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Abstrakt

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii obsahuje kromé stézejni molekuly
peptidoglykanu také unikatni polysacharidy, jako jsou teichoové kyseliny, kapsularni
polysacharidy a exopolysacharidy, a kovalentné¢ vazané povrchové proteiny. Dohromady
vytvari silnou a odolnou vrstvu, ktera zajiStuje ochranu, ale také komunikaci s vn&jSim

prostiedim.

Biosyntézu peptidoglykanu u grampozitivnich bakterii 1ze rozdé¢lit do tii fazi:
cytoplasmatickd faze, membranova faze a extracytoplasmaticka faze. Jednotlivé faze se
skladaji ze specifickych reakci, které jsou katalyzovany casto konzervovanymi bakterialnimi
enzymy, jenz tvoii potencidlni cile pro antibiotické molekuly. VétSina znamych antibiotik
ucinnych proti grampozitivnim bakteriim je cilend pravé k inhibici procesu syntézy bunécné
stény. Mechanismy ucinkl jednotlivych antibiotik jsou popsany s riznou mirou podrobnosti.
Néktera jsou zndma a Siroce vyuzivdna v medicin€ ¢i veterinarni praxi a néktera vykazuji
zatim pouze potencial stat se 1éCivy. Dalsi vyuziti antibiotik je v samotném zdkladnim

vyzkumu, pfedevsim pfi studiu biosyntézy bunécéné stény a bakterialniho déleni.

V této praci jsem shrnula poznatky o biosyntéze bunécné stény grampozitivnich
bakterii a vycet antibiotik a popis mechanismil jejich ucinku na biosyntézu predevsim

peptidoglykanu.

Klic¢ova slova: syntéza bunétné stény, peptidoglykan, grampozitivni bakterie, antibiotika



Abstract

The cell wall of Gram-positive bacteria includes, in addition to the core peptidoglycan
molecule, unique polysaccharides such as teichoic acids, capsular polysaccharides and
exopolysaccharides, and covalently bound surface proteins. Together, they create a strong and

durable layer that provides protection but also communication with the external environment.

Peptidoglycan biosynthesis in Gram-positive bacteria can be divided into three phases:
cytoplasmic, membrane and extracytoplasmic phase. The individual phases consist of specific
reactions that are catalyzed by often conserved bacterial enzymes, which are potential targets
for antibiotic molecules. Most known antibiotics effective against Gram-positive bacteria are
aimed at inhibiting the process of cell wall synthesis. The mechanisms of action of individual
antibiotics are described with varying degrees of detail. Some are known and widely used in
medicine or veterinary practice, and some have so far only shown the potential to become
drugs. Another use of antibiotics is in the basic research itself, especially in the study of cell

wall biosynthesis and bacterial division.

In this work, I have compiled a summary of knowledge about cell wall biosynthesis of
Gram-positive bacteria and a list of antibiotics and a description of the mechanisms of their

effect on the cell wall biosynthesis, primarily peptidoglycan.

Key words: cell wall synthesis, peptidoglycan, Gram-positive bacteria, antibiotics
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Seznam pouzitych zkratek

Alr
AMP-PCP
C55-P

CTP

Ddl

D-iGIn
D-iGlu
GlcNAc
HMM PBPs
Hpg

kDa

LMM PBPs
LTA

mDap
MurNAc
NMR
PASTA

PBP
PG
PNPT
SEDS
STK
UDP
UMP
WTA

D-ala racemaza

Adenylyl 5'- (B,y-methylendifosfonat), analog ATP
Undekaprenylfosfat, lipidovy pienasec

Citidintrifosfat

D-ala-D-ala ligaza

D-isoglutamin

D-isoglutamova kyselina

N-acetylglukosamin

Penicilin vazebné proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti
4-hydroxyfenylglycin, neproteinogenni aminokyselina
Kilodalton

Penicilin vazebné proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti
Lipoteichoové kyseliny

Kyselina diaminopimelova

N-acetylmuramova kyselina

Nuklearni magneticka rezonance

Proteinova doména asociovana s penicilin-vazebnymi proteiny a

serin/threoninovymi kinazami
Penicilin vazebny protein
Peptidoglykan
Polyprenyl-fosfat

Rodina proteinti zajistujici polymeraci bunécné stény a déleni buiky

Serin/threoninova proteinkinaza
Uridindifosfat
Uridinmonofosfat

Teichoové kyseliny bunééné stény



1 Uvod

Mnoho lidskych i zvifecich patogenti ma status grampozitivni bakterie. Jejich unikatni
bunécna sténa, tvoiena silnou vrstvou peptidoglykanu z nich d€la mistry ve skryvani se
v hostitelském organismu a také v obran¢€ proti jeho imunitnimu systému. Husta polymerni sit’
peptidoglykanu zajiStuje celularni integritu v proménlivém okolnim prostfedi a zaroven je
natolik flexibilni, Ze umoziuje bakteridlni rist, déleni a interakci s hostitelem. Peptidoglykan,
enzymy ucastnici se jeho vystavby a dals$i molekuly, které tvofi stavebni kameny bunécné
stény, se lisi od jakychkoliv struktur produkovanych eukaryotickymi bunkami. Pravé diky této

velké odlisnosti je bunééna sténa velmi vhodnym cilem antibiotickych 1é¢iv.

Biosyntéza bunécné stény zahrnuje celou fadu enzymatickych reakci, které tvofi
koordinovany a komplexni proces. Kompletni piedstava o pritbéhu syntézy a vzhledu bunécéné
stény grampozitivnich bakterii vSak stale neni zcela objasnéna. I pfes to se antibiotika cilena
inhibovat tuto syntézu vyviji uz od 40. let 20. stoleti. V obdobi zlatého véku antibiotik
dokonce padaly myslenky a nazory, Ze lidé boj s bakteriemi definitivné vyhrali. Dnes uz je
dobfe znamo, ze to byly pred€asné zavéry, jelikoz musime celit dopadiim naduzivéni téchto
1é¢iv. Se zvysujici se spotiebou antibiotik, at’ uz u hospodarskych zvirat ¢i v lidské mediciné,
se objevuje ¢im dal vice rezistentnich kment (tzv. superbakterii), které ptisobeni antibiotik

odolavaji. Mnoha antibiotika uZ nejsou na nékteré kmeny u¢inna a hledat alternativy je stale

vvvvvv

Tato bakalatska prace se zabyva blizsi charakterizaci procesu, ktery vede k biosyntéze
bunécéné stény. Cilem bylo vytvofit souhrn poznatkii o syntéze dvou hlavnich komponent
bunécné stény, peptidoglykanu a teichoovych kyselin u grampozitivnich bakterii a vytvofit

ptehled antibiotik inhibujicich jednotlivé kroky jejich syntézy.



2 Grampozitivni bakterie

Grampozitivni bakterie se daji definovat jako monodermické organismy neboli
organismy majici jednu jednoduchou cytoplasmatickou membranu. Postradaji druhou vnéjsi
membranu, kterd se vyskytuje u gramnegativnich bakterii, avSak o to komplexnéjsi a
sofistikovanéj$i maji vrstvu peptidoglykanu (Siegel et al, 2016). Zatimco gramnegativni
bakterie je chranéna pouze tenkou vrstvou peptidoglykanu o tloustce 3-6 nm, grampozitivni
bakterie maji bunénou sténu tvofenou vicevrstevnym peptidoglykanem silnym 10-100 nm
(Egan et al., 2017; Mistou et al., 2016). Bunecna sténa grampozitivnich bakterii dale obsahuje
Siroké spektrum sekundarnich slozek, jako jsou teichoové kyseliny, kapsularni polysacharidy,
exopolysacharidy a mnozstvi kovalentné vazanych proteint (Siegel et al., 2016; Mistou et al.,
2016). Dohromady davaji vzniknout propletené siti, ktera zajiStuje ochranu, odolnost viici
bunécnému turgoru, umoziiuje komunikaci a interakce s prostiedim, udava tvar a obecné se da
fici, ze definuje danou grampozitivni bakterii (Mistou et al, 2016; Vollmer et al., 2008;
Siegel et al., 2016). Ze slozek bunécné stény se budu v ramci predkladané bakalaiské prace
vénovat piedevSim peptidoglykanu a teichoovym kyselindm, jelikoz jejich syntéza je cilem

antibiotik.

2.1 Peptidoglykan

2.1.1 Chemické sloZeni peptidoglykanu

Peptidoglykan (PG) je zdkladni makromolekula bunééné stény bakterii. Jeho struktura
piipominajici sit’ je tvofena dlouhymi vlakny glykanu propojenymi kratkymi oligopeptidy,
které obsahuji L a D aminokyseliny. Zakladnim stavebnim kamenem glykanu je disacharid
tvofeny B-1,4-N-acetylglucosaminem (GIcNAc) a kyselinou N-acetylmuramovou (MurNAc)
(Pazos & Peters, 2019). Nenahraditelné pilite bunécné stény tvoii oligopeptidové mdustky,
které propojuji jednotlivd vldkna glykanti a davaji bunécné sténé specifické vlastnosti.
Ptipojeni oligopeptidového mustku probiha na pozici uhliku C3 MurNAc, kde je navdzana D-
laktatova skupina (Vollmer et al., 2008). V dobfe prozkoumaném modelu gramnegativni
bakterie Escherichia coli je sekvence peptidu nasledujici: L-Ala, D-iGlu, mDap, D-Ala, D-
Ala. Tato sekvence prochazi u rtiznych druhti bakterii modifikacemi, coz pifinasi celou Skalu
zmén ve vlastnostech buné¢né stény. Srovnani struktury peptidovych mustkli u bakterii E.
coli, Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae a Staphylococcus aureus je zndzornéno na

Obr. 1. U grampozitivnich bakterii se Casto objevuje amidace D-iGlu (D-isoglutamova



kyselina) na D-iGln (D-isoglutamin) pomoci esenciadlni amidotransferazy MurT/GatD a
zdména mDap (kyselina diaminopimelova) za L-Lys jako napt. u S. pneumoniae nebo S.
aureus (Egan et al., 2017; Pazos & Peters, 2019). Dale miize dochéazet k O-acetylacim D-Glu
nebo mDap jako u napt. Bacillus cereus, Staphylococcus aureus aj. Nejen oligopeptid, ale i
glykan mé svou modifikaci a tou je N-glykolylace muramové kyseliny. Tato modifikace se
stala charakteristickym znakem pro ptibuzné kmeny bakterii tadu Actinomycetales (Vollmer,
2008). Na poslednich dvou zbytcich D-Ala se modifikace nevyskytuji, jelikoz se jedna o
vysoce konzervovanou strukturu a cilové molekuly pro enzymy transpeptidazy zajist'ujici

zesitovani PG (Pazos & Peters, 2019).

GleNAC - MurNAc GlcNAC — MurNAc GlcNAC — MurNA GIeNAC - MurNAc
1 L-Ala L-Ala L-Ala L-Ala
2 D-iLIBIu D—i(IBIu D-i(IBImi\ H,) D—iIGIU{NHzl
3 mDIAP —pAa 4 mDIAPl NH,)—D-Ala L—Llys D-Ala L—I_IyS D-Ala
4 D-f!ILIa m[:}AP 3 D—Alla mD:AF’u NH,) L-L:YS o-Ala L-'%YS —(Gly)s
D-iGlu - 2 HGIu DHGIU(NH;) D—iIGIu[NHz]
L_A:m ] - Al:a L—Aia LAla
GlcNAC - MurNAc GIcNAC — MurNAc GlcNAc — MurNAc GleNAc — MurNAc
4-3 pfiéné \_’azby 4-3 priéné vazby 4-3 piicné vazby u S. pneumoniae 4-3 piiéné vazby u S. aureus
u E. coli u B. subtilis s L-Ser-L-Ala mistkem s pentaglycinovym mustkem

Obr. 1: Struktura oligopeptidovych spojii v peptidoglykanu u grampozitivnich bakterii. Na obradzku jsou videt
modifikace peptidovych miistkii v peptidoglykanu u B. subtilis, S. pneumonaie a S. aureus ve srovnani
s gramnegativni bakterii E. coli. Prevzato dle (Pazos & Peters, 2019).

2.1.2 Struktura peptidoglykanu

Chemické slozeni peptidoglykanu je u mnoha kment dobie popsdno, avsak celkova
trojrozmérnd struktura bunécné stény grampozitivnich bakterii patii v biochemii stile mezi
nedofesené problémy (Meroueh et al, 2006; Rohde, 2019). V minulosti byly vytvofeny tfi
modely 3D struktury (Obr. 2). Model vrstveny, ktery piedpokladd podobnou strukturu
peptidoglykanu jako u gramnegativnich bakterii, tedy glykanova vladkna vedouci po obvodu
podle delsi osy bakteridlni buiikky (Beeby ef al., 2013; Rohde, 2019). Druhy model, model
leSeni, byl vytvofen na zakladé NMR grampozitivniho peptidoglykanu a ptredstavuje variantu,
ve které glykanové prameny vedou kolmo k membrané a tvofti sit’ Sestithelnikd (Meroueh et
al., 2006). Tretim modelem je tzv. stoeny kabelovy model, ve kterém glykan vytvaii 50 nm
kabely, vlakna stocena do helixu, kopirujici obvod bakterie (Hayhurst et al, 2008). Tento
model uz neni vsouCasné dobé povazovan za pravdépodobny, jelikoz pii podrobném
zkoumani se ukazalo, ze bunécné sténa grampozitivni bakterie nevykazuje zddné struktury

podobné kabeliim (Rohde, 2019).



Obr. 2: TF modely struktury peptidoglykanu. Na obrazku je vidét srovnani tii uvedenych modelii
peptidoglykanu grampozitivnich bakterii. Obr. A zobrazuje vrstevnaty model, ktery je shodny s PG
gramnegativnich bakterii (zelené glykanové retézce, modre peptidové miistky). Obr. B predstavuje model lesenti,
ve kterém glykany a peptidové miistky vytvari Sestivihelniky kolmé k membrané (oranzové glykanové retezce,
zelené peptidové miistky). Sipky zndzoriuji maly a vétsi por ve struktuie. Na obr. C je vidét kabelovy model, ve
kterém glykan vytvari kabely stocené do helixii. Prevzato dle (Gan et al., 2008, Meroueh et al., 2006, Hayhurst
etal, 2008).

2.2 Teichoové kyseliny

Teichoové kyseliny jsou polymerni latky, které se vyskytuji vyhradné u
grampozitivnich bakterii jako soucast bunécné stény. Maji vyznamnou funkci v bakteridlni
fyziologii, urovani tvaru bunék, pfijmu zivin, vzniku rezistence vici antibiotikiim, bunééném
dé€leni, tvorb¢ biofilmu a v interakci mezi bakterii a hostitelem (Shiraishi et al., 2016; van der
Es, 2018). Obecna chemickd struktura spociva v fetézci aniontovych polyolovych
podjednotek propojenych pomoci fosfodiesterovych vazeb a lze je rozdélit na lipoteichoové
kyseliny (LTA) a teichoové kyseliny bunécné stény (WTA) (Brown ef al., 2013). LTA jsou
pfipojené k bunécné membrané (ptes hexdzové zbytky glykolipidit membrany) a jejich hlavni
osu tvoii povétSinou poly-glycerolfosfat, zatimco WTA jsou zakotvené v peptidoglykanu
(ptes C6 MurNAc v PG) a jejich struktura se mezi bakterialnimi druhy vyrazné lisi
glycerolfosfatu nebo poly-ribitolfosfatu (Shiraishi ez al., 2016). Vyslednd LTA nebo WTA je
pripojena glykolipidovou kotvou k membrané nebo k peptidoglykanu pomoci enzymt LCP
(proteiny LytR, CpsA a Psr), pfitomnych u vSech grampozitivnich bakterii (Siegel et al.,
2016).



2.3 Ostatni sloZKky bune¢né stény
DalSimi slozkami povrchu grampozitivnich

bakterii jsou kapsularni polysacharidy,

exopolysacharidy a povrchové proteiny.

Kapsularni ~ polysacharidy jsou piipojené

k podjednotkam  peptidoglykanu  z vnéjSi  strany
bunécné stény a vytvaii glykanovy obal u patogennich i
komenzalnich bakterii. Jejich hlavni funkci je ochrana
proti vlivim prostifedi a zejména u patogenli jsou
dilezitymi virulenénimi faktory (Dasgupta a Kasper,

2010 cit. dle Cress et al., 2014).

Exopolysacharidy jsou strukturdlné¢ i funkéné
stejné jako kapsularni polysacharidy. Obvykle se od
kapsularnich polysacharidi lisi tim, Ze nebyvaji pevné
vazané k bunécnému povrchu a jsou uvoliiovany na

povrch bakterie, kde tvofi slizovou vrstvu. Vyskytuji

se spiSe u gramnegativnich bakterii, ale 1
grampozitivni maji svého zastupce, naptiklad
Streptococcus  equisimilis. Tyto molekuly hraji
dilezitou roli v ochran€¢ vi¢i vlivim vné&jSiho

prostiedi a virulenci (Cescutti, 2010).

WTA

Grampozitivni bakterie

Obr. 3: Bunélnd sténa grampozitivnich
bakterii. Na obrazku je
usporadani teichoovych kyselin v bunécné
grampozitivnich  bakterii. (LTA)
zndzornuje lipoteichoové kyseliny, které
kotvi  peptidoglykan  k cytoplasmatické
membrane, (WTA) jsou teichoové kyseliny,
které stabilizuji strukturu peptidoglykanu,
(PG) peptidoglykan, (CM) cytoplasmaticka
membrana, (C) cytoplasma. Prevzato a
upraveno dle (Pazos & Peters, 2019).

ZNAZOrneéno

stenée

Povrchové proteiny se u grampozitivnich bakterii vyskytuji ve velkém mnozstvi, na

rozdil od gramnegativnich bakterii, u kterych jsou spiSe vyjimecn&. Tyto proteiny jako

napiiklad protein A, proteiny vazajici fibronektin nebo kolagenovy adhezin, hraji vyznamnou

roli v patogenezi a virulenci (Vollmer ef al., 2008). Ukazalo se, ze se také ucastni procesu

tvorby biofilmu. Struktura prekurzorti povrchovych proteini je tvofena z N-termindlniho

signalniho peptidu potfebného pro sekreci a konzervované C-termindlni sekvence CWSS

(Cell Wall Sorting Signal), kterda je nezbytnd pro pfichyceni proteinu k bunétné sténé

enzymem sortazou (Hanson & Neely, 2012).



3 Biosyntéza bunécné stény

Syntéza bunécné stény bakterii je slozity biochemicky proces, ktery zatim neni
dopodrobna zcela objasnén. V souCasné dobé se preferuje model, podle kterého je
peptidoglykan syntetizovan pomoci velkych multiproteinovych komplext, jejichz soucdsti
jsou PG syntazy, hydrolazy a dal$i proteiny morfogeneze (Egan et al., 2017; Pazos et al.,
2017).

3.1 Syntéza peptidoglykanu

Hlavni slozka bunécné stény - peptidoglykan je stéZejni molekulou bunécné stény
bakterii. Diky svym vlastnostem zachovava integritu buiky, zajiStuje odolnost vuci
cytoplasmatickému turgoru, interakci mezi hostitelem a mikrobem, bunécnou signalizaci
bakterii a slouzi také jako signdl klicivosti spor. (Bassler a Lostick, 2006; Shah et al., 2008).
Peptidoglykan je u grampozitivnich bakterii syntetizovan ve tfech fazich. Prvni faze probiha
v cytoplasmé, kde vede ke vzniku intermediatu UMP-MurNAc-pentapeptidu, tzv. Parkovu
nukleotidu. Nasleduje sestaveni Lipidu II a posledni fazi je polymerace a konecné zesiténi,
které probihd na vnéjsi stran¢ membrany (Siegel ef al., 2016). Schéma celého procesu je

znazornéno na Obr. 4.

3.1.1 Cytoplasmaticka faze

Pocatecnim krokem cytoplasmatické faze syntézy je vznik dulezitého prekurzoru
peptidoglykanu 1 teichoovych kyselin UDP-N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc) z fruktdzy-
6-fosfatu. Tento krok sestava ze 4 reakci, jejichz schéma je zndzornéno na Obr. 5. Nejprve
enzym GImS (glutamin-fruktdza-6-fosfat aminotransferaza) preménuje D-fruktozu-6-fosfat na
D-glukosamin-6-fosfat. Tento enzym je bifunkéni a ma dvé domény. N-terminalni doména
katalyzuje hydrolyzu L-glutaminu na L-glutamat a amoniak a C-termindlni doména vaze
uvolnény amoniak a dava vzniknout D-glukosamin-6-fosfatu. Dalsi reakci je konverze D-
glukosamin-6-fosfatu na D-glukosamin-1-fosfat pomoci fosfoglukosaminmutazy (GImM).
Tato mutéza je aktivni pouze po (auto)fosforylaci konkrétniho serinového zbytku a reakce
zahrnuje meziprodukt D-glukosamin-1,6-difosfat. Poslednim enzymem v fadé je GImU (N-
acetylglukosamin-1-fosfat uridyltransferaza), ktery je rovnéz bifunk¢ni a katalyzuje acetylaci

a uridilaci. Acetylaci D-glukosamin-1-fosfadtu za spotfeby acetylu-CoA provadi C-koncova



doména a naslednou uridylaci vzniklého N-acetylglukosamin-1-fosfatu katalyzuje N-koncova

doména za spotifeby UTP a vzniku UDP-GIcNAc (Heijenoort, 2010).

Fruktoéza-6-fosfat

Dalsim krokem je pienos
enolpyruvylové skupiny z fosfoenolpyruvatu na o ( = Glu
prekurzor UDP-GIcNAc za vzniku UDP-enoyl- Ghukosamin o
pyruvyl-GlcNAc (UDP-EP-GIcNAc) (Benson et al., GImM I
1996). Tato reakce je katalyzovand enzymem Gf"km“%-l-imﬁ‘. .
MurA, ktery ma v genomu grampozitivnich bakterii G e e
dvé varianty genu a ob¢ produkuji zcela funkéni -\"““"?"?"'R*:Sﬂ‘“i“'"f"Sf‘f“
enzymy (Lovering et al., 2012 cit. dle Du et al,  ©™ C—UTpppi
2000). Navazujici redukci UDP-EP-GIcNAc UDP'N‘“‘:”:"?""""‘-"“““"
katalyzovanou MurB, dochdzi k transformaci /\
enoylpyruvylu na laktyl za spotieby jednoho Peptidoglykan  Ostatni polymery bunéné stény

redukovaného koenzymu NADPH a vznikd UDP- Obrizek & 5: Syntéza UDP-GIeNAc ¢

MurNAc (Benson et al., 1996). Nasleduji 4 reakce fruktozy-6-fosfatu. Schéma znazoriuje sled 4
reakci katalyzovany enzymy GImS, GImM a

katalyzované Mur ligazami, kter¢ za spotfeby  Gunu. Gims zprostiedkovava premenu fiuktizy-

ATP pfipojuji na kostru UDP-MurNAc jednotlive 67/0sfdn  na  ghikosamin-6-fosfat,  GlmM
katalyzuje naslednou konverzi na glukosamin-1-

aminokyseliny peptidového spojovactho mustku. fosfir a GimU provédi uridylaci a acetylaci za
vzniku UDP-N-acetylglukosaminu. Prevzato dle

MurC katalyzuje pfipojeni prvni aminokyseliny Heijenoort (2010)

L-Ala (Loverig et al., 2012). DalSim enzymem

v poradi je MurD, ktery za spotieby ATP piipojuje D-iGlu k rostoucimu prekurzoru. D-iGlu
je u nckterych bakterii (napt. Rhodospirillum rubrum) syntetizovan z D-alaninu a ao-
ketoglutaratu pomoci aminotransferazy nebo muze byt syntetizovan z L-glutamatu katalyzou
enzymem Murl (glutamat racemaza), coZz vyuZivaji napiiklad bakterie rodu Lactobacillus
(Yoshimura et al., 1993). MurD grampozitivnich bakterii vyzaduje ke spravnému fungovani
pritomnost pouze Mg®", oproti gramnegativiim, jejichz MurD potiebuje monokationty jako
NH*" nebo K* (Walsh et al., 1999). Vznikly UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanin-D-glutamét
piebird enzym MurE a pfidava k nému L-lysin (nebo u gramnegativii mDap) (Lovering et al.,
2012). V potadi ¢tvrtd ligdza MurF katalyzuje zaclenéni ¢tvrté a paté aminokyseliny ve formé
dipeptidu D-Ala-D-Ala za vzniku Parkova nukleotidu (UDP-MurNAc-L-Ala-D-iGlu-L-Lys-
D-Ala-D-Ala). Dipeptid D-Ala-D-Ala vznika pomoci dvou enzymu: alaninové racemazy Alr,
ktera pfevadi L-Ala na D-Ala a ligazy Ddl, kterd spojuje molekuly D-Ala za vzniku dimeru
(Vollmer et al., 2008; Siegel et al., 2016, Prosser & Carvalho, 2013). U pneumokokl se



syntézy peptidoglykanu dale tcastni také enzymy MurM a MurN. MurM je aminoacyl ligaza,
ktera pfipojenim L-alanin nebo L-serin k prvni aminokyselin¢ peptidového mistku L-lysinu,
zpusobuje vétveni pricnych spojek v peptidoglykanu. MurN katalyzuje nasledné ptipojeni
druhé aminokyseliny postranni vétve L-alaninu k L-serinu nebo L-alaninu (Lloyd et al., 2008;

De Pascale et al., 2008).

3.1.2 Membranova faze

Prvni reakci II. faze biosyntézy PG probihajici v membrané provadi transferdza MraY.
Jedna se o esencidlni enzym, ktery se nevyskytuje u eukaryot. MraY katalyzuje prenos UMP-
MurNAc-pentapeptidu z UDP-MurNAc-pentapeptidu na undekaprenylfosfat (C55-P), ktery
slouzi k pfichyceni substratu na membrané. Ukotvenim vznikd molekula zvana Lipid I (Mur-
NAc-pentapeptid-C55-PP) a uridin monofosfat - UMP (Lecerclé et al., 2010). Lipid I je
substratem pro hydrofobni enzym MurG, ktery katalyzuje uvolnéni N-acetylglukosaminu
z UDP-GInNAc a jeho pfipojeni na Lipid I za vzniku bezprostiedniho prekurzoru
peptidoglykanu Lipidu II (van den Brink-van der Laan et al, 2003). Lipid II je
pravdépodobné pomoci enzymu flipazy translokovan na vnéjsi stranu membrany. Jako flipazy
byly navrhovany proteiny rodiny SEDS (Shape, Elongation, Division, Sporulation) viz
kapitola 3.1.3. To se potvrdilo jen u nékterych grampozitivnich bakterii, napt. C. glutamicum
(Mohammadi et al., 2011; Siegel et al., 2016). U grampozitivni bakterie B. subtilis byl jako
potenciondlni flipaza identifikovan protein Amj jako funkéni nikoli vSak strukturni homolog
proteinu MurlJ, jehoZ funkce flipazy Lipidu Il u E.coli je jiz ovétena (Siegel et al., 2016;
Sham et al., 2014; Zhao et al., 2017). Rovnéz u S. pneumoniae se predpoklada, ze Murl je
hlavni flipaza pro lipid II (Straume et al., 2017).

3.1.3 Extracytoplasmaticka faze

Klicovymi kroky v III. fazi syntézy jsou polymerace Lipidu II v glykanové fetézce a
zesitovani PG, které jsou katalyzovany PG syntdzami oznaCované jako PBPs = Penicilin
vazebné proteiny (Goffin & Ghuysen, 1998). PBPs lze rozdélit do dvou kategorii podle
molekulové hmotnosti na PBPs s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW) a PBPs s nizkou
molekulovou hmotnosti (LMW). HMW-PBPs jsou multimodularni a podili se na polymeraci
peptidoglykanu. Podle aktivity a struktury se HMW-PBPs dale rozd€luji do dvou tfid — A a B.
PBPs tfidy A se vyznacuji transglykosylacni aktivitou na N-terminidlni doméné a

transpeptidazovou aktivitou na C-terminalni doménég. Tfida B ma transpeptiddzovou aktivitu



rovnéz na C-termindlu, avSak role N-terminalni Casti se pfedpoklada v bunééné morfogenezi a
bunécném cyklu. LMW PBPs jsou monofunk¢ni enzymy ¢asto oznac¢ované jako PBPs tiidy C

(Sauvage et al., 2008).

Polymerace Lipidu II probihé prostfednictvim transglykosylacni reakce, ktera spociva
v uvolnéni peptidoglykanové podjednotky z lipidické kotvy (C55-PP) a ptipojeni na rostouci
glykanovy pramen pfes 1-4 vazbu (Goffin & Ghuysen, 1998). Lipidicka kotva se po uvolnéni
pusobenim fosfataz preménuje na C55-P (undekaprenylfosfat) a recykluje pomoci zatim
neznamé flipazy (Zhao et al., 2017). Transglykosylace je katalyzovana glykosyltransferazami,
které se vyskytuji ve form& N-terminalniho konce PBPs tiidy A asociovan¢ho s C-koncovou
doménou zrodiny GT51, kterda vykazuje transpeptiddzovou aktivitu nebo ve formé
samostatnych membranovych proteint s glykosyltransferazovou aktivitou (proteiny SEDS -
RodA, FtsW aj.) (Heijenroot, 2010; Chen et al, 2019). Transpeptidacni reakce
zprostiedkovavaji zesitovani peptidoglykanu, které je nezbytné pro stabilni strukturu bunééné

stény (Heijenoort, 2010).

Existuji dva typy zesitovacich reakci — DD-transpeptidace a LD-transpeptidace. DD-
transpeptidace zahrnuje reakci mezi karboxylovou skupinou D-alaninu v pozici 4 donorové
podjednotky peptidoglakynu a aminoskupinou L-lysinu nebo mDap v pozici 3 akceptorové
podjednotky. DD-transpeptidazy se vyskytuji jako C-terminalni doména PBP tfidy A nebo
PBP tfidy B a jsou vazané k cytoplasmatické membrané (Heijenoort, 2010). LD-
transpeptidace je reakce, kterd je katalizovana penicilin-rezistentnimi proteiny, které jsou u
fady bakterii stdle neznamé. U E. faecium byla detekovana LD-transpeptiddza Ldts,, u B.
subtilis Ldtys a u E. fecalis Ldty (Magnet et al., 2007b). LD-transpeptidazy katalyzuji tvorbu
vazby mezi karboxylem L-lysinu nebo mDap v pozici 3 donoru a aminoskupinou peptidového
fetézce akceptoru v pozici 3 za uvolnéni D-alaninu. Obecné jsou LD-transpeptidace méné

Casté, tvori 3-10% obsahu muropeptidii. (Heijenoort, 2010; Magnet et al., 2007a).

Pocet a skladba PBPs je u bakterii individualni, naptiklad B. subtilis obsahuje 16
BPBs, z nichZ jsou 4 PBPs tfidy A a 6 PBPs tfidy B a C, zatimco S. pneumoniae ma 3 PBPs
tiidy A, 2 tfidy B a 1 tfidy C (Sauvage et al., 2008). Jednotlivé ttidy se rozdéluji do dalSich
specifickych podtiid. Obecné lze fici, ze grampozitivni bakterie maji k dispozici tfi podttidy
PBPs ttidy A (A3, A4 a AS5) (Sauvage et al., 2008; Goffin & Ghuysen, 1998). Z PBPs tiidy B
jsou typické B1, B4 a B5. B1 a BS5 jsou domnélymi ekvivalenty PBP2 E. coli, ktery lokalizuje

v misté¢ déleni a je nezbytny pro prodluzovani a udrzovani tvaru. B4 jsou nezbytné pro



bunécné déleni a obsahuji PASTA (penicillin-binding protein and serine/threonine kinase

associated) domény (Sauvage et al., 2008).

Syntéza bunécné stény je spjata s dalSimi procesy jako je prodluzovani, déleni a
sporulace fizené proteiny SEDS. Jednd se o integralni membranové proteiny, které predstavuji
rodinu glykosyltransferaz nezbytnou pro syntézu bunééné stény. Do této rodiny patii tiidy
RodA, FtsW, SpoVE aj. Pfedpoklada se, ze SEDS a PBP tfidy B koordinované spolupracuji a
tvofi subkomplexy bPBP-SEDS (Meeske et al., 2016; Emami et al., 2017). U modelového
organismu B. subtilis se v Rod komplexu, vyskytuje PBP2A a RodA (dale MreB a RodZ) a
v divizomu PBP2B a FtsW (Meeske et al., 2016). V soucasné dob¢ byl na zakladé pozorovani
déleni S. pneumoniae navrzen model, ve kterém by PBP tfidy A piejimaly peptidoglykan
vytvoteny komplexem PBP tfidy B (PBP2x) a FtsW a opravovaly chyby nebo zhustovaly

vytvorenou sit’ (Straume ef al., 2020).

UDP-MurNAc- UDP-MurNAc-Ala-Gl UDP-MurNAc-Ala UDP-MurNAc UDP-enoi- UDP-GicNAc
Ala-Glu-Lys I/- MurE \ : MurD \ : \lur( \ : MurB : pyruvyl- ; MurA N
* + GicNAc
L- \h s

ADP + P T ADP + Py ATP ADP + P, N Phospho-enol
| Ly ATP - [ ADP* NADPH i e
ATP L-1 L-11 Eoian]
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B MeG -Ald] m N m y
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Obr. 4: Syntéza peptidoglykanu. Schéma zndzornuje vSechny tri faze biosyntézy bunécné stény u
grampozitivnich bakterii. Prvni faze probiha v cytoplasmé a je zakoncena vznikem Parkova nukleotidu. Druhd
faze se vyznacuje ukotvenim prekurzori k cytoplasmatické membrané a konci aktivaci flipazy. Treti faze probiha
extracelularné, dochazi zde k tvorbe glykanovych retézcii a zesiteni PG. Prevzato dle (Lloyd et al., 2008).
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3.2 Biosyntéza teichoovych kyselin

Biosyntéza teichoovych kyselin neni u grampozitivnich bakterii dobfe prozkoumana.
Jednim z nejlépe zpracovanych modell je B. subtilis, schéma syntézy teichoovych kyselin je
znazornéno na Obr. 6. Teichooveé kyseliny B. subtilis jsou stejné jako peptidoglykan
syntetizovany intracelularné pomoci lipidového nosice a vychozi molekulou je UDP N-
acetylglukosamin. Geny kodujici enzymy, které katalyzuji jednotlivé reakce u B. subtilis jsou
tagABDEFGHO a mnaA. Syntéza zaCind reakci UDP N-acetylglukosamin-1-fosfatu s
lipidovym nosi¢em undekaprenylfosfatem za vzniku lipidu o (Sewell & Brown, 2014).
Reakce je katalyzovana enzymem TagO. Dale se pomoci TagA pfipojuje N-
acetylmannosamin, ktery vznika epimeraci GIcNAc enzymem MnaA. Vznika lipid B, na ktery
TagB navazuje prvni podjednotku glycerolfosfatu. Enzym TagD provadi aktivaci molekul
glycerolu hydrolyzou CTP a vznika CDP-glycerol, ktery je substratem enzymu TagF a TagE.
Nasleduje polymerace glycerolfosfatového fetézce katalyzovana TagF s vyslednym poctem
45-60 molekul glycerolfosfatu (Formstone et al., 2008). Posledni modifikaci je pfipojeni
molekul alfa-glukézy enzymem TagE na syntetizovany fetézec. Konecnou fazi je transport
hotové kyseliny pfes membranu pomoci ABC transportniho systému TagGH a pfipojeni

fosfodiesterovou vazbou k peptidoglykanu (Sewell & Brown, 2014).

Undekaprenol g

Fosfat ©
N-acetylglukosamin o
N-acetylmannosamin @

Glukoza ©
Glycerol a»

Peptidoglykan

Membrina

Obr. 6: Syntéza teichoovych kyselin u grampozitivni bakterie Bacillus subtilis. Na obrazku jsou videt jednotlivé
kroky biosyntézy teichoovych kyselin zprostiedkovavané pomoci enzymii Tag a jejich vysledna struktura.
Prevzato dle (Sewell & Brown, 2014).
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3.3 Regulace syntézy buné¢né stény

Regulac¢ni mechanismus syntézy bunécné stény je slozity systém procesii. Vzhledem

k hlavnimu zaméteni této prace je zde uveden pouze strucny nastin problematiky.

Vétsina prokaryot vyuziva jako mechanismus regulace dvoukomponentové systémy
slozené z histidinkinazy a ptislusného regulatoru (Stock et al., 2000). Avsak bylo prokazano,
ze v bakterialni biosyntéze bunécné stény je velmi Cetnym mechanismem regulace také
fosforylace/defosforylace  pfislusnych proteini pomoci serin/threoninovych  kinaz
eukaryotického typu (STK) a serin/threoninovych fosfatdz (Egan et al, 2017). U
grampozitivnich bakterii se vyskytuje ultrakonzervovand podrodina téchto STK ucastnici se
procestt bunééného déleni. Tyto STK maji dvé hlavni casti, kinazovou doménu a C-
termindlni doménu, kterd obsahuje né€kolik PASTA domén (Novakova et al., 2005). V piipadé
B. subtilis byla identifikovéana proteinkindza PrkC (Shah et al., 2008). U bakterie S. aureus se
vyskytuje proteinkindza PknB, jejiz ligandem je prekurzor PG Lipid II (Hardt et al., 2017).
Bakterie S. pneumoniae obsahuje proteinkinazu StkP (Novakova et al., 2005). Obecné lze fict,
ze ligandy proteinkindzovych PASTA domén jsou peptidoglykanové podjednotky, které
vazbou na doménu indukuji enzymatickou aktivitu STK. U S. pneumoniae bylo dokazano, ze
na doménu PASTA se vazi beta-laktamova antibiotika (Maestro et al., 2011). STK dale
reguluji enzymy bunééného déleni a syntézy PG, v ptipad¢ StkP u S. preumoniae jsou to
napiiklad, FtsA, DivIVA, PpaC a GImM (Novakova et al., 2005; Novakova et al., 2010;
Beilharz et al., 2012).

3.4 Celkovy model biosyntézy peptidoglykanu

Nejpodstatnéj$im déjem v syntéze peptidoglykanu a stejné tak i v jinych bunéénych
dgjich je koordinace jednotlivych bunéénych procest. V pfipadé bunécné stény je dilezita
koordinace mezi jeji syntézou a degradaci, kterou maji na starosti dva multiproteinové
komplexy identifikované ve vétsin€ ty€inkovitych bakterii - elongasom a divisom (Billini et
al., 2019). Rozdilny systém lze pozorovat u kokli. Koky obsahuji niZsi pocet PBPs (obvykle
4-7) a jeden multiproteinovy komplex, ktery lokalizuje pfimo v septu (Zapun et al., 2008).
Podrobné slozeni komplexti stojicich za biosyntézou je nad ramec piedkladané bakalaiské
prace, a proto jsou v této kapitole pouze stru¢né nastinény hlavni komponenty téchto slozitych

systémi.

12



3.4.1 Elongasom

Jelikoz je celkova predstava o elogasomu zatim nejasna, rozviji se vicero teorii o jeho
podobé. Velky zdjem budi homolog aktinu protein MreB, ktery se vyskytuje u vétSiny
tyCinkovitych bakterii a mé u nich podle vSeho v elongasomu dilezitou roli. Stézejni teorie
hovoti o spiralovité vlaknité struktuie MreB nebo o tvaru pohyblivych zaplat (disconnected
patches) (Jones et al., 2001; Errington, 2015). MreB je zobrazovan jako vlaknity protein
napojeny na vnitini ¢ast membrany, ktery fidi umisténi elongasomu (Errington, 2015; Billini
et al., 2019). Ma zvlastni afinitu k aberantnim mistim membrany, diky které piispiva k
udrZeni tvaru bakterie a jeho vldkna tvoii kostru elongasomu, jelikoz maji funkci scaffold
(leseni) a vazi na sebe PBPs, hydrolazy peptidoglykanu a dalsi regula¢ni proteiny (Errington
& Wu, 2017; Egan et al, 2017). Né&které bakterie jako napiiklad Corynebacterium
glutamicum MreB ani jeho homolog neobsahuji. Prodluzovani u C. glutamicum je zaloZeno
na zcela odliSném modelu. Béhem elongace se PG-synteticky komplex formuje na polech
buiiky a obsahuje proteiny FtsZ , FtsEX, FtsK, FtsQ, FtsB, FtsW a tfi HMW-PBPs tiidy B
(Letek et al., 2008). Obecné je vSak pfesné sloZeni proteind v elongasomu a jejich interakce u
vétSiny bakterii zatim nezndmé. Existuje n€kolik seznamt potencidlnich proteinii elongasomu,
kde se objevuji i znamé proteiny jako nékteré PBPs, proteiny Tag, RodA, RodZ, proteiny Fts
a dal$i (Errington & Wu, 2017; Errington, 2015).

3.4.2 Divisom

Divisom je multiproteinovy komplex, ktery zajistuje konstrikci membrany pii déleni a
tvorbu novych povrchovych struktur (Tsang & Bernhardt, 2015). Oznacfeni mista déleni a
regulaci celého procesu zajisStuje homolog tubulinu GTPaza FtsZ, ktery spolecné vytvari
zéklad prstencovité struktury zvané Z-ring. Z-ring oznacuje misto rozdéleni a je nezbytny pro
lokalizaci a aktivitu vSech ostatnich proteint délici masSinerie (Errington et al., 2003; Bisson-
Filho et al, 2016). Zejména stimuluje septalni PG syntdzy, hydroldzy a dalSi regulacni
proteiny (naptiklad u B. subtilis PBP2b, FtsW, DivIB, DivIC, FtsL), které tidi syntézu nové
vznikajici bunééné stény. Jako negativni regulator Z-ring byl v piipadé B. subtilis
identifikovan protein EzrA, ktery destabilizuje polymery FtsZ (Errington et al, 2003).
Celkovéa organizace a dynamika FtsZ v redlném Case stale neni znama. Stejné¢ tak zatim neni

jasny komplexni model organizace a interakci proteina divisomu (Bisson-Filho et al., 2016).
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4 Antibiotika

Antibiotika jsou riznoroda skupina chemickych latek s rozmanitymi biologickymi
ucinky. Zpravidla se jednd o nizkomolekuldrni metabolity (hmotnost pod 2000 kDa)
produkované mikroorganismy, které hubi jiné organismy nebo inhibuji jejich rist. V soucasné
dobé existuji antibiotika 1 s vy$§i molekulovou hmotnosti nez 2000 kDa. Antibiotika se
vyuzivaji ve veterindrni 1 humanni mediciné vcetné terapie nadorovych onemocnéni.
Ptirozené se vyskytujici antibiotika jsou Casto chemicky modifikovana a transformovana na
latky s novymi biologickymi U¢inky (Spizek, 2016). Antibiotika lze systematicky rozdélit
podle mista u€inku. D¢li se na antibiotika, kterd cili na buné€nou sténu, cytoplasmatickou
membranu, nukleové kyseliny, ribozomy a déale na oxida¢né plsobici antibiotika a antibiotika
inhibujici jednotlivé metabolické drahy (Bene$, 2018). V ramci této prace se zaméfime na

antibiotika plsobici na syntézu bunécné stény grampozitivnich bakterii.
4.1 Inhibitory syntézy bunééné stény

Peptidoglykan je pro bakterii velmi fyziologicky vyznamny, a proto jsou enzymy jeho
syntézy idealnim cilem antibiotik. Inhibitory syntézy bunééné stény jsou tak jednou
z nejucinngjSich a nejrozsahlejSich tfid (Sarkar et al., 2017). Piehled jednotlivych fazi
biosyntézy peptidoglykanu s piisluSnymi antibiotiky a s konkrétnimi cilovymi molekulami je

znazornén na Obr. 7 a v Tab. 1.

Faze biosyntézy bunécné Antibiotikum Cilova molekula
stén
MurA

Fosfomycin
4-Thiazolidinony MurB
Feglymycin MurA, MurC
Sulfonamidy MurD
Fosfinaty MurD, MurE
ATP-analogy MurF
D-cycloserin Ddl, Alr
> MraY inhibitory MraY
Ramoplanin MurG, Lipid II
Beta-laktamy PBPs
Glykopeptidy Lipid II (D-Ala-D-Ala terminal)
Mannopeptimyciny Lipid I, LTA
. Defensiny (Plectacin) Lipid IT
Hazeiit Lantibiotika (Nisin) Lipid I
Bacitracin Undekaisoprenylpyrofosfat
Moenomycin Transglykosylaza
Teixobactin Lipid II, prekurzory WTA

Tab. 1: Prehled antibiotik inhibujicich biosyntézu bunécné stény a jejich cilové molekuly
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Obr. 7: Schéma zobrazuje piehled reakci ucastnicich se syntézy peptidoglykanu u grampozitivnich bakterii a
antibiotik, kterd prislusné reakce inhibuji. V I. fazi syntézy je pocatecni molekulou UDP-GlcNAc, kterd je
pomoci enzymit Mur modifikovana na UDP-MurNAc-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Mezi inhibitory této kaskady
patri fosfomycin, 4-thiazolidinony, feglimycin, sulfonamidy, fosfinaty, ATP-analogy a D-cykloserin. V druhé
membranové fazi se uplatnuji MraY inhibitory a Ramoplanin. Ve IIl. fazi jsou ucinné beta-laktamy,
glykopeptidy, ramoplanin, defensiny, lantibiotika, bacitracin, moenomycin a teixobactin. Prevzato dle (Lovering
etal, 2012) a upraveno.

4.1.1 Antibiotika inhibujici I. fazi biosyntézy

Latky pilisobici na intraceluldrni Cast biosyntézy peptidoglykanu jsou v praxi
vyuzivané jen velmi malo a klinické vyuZiti maji zatim jen dvé latky tohoto typu Fosfomycin

a D-cykloserin (Sim¢i¢€ et al., 2012; Sarkar et al., 2017).

4.1.1.1 Fosfomycin
Fosfomycin je Sirokospektralni antibiotikum U¢inné proti grampozitivnim 1

gramnegativnim bakteriim, které je produkovano bakteriemi rodu Streptomyces a
Pseudomonas (Sarkar et al, 2017). Inhibi¢ni UCinek fosfomycinu spociva v analogii se
substratem enzymu MurA - fosfoenolpyruvatem (PEP). Fosfomycin se kovalentné vaze na
thiolovou skupinu cysteinu C115 v aktivnim misté enzymu MurA, coZ vyvolava inhibici jeho
aktivity (Falagas er al., 2016; Lovering et al., 2012). Nckteré bakterie (Mycobacterium
tuberculosis, Borrelia burgdorferi aj.) jsou vici fosfomycinu rezistentni v disledku zamény

klicového cysteinu za kyselinu asparagovou. Existuji dalSi pfipadné inhibitory MurA
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s nekovalentni vazbou na aktivni misto enzymu jako napiiklad pyrazolopyrimidin a anology
purinu, u kterych se vSak zaroven prokazaly i nespecifické inhibice DNA, RNA a proteini

(Hrast et al., 2014).

4.1.1.2 4-thiazolidinony
4-thiazolidinony uc¢inné v 1. fazi biosyntézy peptidoglykanu jsou 2,3,5 tri-

substituované 4-thiazolidinony. Jedna se o derivaty thiazolidinu s karbonylovou skupinou v
poloze 4. Dalsi substituenty v poloze 2, 3 a 5 jsou variabilni a mohou ovliviiovat vlastnosti
molekuly. Bylo prokazano, Ze stézejni Casti pro antibakterialni aktivitu 4-thiazolidinont je
thiazolidinovy kruh (Verma & Saraf, 2008). Tyto slouCeniny byly vyvinuty jako inhibitory
enzymu MurB. Mechanismus U¢inku spoc¢iva v analogické struktutfe 4-thiazolidinont s
difosfatovou skupinu enolpyruvat-UDP-GIcNAc, ktery se vaze do vazebného mista pro

nukleové cukry enzymu MurB (Verma & Saraf, 2008; Hrast ef al., 2014).

4.1.1.3 Feglymycin
Feglymycin izolovany z bakterii rodu Streptomyces je ucinné antibiotikum i

antivirotikum (Rausch et al.,, 2011). Strukturné se jedna o linearni 13-merni peptid tvofeny
pfedev§im neproteinogennimi amonikyselinami 4-hydroxyfenylglycinem (Hpg) a 3.5-
dihydroxyfenylglycinem (Hénchen ef al., 2013). Antibioticky U¢inek je omezeny pouze na
grampozitivni bakterie, jelikoz feglymycin neprochazi vnéjsi membranou gramnegativi
(Rausch et al., 2011). Cilova molekula feglymycinu je stejné¢ jako u fosfomycinu enzym
MurA, ale hlavné také enzym MurC, ktery je k nému 10x citlivéjsi. Mechanismus ucinku je
pravdépodobné zajiSt€n vazbou na enzym, jelikoz inhibice ma nekompetitivni charakter, a
proto je vyluCeno, Ze by se jednalo o analog substratu. Samotnd inhibi¢ni reakce je
reverzibilni, coZ naznacuje, Ze inhibice ma nekovalentni charakter (Rausch et al., 2011;
Hinchen et al., 2013). Dilezitou roli v G¢inku hraji strukturni aminokyseliny D-Hpgl, L-
Hpg5 a L-Phel2. Aromaticky charakter téchto aminokyselin naznacuje, Ze se inhibice ucastni

n-1 interakce (Hénchen et al., 2013).

4.1.1.4 Sulfonamidy
Sulfonamidy patii obecné mezi dllezité skupiny farmaceutickych 1é¢iv a jedna se o

jednu z nejstarSich antibiotickych tfid. Jejich obecny vzorec je A-SO-,-NHR, kde funkéni
skupina miiZe byt vazana na aromatické, heterocyklické, alifatické nebo cukerné leSeni (ve
vzorci onaceno jako A). R mize mit také riiznou strukturu od vodiku H az po rizné funkéni
skupiny jako napfiklad OH, NH, aj. (Supuran, 2017). Neékolik derivati sulfonamidi
s antibiotickymi U¢inky bylo optimalizovano pro inhibici enzymu MurD. Enzym MurD je u
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bakterii vysoce stereospecificky pro D-glutamovou kyselinu a katalyzuje v syntéze
peptidoglykanu vytvoieni peptidové vazby mezi touto kyselinou a UDP-N-acetylmuramyl-L-
Ala (Walsh et al, 1999; Humljan et al., 2008). Pfi reakci zprvu dochazi k fosforylaci
karboxylu UDP-N-acetylmuramoyl-L-Ala a k pfeméné ATP na ADP, tento acylfosfat je
nasledn¢ napaden D-glutamovou kyselinou a vznikd tetrahedralni meziprodukt (Obr. 8).
Tento meziprodukt se rozpadd na produkt UDP-N-acetylmuramoyl-L-Ala-D-iGlu a fosfat
(Humljan et al., 1999).

- OHOﬁLQ OH p+ - OHo}(:N/ ‘ OH OHO};N\,
o A oo | FRES LR el o R 2 RS e
. P L CTHY Ay
:|ID— Q I 8]

UDP-N-acetylmuramyl-L-ala 0% “OH o 0% “oH UDP-N-acetylmuramyl-L-ala-D-
iGlu

Tetrahedralni intermediat
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Obr. 8: Analogie mezi tetrahedrdlnim intermedidtem a sulfonamidy. Na obrazku je vidét schéma reakce
zprostredkovavanou enzymem MurD a struktura fosfinatovych a sulfonamidovych antibiotik inhibujicich
biosyntézu peptidoglykanu. Struktura sulfonamidu i fosfinatii je analogni se strukturou tetrahedralniho
meziproduktu reakce. Prevzato dle Humljan et al. (1999).

Sulfonamidy a stejné¢ tak fosfinaty byly vytvofeny jako analogni molekuly
tetrahedralniho meziproduktu vyskytujiciho se v reakci katalyzované MurD (Humljan et al,,
1999; Hrast et al, 2014). Existuji dvé generace sulfonamidovych inhibitort MurD.
Sulfonamidy prvni generace maji zédklad v naftalen-N-sulfonyl-D-glutamové kyseling, ktera
se dale substituuje. V druhé generaci je pro zvySeni inhibi¢niho u¢inku nahrazovéna flexibilni
D-glutamova kyselina stabilnimi analogy na bazi benzenu nebo cyklohexyl dikarboxylovych

kyselin (Simci€ et al., 2012; Hrast et al., 2014).

4.1.1.5  Fosfindty O O
. 14 W W /4 w7 I'
Obecné jsou fosfindty pomérné vzacnou tfidou P
, @ OH
molekul produkovanych riznymi druhy Actinobacteria. OH NH
2

Nejvyznamnéjsi skupinou fosfinatl jsou peptidova antibiotika

vyznacujici  se  vyskytem  ojedin€l¢  fosfindtové Obrazek ¢ 9:  Fosfinotricin.
Strukturnt vzorec  fosfindtové

aminokyseliny fosfinotricinu (obr. 9). Konkrétn¢ mezi . okyseliny fosfinotricinu

takova antibiotika patii naptiklad fosfinotricylalanylglycin —Pprodukované bakterii Streptomyces

] ] hygroscopius. Prevzato dle
nebo fosfinotricylalanylvalin - produkovane Streptomyces  (petkowski et al., 2019).
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hygroscopius (Petkowski et al, 2019). Uginek fosfinatll je znam u grampozitivnich i
gramnegativnich bakterii a spocivd v inhibici enzymi MurD a MurE, jejichz funkci
je ptipojovani aminokyselin peptidového spoje v peptidoglykanové siti (Strancar et al., 2007).
Zatimco MurD je vysoce specificky, specifita MurE se miize mezi bakteridlnimi druhy lisit.
V E. coli nebo B. subtilis katalyzuje ptipojeni mDap na tfeti pozici, ale napt. v S. pneumoniae
a S. aureus dochazi na treti pozici k pfipojeni L-lys (Pazos & Peters, 2019). Mechanismus
inhibice MurD fosfinaty je stejny jako v pfipadé sulfonamidl uvedeny v kapitole 4.1.1.4. Jde
o analogii mezi fosfinaty a tetrahedralnim meziproduktem. Jako inhibitory MurE byly
vytvotfeny analogy jeho substratu UDP-MurNAc-dipeptidu a nékteré z nich vykazuji inhibi¢ni

ginnost u obou t&chto enzymi zaroven (Strancar et al., 2007).

4.1.1.6 ATP-analogy
MurF je v potadi posledni Mur ligazou katalyzujici pfipojeni dipeptidu D-Ala-D-Ala

k UDP-MurNAc tripeptidu za vzniku Parkova nukletidu (Vollmer, 2008). Inhibitorti cilicich
na MurF je velmi malo. Jednim z davodi je, ze jeho substrat UDP-MurNAc-tripeptid neni
komercn€ dostupny a je potfeba jeho syntéza. Jednim z mala existujicich inhibitori je
nehydrolyzovatelny analog ATP adenylyl 5'-(B,y-methylendifosfonat) (AMP-PCP). AMP-
PCP konkuruje ATP, které se k enzymu MurF vaze v prvnim kroku katalyzy a blokuje enzym
MurF (Baum et al, 2007; Anderson et al., 1996). Aktivita ATP-analogii byla prokazana
predevsim u E.coli, ale také u nékterych grampozitivnich bakterii jako naptiklad S. aureus
(kmeny citlivé a rezistentni vii¢i methicilinu), Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium

(Baum et al., 2007).

4.1.1.7 D-cykloserin
Jedna se o dal$i antibiotikum produkované bakteriemi rodu Streptomyces, které se

uziva k 1écbé tuberkulozy (Sarkar ef al., 2017). D-cykloserin cili na dva typy konzervovanych
enzyml D-ala-D-ala ligdzy (Ddl) a D-ala racemazy (Alr), které v syntéze peptidoglykanu
zprosttedkovavaji  propojeni dvou koncovych aminokyselin peptidového miustku
peptidoglykanové podjednotky (Sarkar et al, 2017, Siegel et al., 2016). Jelikoz cyklicka
struktura molekuly D-cykloserinu je analogickda D-alaninu, mechanismus u¢inku odpovida
kompetitivni inhibici (Prosser & Carvalho, 2013). Inhibice Alr je nevratnd, coz vyvolava
reakci bakterie ve formé zvySené exprese Alr. Diky tomu dochazi ke snizovani poméru
antibiotika vic¢i enzymu Alr a tim se snizuje mnoZzstvi volného antibiotika, coz snizuje jeho
ucinek. Dle vyzkumu, jehoz autory jsou Prosser & Carvalho (2013), je inaktivace Ddl naopak

reverzibilni a probihd pies inhibici vazebného mista pro D-Ala-D-ala.
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4.1.2 Antibiotika inhibujici II. fazi biosyntézy

4.1.2.1 Inhibitory MraY
Enzym MraY je esencidlni transmembranovy protein patfici do superrodiny PNPT

(polyprenyl-fosfat N-acetylhexosamin-1-fosfat transferazy), ktery u bakterii katalyzuje ptenos
UMP-MurNAc-pentapeptidu z UDP-MurNAc-pentapeptidu na undekaprenylfosfat (C55-P) za
vzniku Lipidu I a UMP (Lecerclé et al., 2010; Chung et al., 2013). Inhibitory MraY lze
rozdélit do tii velkych kategorii: nukleosidova antibiotika, lipopetidova antibiotika a
peptidové inhibitory. Pod tyto kategorie spadd n€kolik antibiotickych tfid (Obr. 10), avsak
zadna z nich neobsahuje antibiotikum, které by bylo klinicky schvéalené (Dini, 2005; Sarkar et
al., 2017)

MraY inhibitory

}

.
| Nukleosidy I Lipopeptidy Peptidy

- Amfomycin - Protein E

A 4

A

A

Tunikamyciny
- Tunikamyciny
- Streptovirudiny
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Ribosamino-uridiny
- Liposidomyciny

- FR-900493+derivaty
- Kaprazamyciny
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- Mureidomyciny

- Napsamyciny

- Pacidamyciny

- Dihydropacidamyciny

Kapuramyciny
- Kapuramycin
- A-500359A-E
+derivity
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Obr. 10: Rozdéleni inhibitorit MraY. Schéma zobrazuje rozdéleni MrayY inhibitoru na nukleosidy, lipopeptidy a
peptidy. Nukleosidy se dale deéli na Tunikamyciny, Ribosamino-uridiny, Uridilpeptidy a Kapuramyciny. Prevzato
dle (Dini, 2005).

Vyraznou u¢innost na grampozitivni bakterie vykazuji predev§im Tunicamyciny,
Riburamyciny a Amfomycin. (Dini, 2005). Tunicamyciny jsou strukturdlnimi analogy UDP-
N-acetylhexosaminu, jejichZz kostru tvofi molekula tunicamin. Byla potvrzena jejich
schopnost tvofit komplexy v p¥itomnosti Mg®". Tyto ionty se vyskytuji v aktivnim mists
enzymu MraY a jsou kjeho fungovani nezbytné (Dini, 2005; Chung et al., 2014).
Riburamyciny jsou synteticka antibiotika. Jejich strukturu tvoii disacharid tvofeny ze zbytku
ribosaminu vdzané¢ho pomoci glykosidické vazby na uridin. Amfomycin je undekapeptid,
ktery obsahuje 3-isododekanovou kyselinu. Mechanismus t¢inku je nekompetitivni inhibice
MraY. Amfomycin vytvaifi komplexy s undekaprenylfosfatem za piitomnosti vapenatych

iontl, coz zabranuje enzymatické reakci (Dini, 2005).
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4.1.2.2 Ramoplanin
Ramoplanin byl poprvé izolovan z bakterii rodu Actinoplanes v 80. letech (Sarkar et

al., 2017). Jedna se o lipoglykopeptidové antibiotikum vyborn€ uc¢inkujici na grampozitivni
bakterie v¢etné kmeni rezistentnich na vankomycin, které obsahuje neobvyklé aminokyseliny
jako hydroxyfenylglycin a zbytky N-lipo-asparaginu (Hashizume et al., 2008). Ramoplanin
byl ptivodné navrzen, aby se vazal na Lipid I a tim blokoval enzym MurG (Helm et al., 2002).
Tento uCinek byl potvrzen, avSak tato inhibice je tak slaba, ze ji neni pfikladan hlavni
antibioticky ucinek (Hu et al., 2003). Bylo vSak zjisténo, ze ramoplanin se s vétSi afinitou
vaze na substrat Lipid II (Helm ef al, 2002). Hlavni mechanismus ucinku ramoplaninu
spoc¢iva v jeho dimerizaci do molekuly tvaru ,,V*lemovanou krajnimi ornithiny. Pravé
ornithiny hraji dtlezitou roli ve vazbé na Lipid II, jelikoZ pfi jejich acylaci se inhibi¢ni G€inek
vyrazn€ snizuje. Navazanim dimeru ramoplaninu na Lipid II dochédzi k inhibici

transglykosylaz (Hu et al., 2003; Hashizume et al., 2008).

4.1.3 Antibiotika inhibujici II1. fazi biosyntézy

4.1.3.1 Beta-laktamy
Beta-laktamy patii mezi nejobséahlejsi a nejpouzivanéjsi skupiny antibiotik. Patii do

nich 5 vyznamnych tfid: peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a také
inhibitory beta-laktamaz, které jsou, diky pfibyvajicim rezistencim nejmladSim ptirastkem
(Bush & Bradford, 2016). Dale pod beta-laktamy spadaji dalSi samostatné molekuly, které
maji rizné odlisnosti ve struktufe jadra molekuly: cefamyciny, penemy, karbacefemy,
oxacefemy a dalSi (Bene§, 2018). Pro beta-laktamy je charakteristicky ctyf¢lenny beta-
laktamovy kruh, ktery se v pfipadé monobaktamt vyskytuje samostatné nebo je napojen na
sekundarni kruh. K inhibici syntézy peptidoglykanu dochéazi vazbou na PBPs - kap. 3.1.3.
(Sarkar et al., 2017). Beta-laktamy svou strukturou napodobuji charakteristickou koncovou
cast oligopeptidového fetézce peptidoglykanové podjednotky — aminokyselinovou sekvenci
D-Ala-D-Ala (Tipper & Strominger, 1965; Bush & Bradford, 2016). Serin v aktivnhim misté
PBPs atakuje karbonyl beta-laktamového kruhu, dochdzi ke S$tépeni kruhu a tvorbé
neaktivniho acyl-enzymu. Diky kovalentni vazbé a chybé&jici odstupujici skupiné ma tento
komplex dlouhou trvanlivost a dochazi k blokaci aktivniho mista enzymu (Sarkar et al,

2017).

Vyznamné a hojné pouzivané tridy beta-laktamti jsou predev§im peniciliny a

cefalosporiny. Peniciliny jsou nejstar§i skupinou antibiotik vibec, poprvé byl penicilin
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pozorovan jiz vroce 1928 A. Flemingem. Strukturu penicilinti tvoii thiazolidinovy kruh
pripojeny k beta-laktamu. Jadro molekuly je tvofeno kyselinou 6-amino penicilanovou (6-
APA), ktera je zdkladem i semisyntetickych penicilind, u kterych l1ze pomoci substituce
postrannich fetézci modifikovat biologickou aktivitu. Timto zpiisobem vznikly dnes uzivané
peniciliny jako napfiklad fenethicilin, methicilin, ampicilin, amoxycilin a dasi (Shahid et al.,

2009).

Cefalosporiny byly objeveny jako produkt houby Cephalosporium acremonium, ktera
produkuje cefalosporiny C, N a P. Zaklad molekuly cefalosporinu je tvoien kyselinou 7-
aminocefalosporanovou, jejiz substituci se modifikuji vlastnosti antibiotika (Shahid et al.,
2009). Cefalosporiny jsou obsahla tifida, kterd se rozd€luje do Ctyf generaci. Proti
grampozitivnim bakteriim Uc€inkuji cefalosporiny prvni, druhé a ctvrté generace. Prvni
generace je ucinnd proti aerobnim grampozitivnim kokiim a druhd gererace vykazuje
variabilni aktivitu proti stafylokokim. Do c¢tvrté generace se fadi Sirokospektralni
antibiotikum cefepim, které inhibuje rtist grampozitivnich i gramnegativnich bakterii véetné

penicillin-rezistentniho S. pneumoniae (Marshall & Blair, 1999; Giamarellou ef al., 2013).
4.1.3.2 Glykopeptidy

Glykopeptidy jsou glykosylované heptapeptidy s antibiotickou aktivitou, které
produkuji nékteré pidni Aktinomycety. Jsou ucinné predev§im na grampozitivni bakterie
véetné¢ penicilin-rezistentnich kmenti. Zékladni strukturu ptirodnich glykopeptidi tvofi
heptapeptid obsahujici aromatické aminokyseliny, které jsou v pfipadé semisyntetickych
glykopeptidl substituované dalSimi skupinami, jako jsou zbytky cukrii, chlor nebo lipidové
fetézce (Binda et al., 2014). Uéinek glykopeptidi spodiva ve vazbé antibiotika na C-konec
pentapeptidu Lipidu II, konkrétné na koncovou ¢ast D-Ala-D-Ala pomoci péti vodikovych
vazeb a fadou Van der Waalsovych interakci. Navazanim glykopeptidu dochézi
k destabilizaci bun&tné stény a antibiotikum zaroven fyzicky brani transglykosylaci a
transpeptidaci, ¢imz zplsobuje inhibici biosyntézy (Binda et al., 2014; James et al., 2012).

Mrve

osmotické zmény, které vedou k bunééné lyzi (Sarkar ef al., 2017; Binda et al., 2014).

Mezi glykolipidy prvni generace patii nejznameéjsSi zastupci této tfidy antibiotik
vankomycin a teikoplanin, které se uZivaji proti komplikovanym grampozitivnim infekcim.
Ob¢ tato antibiotika obsahuji jak proteinogenni, tak neproteinogenni aminokyseliny (4-

hydroxyfenylglycin, 3,5-dihydroxyfenylglycin a p-hydroxytyrosin), pficemz vankomycin ma
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ve sv¢ struktuie pét aromatickych a dvé alifatické aminokyseliny a teikoplanin obsahuje
pouze aromatické (Binda er al., 2014). Antibakteridlni aktivita a toxicita teikoplaninu a
vankomycinu je obdobna. Rozdilem je, ze vankomycin v roztoku dimerizuje a diky tomu ma
vEtsi afinitu k substratu. Teikoplanin nedimerizuje a vykazuje vyssi G¢innost proti nékterym
bakteriim rodu Stafylococcus, Streptococcus a Enterococcus (Sarkar et al., 2017; Binda et al.,
2014). Glykopeptidy druhé generace maji vyssi antibakterialni aktivitu nez vankomycin a
ucinkuji i na vankomycin-rezistentni kmeny. Spole¢nym strukturdlnim znakem je hydrofobni
fetézec, ktery slouzi jako membranova kotva. Do této tfidy patii antibiotika telavancin,

oritavancin a dalbavancin (Sarkar et al., 2017).

4.1.3.3 Mannopeptimyciny
Mannopeptimyciny byly poprvé izolovany v 50. letech 20. stoleti. Predstavuji tiidu

lipoglykopeptidovych antibiotik a jsou produkovany bakterii Streptomyces hygroscopius
(Olivier et al., 2010). Vyznamna je jejich aktivita proti Sirokému spektru grampozitivnich
bakterii vc€etné methicilin rezistentnim stafylokokiim a vankomycin rezistentnim
enterokoklim. Z hlediska struktury se jednd o glykosylované cyklické hexapeptidy, které
obsahuji stfidajici se L a D stereoizomery aminokyselin, z nichz aminokyseliny B-
hydroxyenduracididiny jsou naprosto unikatni a nevyskytuji se v zZadném jiném piirodnim
produktu. Na toto peptidové leSeni jsou napojené disacharidové skupiny a mannosylsacharid
(He et al., 2004, Olivier et al., 2010). Mechanismus t¢inku mannopeptimycint je stejny jako
u glykopeptidl, ktery byl popsan v ptedchozi kapitole 4.1.3.2. Nékteré mannopeptimyciny
zaroven elektrostaticky interaguji s LTA, coZ by mohlo znamenat dalsi inhibi¢ni G¢inek. 1
pies to, Ze se s vankomycinem vazi na stejnou cilovou molekulu Lipid II, nekonkuruji si, a
proto je vylouceno, Ze by mannopeptimyciny interagovaly s peptidovou ¢asti Lipidu II (Ruzin

et al., 2004).

4.1.3.4 Defensiny
Defensiny ptedstavuji kationtové a amfipatické peptidy, které se vyskytuji

v rostlinach, hmyzu 1 savcich. V organismech se vyvinuly béhem evoluce predev§im jako
obranny mechanismus proti virovym, bakteridlnim a houbovym infekcim. Z hlediska
chemické struktury se jedna o malé proteiny tvofené 18-45 aminokyselinami, které obsahuji
6-8 cysteinovych zbytkli (Falanga et al., 2017). Vyznamnou aktivitu proti grampozitivhim
bakteriim vykazuje houbovy defesin plectasin. Bylo prokézano, Ze plectasin se s vysokou
afinitou vaze na Lipid II a vytvafi komplex, ¢imZz blokuje syntézu bunétné stény. Jeho

molekula obsahuje 40 aminokyselin a sklada se do cysteiny stabilizované alfa-beta struktury.

22



Pravdépodobnym zplsobem ucinku je, ze plectasin mad hydrofobni ¢ast umisténou
v membranovém rozhrani a vaze se na pyrofosfatovou skupinu Lipidu II z vngjsi strany
membrany. Primdrni struktury plectasinu jsou obdobné také u defensind néckterych
bezobratlych. (Schneider et al., 2010). Defensiny obratlovcl se rozdéluji do tfi rodin o-
defensiny, B-defensiny a 0-defensiny. a-defensiny a B-defensiny se vyskytuji v lidském téle,
0-defensiny jsou pseudocyklické defensiny s vyskytem u opic rodu Makak rhesus. Tyto
netoxické a obzvlast' stabilni molekuly ptedstavuji slibny zaklad pro navrhovani novych

antimikrobialnich latek (Falanga et al., 2017).

4.1.3.5 Lantibiotika
Lantibiotiky se nazyvaji antimikrobialné aktivni lanthipeptidy produkované bakteriemi

druhl Firmicutes a Actinobacteria, které obsahuji aminokyselinu lantionin (Gomes et al.,
2017; Hsu et al., 2004). Struktura lantibiotik mtze byt globularni nebo fibrilarni a ¢leni se do
tii kategorii podle pfislusného biosyntetického aparatu, ktery je modifikuje. 1. kategorie je
modifikovana enzymy LanB a LanC, II. kategorie pomoci LanM a III. kategorie LanKC (Rea
et al, 2011). Mechanismus inhibice spo¢ivd ve vazbé na pyrofosfat-cukerny zbytek
prekurzoru Lipidu II, poptipadé na dalsi prekurzory undekaprenylfosfatu (C55-P). Za jedno
z nejucinngjsich lantibiotik je povazovan mikrobisporicin, ktery se vyznacuje silnou aktivitou
proti aerobnim i anaerobnim grampozitivim (Gomes et al., 2017). Dal§im vyznamnym
antibiotikem spadajicim do této skupiny je nisin, ktery tvofi peptid se 34 zbytky obsahujici pét
lanthioninovych kruhti a tf1 dehydratované aminokyseliny. Navrhovany mechanismus t¢inku
je vazba na pyrofosfatovou skupinu Lipidu II obdobné jako v pifipadé plectasinu. V ptipadé

nisinu bylo pozorovéno, Ze dochazi také k tvorbé poru (Hsu et al., 2004).

4.1.3.6 Bacitracin
Bacitracin je metalopeptidové antibiotikum izolované z bakterie Bacillus subtilis a

Bacillus licheniformis, které se tadi do antibiotické skupiny cyklickych lipopetidli, avSak
strukturou se jednd spiSe o cyklicky peptid (BeneS, 2018). Antibiotické ucinky vykazuje
v pfitomnosti dvojmocnych kationtd hlavné proti grampozitivnim koklim a baciliim, v¢etné
Staphylococcus, Streptococcus a Clostridium difficile 1 n€kterym archaebakteriim (Ming &
Epperson, 2002). Nejvyznamnéjsi a klinicky pouzivany je Bacitracin A, ktery strukturné
odpovida cyklickému dodekapeptidu. Ve své struktuie obsahuje neobvykly thiazolidinovy
kruh, vytvofeny kondenzaci karboxylové skupiny isoleucinu s merkapto- a amino- skupinami
cysteinu, sedmiclenny peptidovy kruh a Ctyfi D-aminokyseliny, z nichz jedna je D-ornithin

(Ming & Epperson, 2002; Galardy ef al., 1971). Mechanismus uc¢inku bacitracinu spociva ve
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vazb¢ na C55-PP. Navazanim blokuje jeho recyklaci na C55-P, ¢imZ inhibuje kompletni
cyklus ptfenosu Lipidu II pfes membranu (Economou et al., 2013; Stone & Strominger, 1971;
Ming & Epperson, 2002). Dalsi aktivitou bacitracinu je, zZe se vaze na protedzy a na proteiny
asociovanymi s membranou, coz ma vliv na jeji funkci. Inhibuje také glukosyltransferazovy
systém a disulfidovou izomerazu (Ming & Epperson, 2002). Nedavné studie objevily zcela
novy ucinek bacitracinu v lidském organismu. Bacitracin neutralizuje fadu bakteridlnich
toxinl vcetné transferazy (binarni toxin) C. difficile a chrani lidské buiky ptfed intoxikaci,

aniz by doslo ke zméné jejich morfologie (Zhu et al., 2019).

4.1.3.7 Moenomyciny
Moenomyciny nékdy nazyvané také jako bambermyciny nebo flavomyciny jsou

skupina fosfoglykolipidovych antibiotik, které¢ produkuji zastupci rodu Streptomyces (véetné
S. bambergiensis, S. ghanaensis, S. ederensis aj.). Antibioticka ulinnost je zaméiena
predevsim proti grampozitivnim bakteriim a néktefi zastupci této tfidy se pouzivaji jako
dopliiky krmiva hospodaiskych zvitat (Zehl et al, 2006, Ostash & Walker, 2010).
Strukturalné charakterizované jsou Moenomyciny A, Al12, C4, C3 a Cl. VSechny tyto
molekuly se skladaji z centralni oligosacharidové ¢asti, na kterou je z jedné strany pfipojen
fosfodiesterovou vazbou isoprenoidni alkohol (moenocinol) a glycerova kyselina a z druhé
strany 2-hydroxy-5-oxo-l-cyklopenten-l-ylova skupina. Syntéza bunétné stény je inhibovana
interakci s membranove vazanymi monofunkénimi glykosyltransferdzami a HMW-PBPs tiidy
A. Piedpoklddany mechanismus ucinku je kompetitivni inhibice v transglykosylazové
doméné. Ukdzalo se, Ze moenocinol je stézejni pro vazbu antibiotika na cytoplasmatickou
membranu a glycerovad kyselina s oligosacharidem tvofi epitop, ktery je rozpoznavan
transglykosylazou (Zehl et al, 2006). Existuje nékolik antibiotik interagujicich
s transglykosyldazami, avSak moenomyciny jsou doposud jedina zndma, ktera se vazi ptfimo na

enzym nikoliv na substrat. (Zehl et al., 2006, Ostash & Walker, 2010).

4.1.3.8 Teixobactin
Teixobactin je novym a nadéjnym piiriistkem do inhibitord syntézy bunécné stény.

Byl objeven a izolovan ze vzorku pldy v roce 2015 novou kultivaéni technologii zvanou
iChip (technologie izolacnich ¢ipli). Producentem je B-proteobacterium Eleftheria terrae.
Teixobactin je depsipeptid, ktery se sklada z 11 aminokyselinovych zbytki, které tvoii L 1 D
izomery. Neobvyklou aminokyselinou je L-allo-enduracididin, ktery je soucésti laktonové
struktury molekuly. Teixobactin je vyjimecny tim, Ze vykazuje vynikajici Uc¢innost proti

grampozitivnim bakteriim vcetné rezistentnich kmenl S. pneumoniae, S. aureus,
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Enterococcus, M. tuberculosis aj. a zatim se nepodafilo detekovat vic¢i nému rezistenci.
Mechanismus ucinku spociva pravdépodobné ve vazbé na pyrofosfatovou skupinu a prvni
cukernou podjednotku Lipidu II v poméru 2:1. Podobna struktura se vyskytuje i v prekurzoru
teichoovych kyselin (WTA) na néz se rovnéz vaze a je tedy inhibitorem i jejich syntézy.
Tento dvojity ucinek zpusobuje destabilizaci a degradaci bunécné stény a je divodem
vyborné baktericidni aktivity. Toto antibiotikum je, diky své neobycejné odolnosti vici
rezistencim, pfislibem do budoucna v 1é¢b¢ bakteridlnich infekci (Ling et al., 2015; Guo et al.,

2018).

5 Zavér

Biosyntéza bunécné stény je komplexni a pro danou bakterii specificky soubor reakci,
ktery hraje zéasadni roli v ochran¢ vic¢i vnéj§imu prostiedi. I pfes dlouholety a intenzivni
vyzkum, neni fada jevi a interakci zcela objasnéna a popséna. V této praci jsem shrnula

poznatky o syntéze bunécné stény u grampozitivnich bakterii. Zaméfila jsem se na syntézu

vvvvvv

.....

urovni modifikaci oligopeptidovych spojii PG, kde lze pozorovat rozdilné aminokyseliny
napfi¢ druhy. Déle velkym rozdilem je sloZeni bunécné stény. Kromé PG a polysacharidi
obsahuje grampozitivni buné¢nd sténa také teichoové kyseliny a velké mnozstvi povrchovych
proteint, které ovliviiuji fyziologii bakterie, virulenci a hraji roli v tvorbé biofilmu. Celkovy
detailni model stézejni slozky bunééné stény, peptidoglykanu, grampozitivnich bakterii je
stale nejasny. Teorie kabelového uspofadani neni jiZ relevantni a existuje nc¢kolik dalSich
teorii, ale zatim Zadna neni podlozend prokazatelnymi a nevyvratitelnymi dikazy o jeji

spravnosti.

O syntéze peptidoglykanu grampozitivnich bakterii je mnoho zndmo a existuje celad
fada praci. Jednotlivé reakce a jejich mechanismus jsou do zna¢né miry popsané. Vyjimkou je
flipaza, ktera translokuje Lipid II pfes cytoplasmatickou membranu. Nazory na protein plnici
tuto ulohu se rozchazeji a u riznych bakterii existuje fada navrhii. To, co vSak zlstava velkou
otazkou, je celkovy model a synchronizace jednotlivych krokii. Syntéza peptidoglykanu neni
samostatny proces. Je spojend s prodluzovanim, délenim a s pfipadnou sporulaci bakteridlni
bunky. Pfedpoklddany model stavi na ptedstavé, ze hlavni proteiny PBPs a SEDS jsou
spojené do subkomplext, které umoziuji kontakt proteint, koordinovanost celého procesu a
také dodatecné Upravy a opravy ptipadnych chyb.
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Antibiotika zaméfend na bunécnou sténu bakterii jsou uc¢inna, obsdhld a velmi
roz§itend skupina. Divodem je, Zze eukaryotickd bunka neobsahuje struktury podobné
peptidoglykanu, teichoovym kyselindm ani proteinim a prekurzorim stojicich za jeho
tvorbou. Diky tomu, u€inkuji specificky na mikroby a jsou netoxickd pro Clovéka. VéEtsina
uvedenych antibiotik jsou biologické produkty nebo slouceniny odvozené z biologickych
produktli, coz znamend, ze mikroorganismy jsou stale vyznamnym zdrojem novych ucinnych
latek. Z popsanych ucinkli antibiotik vyplyvaji dva hlavni mechanismy inhibice — inhibice
vazbou na enzym (analogy substrati), ktera pievazuje u antibiotik G¢innych v 1. a 2. fazi
syntézy PG a inhibice vazbou na substrat, ktera se uplatiuje spise ve 3. fazi. V klinické praxi
bilkoviny, avSak nejcastéjsi cilovou molekulou, napfic¢ antibiotiky uvedenymi v této praci, je
molekula Lipid II, kterd je do budoucna zajimavym cilem pro vyvoj novych antibakteridlnich

latek.

I pfes mnozstvi existujicich preparatti ucinnych na inhibici biosyntézy bunééné stény,
se vétSina znich nevyuzivd klinicky a jsou tedy zatim pouze moznymi potencidlnimi
prekurzory 1éciv. Kvuli stoupajicimu poctu rezistenci je stile potieba vyvijet a zavadét do
klinické praxe nova antibiotika, avSak v soucasnosti se paradoxn¢ vyvoj zna¢né¢ zpomalil. Do
budoucna slibny zaklad tvoii napiiklad defensiny, které se svym puvodem li§i a maji
potencial vytvofit novou skupinu U¢innych latek nebo teixobactin, ktery zatim ptedstavuje
prototyp antibiotika, proti kterému se dosud neobjevila rezistence. Podrobnéjsi charakterizace
celého procesu syntézy PG je nezbytnym ptredpokladem pro vyvoj zcela novych ttid

antimikrobialnich latek cilenych na regula¢ni mechanismy syntézy bunécné stény.
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