. C., Cook, J. C. a Rinehart, K. L. (1977) ‘High resolution and field desorption mass
spectrometry studies and revised structures of alamethicins I and II’, Journal of the American Chemical
Society, 99(26), pp. 8469—8483. doi: 10.1021/ja004682a016.

Panova, N., Zbornikova, E., Pohl, R., Kola, M., Latal, T., Lovecka, P., Barvik, 1., Krasny, L. a Rejman,
D. (2015) ‘Insights into the mechanism of action of bactericidal lipophosphonoxins’, PLoS ONE, 10(12),
pp. 1-28. doi: 10.1371/journal.pone.0145918.

Park, C. B., Kim, H. S. a Kim, S. C. (1998) ‘Mechanism of action of the antimicrobial peptide buforin II:
Buforin II kills microorganisms by penetrating the cell membrane and inhibiting cellular functions’,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 244(1), pp. 253-257. doi:
10.1006/bbrc.1998.8159.

Patrzykat, A., Friedrich, C. L., Zhang, L., Mendoza, V. a Hancock, R. E. W. (2002) ‘Sublethal
concentrations of pleurocidin-derived antimicrobial peptides inhibit macromolecular synthesis in
Escherichia coli’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 46(3), pp. 605—614. doi:
10.1128/AAC.46.3.605-614.2002.

Peleg, A. Y., Miyakis, S., Ward, D. V., Earl, A. M., Rubio, A., Cameron, D. R., Pillai, S., Moellering, R.
C. a Eliopoulos, G. M. (2012) ‘Whole genome characterization of the mechanisms of daptomycin
resistance in clinical and laboratory derived isolates of Staphylococcus aureus’, PLoS ONE, 7(1), p.
€28316. doi: 10.1371/journal.pone.0028316.

92



Pillai, A., Ueno, S., Zhang, H., Lee, J. M. a Kato, Y. (2005) ‘Cecropin P1 and novel nematode cecropins:
A bacteria-inducible antimicrobial peptide family in the nematode Ascaris suum ’, Biochemical Journal,
390(1), pp. 207-214. doi: 10.1042/BJ20050218.

Plotkin, P., Patel, K., Uminski, A. a Marzella, N. (2011) ‘Telavancin (Vibativ), a new option for the
treatment of gram-positive infections’, P and T, 36(3), pp. 127-138.

Pranting, M., L66v, C., Burman, R., Goéransson, U. a Andersson, D. I. (2010) ‘The cyclotide
cycloviolacin O2 from Viola odorata has potent bactericidal activity against gram-negative bacteria’,
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 65(9), pp. 1964—1971. doi: 10.1093/jac/dkq220.

Qian, S., Wang, C., Yang, L. a Huang, H. W. (2008) ‘Structure of the alamethicin pore reconstructed by
x-ray diffraction analysis’, Biophysical Journal, 94(9), pp. 3512—-3522. doi:
10.1529/biophys;j.107.126474.

Rejman, D. (2012) ‘Lipophosphonoxins, method of their preparation and use’, EP Patent 087994642,
1(19), pp. 1-31. Available at:
http://info.sipcc.net/files/patent/fulltext/EP/200605/EP2099194A1/EP2099194A1.PDF.

Rejman, D., Pohl, R. a Nyc, O. (2011) ‘Lipophosphonoxins: New modular molecular structures with
significant antibacterial properties’, Journal of Medicinal Chemistry, 54(22), pp. 7884—7898.

Rottem, S. a Markowitz, O. (1979) ‘Carotenoids act as reinforcers of the Acholeplasma laidlawii lipid
bilayer’, Journal of Bacteriology, 140(3), pp. 944-948. doi: 10.1128/JB.140.3.944-948.1979.

Saenz, J. P., Sezgin, E., Schwille, P. a Simons, K. (2012) ‘Functional convergence of hopanoids and
sterols in membrane ordering’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 109(35), pp. 14236-14240. doi: 10.1073/pnas.1212141109.

Saenz, J. P., Grosser, D., Bradley, A. S., Lagny, T. J., Lavrynenko, O., Broda, M. a Simons, K. (2015)
‘Hopanoids as functional analogues of cholesterol in bacterial membranes’, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 112(38), pp. 11971-11976. doi:
10.1073/pnas.1515607112.

Saravolatz, L. D., Pawlak, J., Johnson, L., Bonilla, H., Saravolatz, L. D., Fakih, M. G., Fugelli, A. a
Olsen, W. M. (2012) ‘In vitro activities of LTX-109, a synthetic antimicrobial peptide, against
methicillin-resistant, vancomycin-intermediate, vancomycin-resistant, daptomycin-nonsusceptible, and

linezolid-nonsusceptible Staphylococcus aureus ’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 56(8), pp.
4478-4482. doi: 10.1128/AAC.00194-12.

Savage, P. B., Li, C., Taotafa, U., Ding, B. a Guan, Q. (2002) ‘Antibacterial properties of cationic steroid
antibiotics’, FEMS Microbiology Letters, 217(1), pp. 1-7. doi: 10.1016/S0378-1097(02)01036-4.

Schatz, A., Bugle, E. a Waksman, S. A. (1944) ‘Streptomycin, a substance exhibiting antibiotic activity
against gram-positive and gram-negative bacteria’, Proceedings of the Society for Experimental Biology
and Medicine, 55(1), pp. 66—69. doi: 10.1097/01.bl0.0000175887.98112.fe.

Schwab, U., Gilligan, P., Jaynes, J. a Henke, D. (1999) ‘In vitro activities of designed antimicrobial
peptides against multidrug-resistant cystic fibrosis pathogens’, Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
43(6), pp. 1435-1440. doi: 10.1128/aac.43.6.1435.

Scott, R. W. a Tew, G. N. (2016) ‘Mimics of host defense proteins; strategies for translation to
therapeutic applications’, Current Topics in Medicinal Chemistry, 17(5), pp. 576-589. doi:
10.2174/15680266166661607.

Sengupta, D., Leontiadou, H., Mark, A. E. a Marrink, S. J. (2008) ‘Toroidal pores formed by
antimicrobial peptides show significant disorder’, Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes,
1778(10), pp. 2308-2317. doi: 10.1016/j.bbamem.2008.06.007.

Seydlova, G., Pohl, R., Ehn, M., Panova, N., Sudzinova, P. a Rejman, D. (2017) ‘Lipophosphonoxins II:
Design, synthesis, and properties of novel broad spectrum antibacterial agents’, Journal of Medicinal
Chemistry. doi: 10.1021/acs.jmedchem.7b00355.

Shin, K., Maeda, H., Fujiwara, T. a Akutsu, H. (1995) ‘Molecular miscibility of phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine in binary mixed bilayers with acidic phospholipids studied by 2H- and 31P-

93



NMR’, BBA - Biomembranes, 1238(1), pp. 42-48. doi: 10.1016/0005-2736(95)00111-F.

Simons, K. a Ikonen, E. (1997) ‘Functional rafts in cell membranes’, Nature, 387(6633), pp. 569-572.
doi: 10.1038/42408.

Sims, P. J., Waggoner, A. S., Wang, C. H. a Hoffman, J. F. (1974) ‘Mechanism by which cyanine dyes
measure membrane potential in red blood cells and phosphatidylcholine vesicles’, Biochemistry, 13(16),
pp- 3315-3330. doi: 10.1021/bi007132022.

Singer, S. J. a Nicolson, G. L. (1972) ‘The fluid mosaic model of the structure of cell membranes’,
Science, 175(4023), pp. 720-731. doi: 175 (1972) 720-731.

Steiner, H., Hultmark, D., Engstrom, A., Bennich, H. a Boman, H. G. (1981) ‘Sequence and specificity of
two antibacterial proteins involved in insect immunity’, Nature, 292(11), pp. 246-248. doi:
10.1038/292246a0.

Suk, D. H., Rejman, D., Dykstra, C. C., Pohl, R., Pankiewicz, K. W. a Patterson, S. E. (2007)
‘Phosphonoxins: Rational design and discovery of a potent nucleotide anti-Giardia agent’, Bioorganic
and Medicinal Chemistry Letters, 17(10), pp. 2811-2816. doi: 10.1016/j.bmcl.2007.02.063.

Sullivan, R., Santarpia, P., Lavender, S., Gittins, E., Liu, Z., Anderson, M. H., He, J., Shi, W. a Eckert, R.
(2011) “Clinical efficacy of a specifically targeted antimicrobial peptide mouth rinse: Targeted
elimination of Streptococcus mutans and prevention of demineralization’, Caries Research, 45(5), pp.
415-428. doi: 10.1159/000330510.

Sundaram, B. M., Gopalakrishnan, C., Subramanian, S., Shankaranarayanan, D. a Kameswaran, L. (1983)
‘Antimicrobial activities of Garcinia mangostana ’, Planta Medica, 48(1), pp. 59—60. doi: 10.1055/s-
2007-969882.

Svangard, E., Burman, R., Gunasekera, S., Lovborg, H., Gullbo, J. a Goransson, U. (2007) ‘Mechanism
of action of cytotoxic cyclotides: Cycloviolacin O2 disrupts lipid membranes’, Journal of Natural
Products, 70(4), pp. 643-647. doi: 10.1021/np070007v.

Swain, J., Khoury, M. El, Kempf, J., Briée, F., Van Der Smissen, P., Décout, J. L. a Mingeot-Leclercq,
M. P. (2018) ‘Effect of cardiolipin on the antimicrobial activity of a new amphiphilic aminoglycoside
derivative on Pseudomonas aeruginosa ’, PLoS ONE, 13(8), pp. 1-16. doi:
10.1371/journal.pone.0201752.

Torrent, M., Navarro, S., Moussaoui, M., Nogués, M. V. a Boix, E. (2008) ‘Eosinophil cationic protein
high-affinity binding to bacteria-wall lipopolysaccharides and peptidoglycans’, Biochemistry, 47(11), pp.
3544-3555. doi: 10.1021/bi702065b.

Tsai, A., Uemura, S., Johansson, M., Puglisi, E. V., Marshall, R. A., Aitken, C. E., Korlach, J.,
Ehrenberg, M. a Puglisi, J. D. (2013) ‘The impact of aminoglycosides on the dynamics of translation
elongation’, Cell Reports, 3(2), pp. 497-508. doi: 10.1016/j.celrep.2013.01.027.

Vanounou, S., Parola, A. H. a Fishov, 1. (2003) ‘Phosphatidylethanolamine and phosphatidylglycerol are
segregated into different domains in bacterial membrane. A study with pyrene-labelled phospholipids’,
Molecular Microbiology, 49(4), pp. 1067-1079. doi: 10.1046/j.1365-2958.2003.03614 x.

Wachi, M., Doi, M., Tamaki, S., Park, W., Nakajima-Iijima, S. a Matsuhashi, M. (1987) ‘Mutant isolation
and molecular cloning of mre genes, which determine cell shape, sensitivity to mecillinam, and amount of
penicillin-binding proteins in Escherichia coli’, Journal of Bacteriology, 169(11), pp. 4935-4940. doi:
10.1128/jb.169.11.4935-4940.1987.

Wang, C. K., Wacklin, H. P. a Craik, D. J. (2012) ‘Cyclotides insert into lipid bilayers to form membrane
pores and destabilize the membrane through hydrophobic and phosphoethanolamine-specific
interactions’, Journal of Biological Chemistry, 287(52), pp. 43884—43898. doi:
10.1074/jbc.M112.421198.

Weisblum, B. a Davies, J. (1968) ‘Antibiotic inhibitors of the bacterial ribosome.’, Bacteriological
reviews, 32(4), pp. 493-528. doi: 10.1128/mmbr.32.4 pt 2.493-528.1968.

Wenzel, M., Senges, C. H. R., Zhang, J., Suleman, S., Nguyen, M., Kumar, P., Chiriac, A. 1., Stepanek, J.
J., Raatschen, N., May, C., Krdamer, U., Sahl, H. G., Straus, S. K. a Bandow, J. E. (2015) ‘Antimicrobial

94



peptides from the aurein family form ion-selective pores in Bacillus subtilis’, ChemBioChem, 16(7), pp.
1101-1108. doi: 10.1002/cbic.201500020.

Wimley, W. C. (2010) ‘Describing the mechanism of antimicrobial peptide action with the interfacial
activity model’, ACS Chemical Biology, 5(10), pp. 905-917. doi: 10.1038/jid.2014.371.

Yeaman, M. R. a Yount, N. Y. (2003) ‘Mechanism of antimicrobial peptide action and resistance’,
Pharmacological reviews, 55(1), pp. 27-55. doi: 10.1124/pr.55.1.2.27.

Yendapally, R., Hurdle, J. G., Carson, E. I, Lee, R. B. a Lee, R. E. (2008) ‘N-substituted 3-acetyltetramic
acid derivatives as antibacterial agents’, Journal of Medicinal Chemistry, 51(5), pp. 1487—-1491. doi:
10.1021/jm701356q.

Zasloff, M. (1987) ‘Magainins, a class of antimicrobial peptides from Xenopus skin: Isolation,
characterization of two active forms, and partial cDNA sequence of a precursor’, Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 84(15), pp. 5449-5453. doi:
10.1073/pnas.84.15.5449.

Zasloff, M. (2002) ‘Antimicrobial peptides of multicellular organisms’, Nature, 415(6870), pp. 389—-395.
doi: 10.1038/415389a.

Zhang, H. M., Li, Z., Tsudome, M., Ito, S., Takami, H. a Horikoshi, K. (2005) ‘An alkali-inducible
flotillin-like protein from Bacillus halodurans C-125°, Protein Journal, 24(2), pp. 125-131. doi:
10.1007/s10930-004-1519-3.

Zhao, W., Rog, T., Gurtovenko, A. A., Vattulainen, I. a Karttunen, M. (2008) ‘Role of
phosphatidylglycerols in the stability of bacterial membranes’, Biochimie, 90(6), pp. 930-938. doi:
10.1016/j.biochi.2008.02.025.

* oznaceni sekundarni citace
Internetové zdroje

Avanti Lipids, Phase transition temperatures for glycerophospholipids [online], Dostupné zde:
https://avantilipids.com/tech-support/physical-properties/phase-transition-temps [cit. 14.7.2020]

QuB program, Dostupny zde: https://qub.maelics.com/

95



