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Abstrakt

Bakterialni antimikrobidlni latky jsou dualezitym zdrojem novych antimikrobidlnich
terapeutik, jejichz hledani je jedinou moznou odpovédi na vzestup bakteridlnich rezistenci
proti stavajicim antibiotiklim, a na stale Cast&js$i vyskyt multirezistentnich kment. Zajimavou
alternativu piedstavuji téi rodiny lipopeptidi produkované Bacillus subtilis - surfaktiny,
fengyciny a ituriny - nabizejici slibné biologické aktivity a dobry potencial pro modifikace
jejich struktur a vlastnosti.

Lipopeptidy produkované B. subtilis jsou povrchové aktivni latky schopné snizovat
povrchové napéti na fazovych rozhranich. Vykazuji biologické aktivity zalozené na jejich
schopnosti inzertovat se do lipidickych membran, agregovat v nich a naruSovat tak jejich
bariérovou funkci. Pfesny mechanizmus t¢inku se lisi podle rodiny, ale maji spole¢nou
koncentracni zavislost — S rostouci koncentraci membranové vazaného lipopeptidu postupné
tvoti iontové kanaly, pozdé¢ji vétsi pory a nakonec membranu solubilizuji detergentnim
mechanizmem. Surfaktin je navic schopen inaktivovat enzymy vyzadujici pro svou aktivitu
dvojmocné kationty. Tyto vlastnosti ¢ini z lipopeptidi B. subtilis slibné latky pro komercni

vyuziti.

Klic¢ova slova: lipopeptidy, Bacillus subtilis, surfaktin, fengycin, iturin, mechanizmus u¢inku,

membrana, antimikrobiélni peptidy



Abstract

Increasing bacterial resistance to classical antibiotics and emergence of multi-resistant
strains impose a constant threat. Antimicrobial compounds of bacterial origin are an important
source of new antibacterial therapeutic agents needed to answer this issue. Three families
of lipopeptides produced by Bacillus subtilis — surfactins, fengycins and iturins represent
an interesting class of such compounds. They exert a wide range of biological activities and
possess a good potential for modifications and improvement of their structure and function.

Lipopeptides produced by B. subtilis are surface active compounds capable of reducing
surface/interface tension. The variety of their biological activities stems from their ability
to insert into lipid membranes leading to disruption and permeabilization of the membrane.
Specific mode of action differs between the three families but the common feature is that it is
concentration dependent. First, lipopeptides induce ion leakage, pore formation and then the
increasing concentration eventually causes complete solubilisation of the membrane
in a detergent-like manner. In addition, surfactin can inhibit some enzymes by chelating
divalent cations required for their activity. These properties make the B. subtilis lipopeptides

promising compounds for commercial applications.

Key words: lipopeptides, Bacillus subtilis, surfactin, fengycin, iturin, mode of action,

membrane, antimicrobial peptides
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1. Uvod

Od poloviny minulého stoleti pouziva lidstvo antibiotika k 1écbé onemocnéni zpiisobenych
patogennimi mikroorganizmy. Jejich intenzivni az neuvazené vyuzivani nejen v medicing, ale
i vV pramyslu urychluje vyvoj rezistentnich kment patogenti, a postupné tak omezuje ¢innost
stavajicich terapeutik. Néktera onemocnéni zptisobovana bakteridlnimi ptvodci, ktera byla
povazovana za pirekonana, se opét stavaji hrozbou. Piiprava a modifikace derivati jiz
pouzivanych antibiotik se ukazuje jako nedostateCny pfistup pro feSeni tohoto rostouciho
problému, a je proto nutné hledat nové latky uc¢inné i proti multirezistentnim patogentim.
Kromé ptipravy syntetickych molekul jsou zdrojem novych latek zivé organizmy. Prakticky
vSechny zivé organizmy, od obratlovci véetné ¢loveka, pres bezobratlé a rostliny az po
mikroorganizmy samotné produkuji v néjaké formé latky inhibujici rGst mikroorganizm.
Nejbohat$im zdrojem téchto struktur jsou jiz od pocatku vyzkumu antimikrobidlnich latek
pudni mikroorganizmy. Jednim z moznych kandidati na antibiotika nové generace jsou
lipopeptidy produkované Bacillus subtilis vykazujici Siroké spektrum biologickych aktivit,
které maji velky potencial pro vyuziti nejen v medicing, ale i primyslu a zemé&dé€lstvi.
V poslednich letech se majoritni podil publikaci o problematice lipopeptidi zamétuje na popis
jejich rozliénych ucinkd a aktivit, kterych 1ze komerén€ vyuzit. Pro efektivni a bezpecné
vyuziti jakékoli latky je ovSem esencialni detailni znalost jejiho mechanizmu Géinku.

Cilem této prace proto bylo vytvofit piehled lipopeptidi produkovanych Bacillus subtilis
Vv kontextu ostatnich antimikrobidlnich latek bakteridlniho pivodu a na zdklad¢é jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti popsat na molekularni Grovni mechanizmy jejich

antimikrobialnich u¢inkt a faktory, které tyto aktivity ovliviuji.

2. Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky produkované zivymi organizmy (pomineme-li latky typu etanolu
nebo reaktivnich kyslikatych radikali) jsou vétSinou relativné malé molekuly prevazné
peptidické povahy. Tato skupina ale zahrnuje i lipopeptidy, glykolipidy, glykopeptidy a jiné
latky rozmanitého chemického charakteru. Velikostni rozpéti saha od miniaturniho dipeptidu
bacilysinu (Rogers et al. 1965) po az 100 kDa proteiny v ptipadé kolicini (Timmis 1972).
Produkuji je prakticky vSechny Zivé organizmy od nejjednodussich prokaryot pfes rostliny az
po cloveka (Zasloff 2002; Wang et al. 2009). Antimikrobialni latky slouzi v prvni linii

antimikrobialni obrany hostitele, v modulaci imunitni odpovédi u mnohobunécnych

7



organizmi a jako prostfedek mezidruhové kompetice nebo vnitrodruhové komunikace
u mikroorganizmi obyvajicich stejny habitat (Lopez-Meza et al. 2011). Tyto latky vykazuji
aktivitu proti Sirokému spektru mikroorganizmi - gram-pozitivnich i gram-negativnich
bakterii, kvasinek, plisni a obalenych virt, a dokonce i proti nékterym rakovinnym bunkam,
aniz by vyznamné poSkozovaly zdravé bunky hostitelského organizmu (Schweizer 2009;
Wang et al. 2009). Tyto vlastnosti z nich ¢ini velmi zajimavé latky z hlediska medicinského
I biotechnologického vyuziti jako slibnych nastupcti dnes pouzivanych antibiotik (Giuliani et
al. 2007; Laverty et al. 2011).

Zivogichové produkuji mnoho typt riiznych antimikrobialnich latek, které jsou dileZitou
slozkou vrozené imunitni odpovédi. Jsou syntetizovany piedev§im tkdnémi vystavenymi
riziku infekce, jako je kuze a epitel travictho a dychaciho ustroji, tukovym télesem a
hemocyty hmyzu a né€kterymi buiikami imunitniho systému obratlovci. Chemicky se vétSinou
jednd o malé kationtové (ale i aniontové) peptidy, obsahujici mezi 20 a 100
aminokyselinovymi zbytky (NissenMeyer a Nes 1997). Vznikaji proteolytickym $tépenim
vétSich proteind a vykazuji membranolytickou nebo permeabilizaéni a imunomodulaéni
aktivitu (Giuliani et al. 2007; Lopez-Meza et al. 2011; Maroti et al. 2011).

V rostlindch plni antimikrobialni latky funkeci rychlé imunitni odpovédi, a zastupuji tak
chybéjici adaptivni imunitu. Chemicky jsou rostlinné antimikrobidlni latky prevazné kratké
peptidy (2-10 kDa) bohaté na cystein a obsahujici n€kolik disulfidickych mustkt. Jejich
vyznam doklada fakt, Ze v nékterych druzich bylo objeveno az né&kolik set gend, které
pravdépodobné koduji antimikrobidlni peptidy (Silverstein et al. 2007). Rostliny
antimikrobialni peptidy syntetizuji jak konstitutivné, tak v reakci na infekci a dokazou je
i sekretovat (Garcia-Olmedo et al. 2001). Zasahovym mistem vSech téchto peptidd je
cytoplazmaticka membrana (Lopez-Meza et al. 2011; Maroti et al. 2011).

Bakteridlni antimikrobidlni latky za urcitych podminek (stacionarni faze, dostatecna
hustota populace, hladovéni) produkuji prakticky vSechny bakterialni druhy, gram-pozitivni,
gram-negativni i Archea. Jsou chemicky i funkéné velmi riznorodé — patii mezi né¢ rizné
peptidy a proteiny (bakteriociny), lipopeptidy (daptomycin, surfaktin), glykopeptidy
(vankomycin), glykolipidy (rhamnolipidy) a polyketidy (tetracyklin). Pravdépodobné neslouzi
pouze jako prostiedek mezidruhové kompetice, ale nékteré jsou v rdmci mechanizmu
qguorum-sensing také nastroji komunikace zprosttedkovavajicimi diferenciaci bun¢k a tvorbu
biofilmi. Jiné svym producentim také usnadnuji pohyb a ziskavani zivin (Lopez-Meza et al.

2011; Maroti et al. 2011).



Kromé¢ pfirodnich antimikrobidlnich latek jsou vyvijeny a studovany latky rGznym
zpisobem modifikované ¢i zcela umélé, s cilem vytvofit latky s vyhodnéj§imi vlastnostmi ¢i
snaz$i produkci. Z divodu znacné casové i finan¢ni ndro¢nosti ziskdvani dostatecného
mnozstvi Cisté latky z pfirozeného producenta je vyhodnéjsi produkovat pozadované latky
rekombinantné napiiklad v E. coli pod silnym inducibilnim promotorem (Li 2011). Velmi
malé molekuly je také mozné syntetizovat chemicky. Syntetické acylované tetrapeptidy

vykazuji slibnou antimikrobialni aktivitu (Laverty et al. 2010).

3. Klasifikace bakterialnich antimikrobidlnich latek

Vzhledem k nepiebernému mnozstvi znamych i nové objevovanych antimikrobidlnich
latek a jejich diverzité (ptehled viz databaze APD Wang et al. 2009) nebylo zatim zavedeno
jednotné tiidéni. Tato prace si proto, mimo jiné, klade za cil na zaklad¢ publikovanych
klasifikaci sestavit navrh zjednoduSeného systému — ten d€li antimikrobialni latky na

ribozomalné€ syntetizované peptidy a na latky syntetizované velkymi proteinovymi komplexy.

3.1 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy - bakteriociny

Bakteriociny jsou ribozomaln¢ produkované antibakterialni peptidy, které jsou rdznou
meérou posttranslaéné modifikovany. Produkce antimikrobidlnich latek bakteriemi byla poprvé
pozorovana u E. coli, proto byly tyto latky nejdiive oznaceny jako koliciny (Gratia 1925.
ptevzato z Cotter et al. 2005). Kdyz byla produkce substanci inhibujicich rist jinych
mikroorganizmil prokazéana i u gram-pozitivnich bakterii, zejména bakterii mlé¢ného kvaseni,
byly pojmenovéany obecnéji bakteriociny. Nazev koliciny se omezil pouze na antimikrobialni

proteiny produkované gram-negativnimi bakteriemi (Cotter et al. 2005).

3.1.1 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni latky gram-pozitivnich
bakterii

Antimikrobidlni peptidy produkované gram-pozitivnimi bakteriemi jsou vétSinou
rozdélovany na tfi zakladni tfidy (Tab. 1). Bakteriociny I. tfidy se také nazyvaji lantibiotika,
protoze jejich urcujicim prvkem je ptitomnost aminokyseliny lanthioninu. II. tfida se sklada
Z peptidu, které lanthionin neobsahuji, a III. tfida zahrnuje velké termolabilni proteiny, které
néktefi autofi fadi do zvlastni skupiny bakteriolyzind, tj. vyclenuji je z bakteriocint (Cotter et
al. 2005).

Jako lantibiotika se oznacuji termostabilni posttranslaéné¢ modifikované antimikrobidlni

peptidy obsahujici intramolekuldrni cyklické struktury tvofené aminokyselinami lanthioninem
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nebo methyllanthioninem (lantibiotic - lanthionin containing antibiotic), které vznikaji
dehydrataci serinovych nebo treoninovych zbytkl a naslednou cyklizaci thioéterovou vazbou
pres cystein. Lantibiotika se dale déli na dvé skupiny na zéklad¢ struktury a funkce.

Lantibiotika skupiny A maji 20-37 aminokyselinovych zbytkt, spirdlovitou strukturu
(Chatterjee et al. 2005) a pro dehydrataci a cyklizaci pouzivaji dva rtizné enzymy. Jejich
hlavnim mechanizmem u¢inku je tvorba porti v cytoplazmatické membran€ s vyuzitim vazby
na prekurzor peptidoglykanu - lipid II, ktery pomaha ukotvit peptid do cilové membrany.
Tato zaroven vazba interferuje se syntézou peptidoglykanu (Breukink a de Kruijff 1999).
Jejim zastupcem je nisin produkovany L. lactis objeveny jiz roku 1933 (Whitehead 1933).

Naproti tomu lantibiotika skupiny B maji globularni strukturu, 19-20 aminokyselinovych
zbytkii a za jejich modifikaci je zodpovédny jeden enzym nesouci dehydratdzovou
i cyklazovou aktivitu. Latky této skupiny funguji jako inhibitory syntézy bunécné stény. Jejim
zastupcem je mersacidin, (produkovany bakteriemi rodu Bacillus), ktery blokuje polymeraci
peptidoglykanu vazbou na lipid Il (Brotz et al. 1998).

Do druhé tfidy bakteriocinti spadaji malé (<10 kDa) termostabilni peptidy, které oproti
ptedchozi tifidé prochazeji podstatné méné vyraznymi posttranslacnimi modifikacemi a
neobsahuji lanthionin - oznacuji se jako non-lantibiotika. Mechanizmus jejich G¢inku
spoc¢iva v tvorbé porti v cytoplazmatické membrané citlivé bunky. Jejich klasifikace je

pomérné obtizna vzhledem k velké diverzité. Nejcasteji se déli na 4 podskupiny.
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Tab. 1. Antimikrobialni latky produkované gram-pozitivnimi bakteriemi

Skupina Podskupina Charakteristika Velikost  Zastupce (producent) Literatura

I. tFida

Lantibiotika HelikéIni pérotvorné peptidy obsahujici lanthionin 20-37 AK Nisin (L. lactis) (Breukink a de

Kruijff 1999)

Slabé posttranslacné modifikované pérotvorné peptidy

<10 kDa (Kjos et al. 2011)

neobsahujici lanthionin

Il. tFida
Peptidy vyzadujici pro svij ucinek souc¢innost dvou 26-39 AK Lactococcin G (Oppegard et al.
Non-
rGznych peptidovych fetézcl (L. lactis) 2007)

lantibiotika

Zbylé peptidy neodpovidajici definici Zadné z prfedchozich

kategorii - linedrni jednoslozkové peptidy nepodobné Lactococcin A (L. lactis) (Vanbelkum et al.

1991)
pediocinu

M.
Bakteriolyziny
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Skupinu Ila tvofi tzv. “pediocin-like" bakteriociny podle sekven¢ni homologie
s pediocinem, antimikrobialnim peptidem produkovanym Pediococcus acidilactici. Vyznacuji
se predevsim aktivitou proti druhiim rodu Listeria a jako receptor na cilové membrané jim
slouzi mandzovy transportér (Kjos et al. 2011). Do skupiny Ilb patii dvouslozkové
bakteriociny jako lactococcin G, které pro svou aktivitu (tvorba iontovych kanal) vyzaduji
soucinnost dvou raznych peptidovych fetézcli vétsinou oznaovanych jako alfa a beta peptid
(Moll et al. 1996). Do skupiny llc spadaji bakteriociny (napf. enterocin AS-48) s kovalentné
propojenym C a N koncem (Sanchez-Barrena et al. 2003). Zbylé peptidy nevyhovujici
definici pfedchozich skupin jsou fazeny do sbérné skupiny I1d (Cotter et al. 2005).

Pomérné¢ malo zastoupena Ill. tfida, ktera se n¢kdy povazuje za samostatnou skupinu
nepfibuznou ostatnim bakteriocinim gram-pozitivnich bakterii, se nazyva bakteriolyziny a
obsahuje na rozdil od pfedchozich relativné velké termolabilni proteiny s doménovou
strukturou, citlivé k proteazam. U senzitivnich bunék hydrolyticky narusuji integritu bunécné
stény (Cotter et al. 2005). Zastupcem je naptiklad helveticin J produkovany L. helveticus
(Joerger a Klaenhammer 1986).

3.1.2 Ribozomalné syntetizované antimikrobialni latky gram-negativnich
bakterii

Bakteriociny produkované gram-negativnimi bakteriemi se dé€li na velké proteiny
nazyvané koliciny a na malé termostabilni peptidy zvané mikrociny (Tab. 2).

Velké (29-90 kDa) antimikrobialni proteiny produkované gram-negativnimi bakteriemi se
obecné nazyvaji koliciny, ale fadi se mezi né i proteiny produkované jinymi druhy nez E. coli
- naptiklad Pseudomonas pyogenes (pyociny) nebo Enterobacter cloacae (cloaciny). Koliciny
maji doménovou strukturu a kazda funkce (transportni, vazebna, specificka aktivita) je
zajistovana samostatnou doménou. Bunky koliciny uvoliuji pouze pii lyzi — produkujici
bunka sice zanikne, ale poskytne selek¢éni vyhodu sesterskym bunikam v populaci. Koliciny se
déli na dvé skupiny podle receptoru vyuzivaného k ptrechodu pies vnéj$i membranu cilové
buiiky a podle mechanizmu antimikrobialniho ug¢inku. Cast kolicini tvoii v membrané cilové
buiitky monomerni por slozeny z jedné domény molekuly kolicinu - jedind molekula kolicinu
tak staci na zabiti jedné senzitivni bunky. Druhy typ kolicind zabiji bunky enzymatickou
aktivitou, a to bud jako cytoplazmatickd nukledza, nebo interferenci se syntézou

peptidoglykanu v periplazmé (Cascales et al. 2007).

Tabulka 2. Antimikrobialni latky produkované gram-negativnimi bakteriemi
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) ] o ) Zastupce )
Skupina | Podskupina Charakteristika Velikost Literatura
(producent)

Velké termolabilni
proteiny s doménovou
strukturou a porotvornou
L koliciny, pyociny, 29-90 kDa Colicin E1 (Cascales et
Koliciny nebo hydrolytickou (3tépi
pesticiny Stovky AK (E. coli) al. 2007)
nukleové kyseliny nebo
prekurzory syntézy

peptidoglykanu) aktivitou

Malé peptidy prochazejici

membranou fungujici

<5 kDa Mikrocin B17 (Melby et al.
mikrociny I. tfidy intraceluldrné jako
7-43 AK (E. coli) 2011)
inhibitory enzymatickych
Mikrociny reakci
Pérotvorné peptidy
mikrociny II. 7-10 kDa Mikrocin V (Pons et al.
podobné gram-pozitivnim
tiidy 60-88 AK (E. coli) 2002)

Ila bakteriocindm

Mikrociny se od kolicind lisi pfedevsim velikosti (< 10 kDa) a podminkami produkce.
Bakterie je sekretuji do okoli v priitbéhu logaritmické faze rlistu, zejména pii kultivaci na
chudych médiich. Mikrociny jsou rozdélovany na dvé skupiny (Pons et al. 2002). 1. tfida je
tvorend mensimi (<5 kDa, 7-43 AK) posttranslaéné¢ modifikovanymi peptidy fungujicimi
intracelularné jako inhibitory enzymatickych reakci, inhibuji naptiklad spravnou funkci DNA
gyrazy (Vizan et al. 1991). II. tfida obsahuje vetsi (7-10 kDa, 60-88 aminokyselinovych
zbytkll) peptidy napadajici cytoplazmatickou membranu podobné jako gram-pozitivni Ila

bakteriociny.

3.2 Neribozomalné syntetizované antimikrobialni latky

Neribozomalné syntetizované antimikrobidlni latky jsou nesmirn€ rozmanitou skupinou
sloucenin, do které se fadi vétSina bézné pouZzivanych konvenénich antibiotik. Zahrnuji
struktury tvofené z proteinogennich i neproteinogennich aminokyselin, lipidi, sacharida a
derivati 1 fragmentl vSech zminénych latek. Podle chemického sloZeni se d€li na glykolipidy,
glykopeptidy, polyketidy a lipopeptidy (Tab. 3). Peptidické slozky téchto latek jsou
syntetizovany velkymi (az 10 000 kDa) multienzymatickymi komplexy nazyvanymi
neribozomalni peptidické syntazy (NRPS), které jsou pfibuzné syntazam mastnych kyselin
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(Obr. 1). Tyto komplexy umoznuji do peptidového fetézce zafazovat vedle proteinogennich

aminokyselin i neobvyklé a-aminokyseliny, B-aminokyseliny, D-aminokyseliny,

glykosilované aminokyseliny i jiné stavebni prvky nez aminokyseliny jako napf.
heterocyklické slouc¢eniny nebo mastné kyseliny (Grunewald a Marahiel 2006). Modularni
usporadani NRPS, kde jeden modul komplexu katalyzuje ptipojeni jednoho konkrétniho

stavebniho kamene k rostoucimu fetézci, umoznuje modifikovat vysledny produkt zaménou,

pfidanim nebo odebranim nékterého z moduld.

Tabulka 3. Neribozomalné syntetizované antimikrobialni latky

) o Zastupce )
Skupina Charakteristika Literatura
(producent)
Biosurfaktany tvorené mono- nebo Rhamnolipid B
o (Chrzanowski et al.
Glykolipidy oligosacharidem s jednou nebo vice  (Pseudomonas )
2012
navazanymi mastnymi kyselinami. aeruginosa)
Komplexni struktury tvorené
Vancomycin
. peptidy obsahujici nekanonické (Sussmuth a Wohlleben
Glykopeptidy (Amycolatopsis
aminokyseliny a glykosilované 2004)
orientalis)
aminokyseliny
Strukturné i funkéné rGznorodé Tetracyklin
. (Staunton a Weissman
Polyketidy sekunddrni metabolity vzniklé (Druhy rodu
2001)
kondenzaci organickych kyselin Streptomyces)
Acylované cyklické nebo linearni Daptomycin
. . (Carpenter a Chambers
Llpopeptldy peptidy s kladnym nebo zapornym (Streptomyces
2004
nabojem roseosporus)
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Module 1 Module 2 Module 3 Module n

| Initiation | Elongation | Modification |  Termination |

Obr. 1. Uspoidddani NRPS

Obrazek schematicky znazornuje neribozomalni peptidickou syntdzu slozenu ze ¢ty modulii, z nichz kazdy
obsahuje nékolik katalytickych domén. Syntéza peptidu zacina aktivaci vybrané aminokyseliny (pripadné jiného
stavebniho kamene) adenylacni doménou (Cervena A-doména), ktera katalyzuje pripojeni AMP vzniklého
hydrolyzou ATP. Adenylacni doména je tedy zodpovedna za vybér stavebniho bloku. Aktivovana aminokyselina
je pak thioesterovou vazbou pripojena na thiolovou skupinu peptid prendsejiciho proteinu (zelena PCP-
doména), za soucasného odstépeni AMP. PCP funguje jako rameno, které kyvadlovym zpusobem podava
rostouct intermediat mezi jednotlivymi katalytickymi doménami daného modulu. Nasledné katalyzuje
kondenzacni doména (Seda C-doména) tvorbu peptidické vazby mezi thioesterovymi intermedidty na dvou
sousednich modulech. Syntézu peptidu ukoncuje thioesterdzova (oranzova TE-doména) doména na poslednim
modulu, ktera odstépi hotovy peptid z posledniho PCP cyklizaci peptidu, pripadné peptid odstépi hydrolyticky
za vzniku linedrniho produktu. Nékteré moduly mohou obsahovat dalsi domény zodpovédné za modifikace
vznikajiciho retézce — napr. epimerizacni doménu (modra E-doména) katalyzujici tvorbu D-izomeri

aminokyselin (upraveno z Strieker et al. 2010).

Antimikrobialni glykolipidy jsou monosacharidy nebo oligosacharidy s kovalentné
piipojenou mastnou kyselinou. Kombinace hydrofilni sacharidové a hydrofobni lipidické ¢asti
fadi glykolipidy mezi biosurfaktanty, neboli povrchové aktivni latky bakteridlniho ptivodu
(Desai a Banat 1997). Povrchové aktivni latky se vyznacuji tim, Ze snizuji povrchové napéti
na fazovych rozhranich nebo na rozhrani dvou prostfedi s riznou polaritou - maji detergentni,

emulgaéni a pénivé UCinky. Nejlépe prostudované jsou rhamnolipidy produkované
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Pseudomonas aeruginosa, které pravdépodobné bunkam slouzi k usnadnéni pohybu a piijmu
hydrofobnich substratli, dale méni hydrofobicitu povrchu buiiky a ucastni se tvorby biofilmu
(Chrzanowski et al. 2012). Navic jako detergenty vykazuji antibakteridlni a antifungalni
ucinky a jsou schopné narusovat biofilmy jinych bakterialnich druha (E. coli, neprodukéni
kmeny Pseudomonas aeruginosa a druhy rodu Vibrio) (Kim et al. 2000; Kiran et al. 2010).

Glykopeptidické antimikrobidlni latky jsou malé neribozomaln¢ syntetizované
glykosilované peptidy obsahujici neproteinogenni aromatické aminokyseliny, které tvori
intramolekularni cykly. Na zakladé struktury byly rozdéleny na 5 skupin. Skupiny I-IV maji
heptapeptidovou kostru se tiemi (skupina I-III) nebo ¢tyfmi (skupina IV) intramolekularnimi
cyklickymi strukturami. Diky vazbé na D-Ala-D-Ala konce nascentniho peptidoglykanu
interferuji se syntézou bunééné stény, a vykazuji tak antibakterialni uc¢inky (Nicolaou et al.
1999; Sussmuth a Wohlleben 2004). Skupina V se naproti tomu vyznacuje piitomnosti pouze
dvoucyklickych struktur a protivirovymi ucinky (Tanaka et al. 1997). Nejvyznamnéj$im
zastupcem glykopeptidd je vankomycin, antibiotikum produkované Amycolatopsis orientalis,
které se v klinické praxi pouziva od roku 1958 (pievzato z Nicolaou et al. 1999).

Polyketidy wvznikaji kondenzaci organickych kyselin ¢innosti multienzymatickych
komplexii nazyvanych polyketid syntazy (PKS). Jednd se o latky riiznorodé z hlediska
struktury i1 funkce. PKS jsou dvojiho typu - velké modularni PKS typu I zodpovédné za
syntézu komplexnich polyketidd, ve kterych kazda proteinova podjednotka katalyzuje jednu
kondenzaci (Donadio et al. 1991). Druhou skupinu tvoii cyklické PKS typu II zodpovédné za
syntézu aromatickych polyketidi, ve kterych méa kazda proteinova podjednotka jednu
enzymatickou aktivitu a jsou cyklicky pouzivany nékolikrat. Mezi polyketidy patfi mnozstvi
konvencnich antibiotik (erytromycin A, tetracyklin) 1 antifungalnich (mupirocin),
protirakovinnych (daunorubicin) a imunosupresivnich (rapamycin) latek (Staunton a
Weissman 2001; Kuscer et al. 2005).

Lipopeptidy (LP) se skladaji z hydrofilniho linearniho nebo cyklického peptidu,
nesouciho kladny nebo zaporny naboj, a z kovalentné pripojené hydrofobni B-hydroxy nebo
B-amino mastné kyseliny. Peptidickd cast miize obsahovat D-izomery proteinogennich
aminokyselin nebo 1 neproteinogenni aminokyseliny a tvofi makrolaktonové nebo
makrolaktamové cykly. Pro svou amfipatickou povahu jsou LP stejné jako glykolipidy fazeny
mezi biosurfaktanty. Svym producentim LP umoziuji efektivnéj$i pohyb, zvySuji dostupnost
hydrofobnich  substrati a  zprostfedkovavaji  mezibunéfnou komunikaci, diky
antimikrobidlnim u¢inkim navic poskytuji selekéni vyhodu v pfirozeném prostiedi

(Raaijmakers et al. 2010).
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Antimikrobidlni pisobeni LP bylo popsano jiz v prvni polovin¢ 20. stoleti u polymyxint
izolovanych z Bacillus polymyxa (Jones 1949). Dnes, s nastupem multirezistentnich
bakterialnich kment, zazivaji lipopeptidicka antibiotika renesanci - v roce 2003 byl do
klinické praxe zaveden daptomycin, LP produkovany Streptomyces roseosporus uc¢inny proti
gram-pozitivnim bakteriim v¢etné methicilin rezistentnich S. aureus (Carpenter a Chambers
2004). Gram-negativni bakterie jsou vu¢i ucinkim daptomycinu imunni. Duvodem je
pravdépodobné¢ kombinace pritomnosti vnéjSi membrany, jiné struktura bunécné stény,
slozeni cytoplazmatické membrany a chybéjici senzorové kindze YycG. Ta je soucasti
dvoukomponentového systému YycFG, ktery fidi metabolizmus bunécné stény a tvorbu
biofilmid nékterych gram-pozitivnich bakterii, a je zfejm¢ jednim z klicovych cilt
daptomycinu (Baltz 2009).

Vznik rezistence proti daptomycinu byl povazovéan za nepravdépodobny, protoze na rozdil
od vétSiny antibiotik neinhibuje pouze konkrétni reakci, ale jeho ucinek je komplexngjsi -
svymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi pfedevS§im naruSuje integritu cytoplazmatické
membrany cilové bunky, ¢imz zplsobuje zkratovani membranového potencialu (Straus a
Hancock 2006; Baltz 2009). Ptesto byly jiz v roce 2005 v klinickych izolatech zaznamenany
kmeny S. aureus se snizenou citlivosti k daptomycinu (Mangili et al. 2005). Necitlivé kmeny
S. aureus byly objeveny dokonce i u daptomycin-naivnich pacienti (van Hal et al. 2011)
Vv souvislosti s rezistenci proti vankomycinu (Cui et al. 2006). Studium rezistentnich kment
ukdzalo zvySenou expresi genu mprF, kterd vede ke zméné fluidity cytoplazmatické
membrany zvySenim podilu kladné nabitého lysyl-fosfatidylglycerolu, a dale zvysenou
expresi dlt operonu, ktery zvySuje pozitivni naboj bunécné stény (Mishra et al. 2009).
U rezistentniho kmene B. subtilis byla dvacetkrat snizena citlivost zpisobena jednou bodovou
mutaci nachézejici se v genu pro syntézu fosfatidylglycerolu, ktera snizila negativni naboj
membrany (Hachmann et al. 2011).

Pro onemocnéni vyvolana patogennimi mikroorganizmy rezistentnimi k daptomycinu,
methicilinu 1 vankomycinu neexistuje dostupna alternativni terapie, proto je nutné vyvijet
nové antimikrobidlni pfipravky - jednou z moZnosti jsou pravé lipopeptidy produkované
B. subtilis. Kromé antibakterialnich ucinkti byly u lipopeptidi popsany i antifungalni
(Vanittanakom et al. 1986; Romero et al. 2007), protivirové (Vollenbroich et al. 1997),

antitumorové (Cao et al. 2009) a imunosupresivni ucinky (Park a Kim 2009).
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4. Lipopeptidy produkované Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je sporulujici ptidni bakterie, ktera slouzi jako modelovy organizmus pro
studium gram-pozitivnich bakterii. Bylo izolovano nékolik set riznych kmend druhu Bacillus
subtilis, které produkuji celkem 24 typt antimikrobialnich latek rozmanitého chemického
charakteru, véetné polyketidd, lantibiotik (Stein 2005) a tii rodin lipopeptidi: Fengycind
(Vanittanakom et al. 1986), Iturint (Delcambe a Devignant 1957) a Surfaktina (Arima et al.
1968).

4.1 Surfaktiny

4.1.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti surfaktint

Zaporné nabity lipopeptid surfaktin patii mezi nejsiln€jsi zndmé biosurfaktanty. Byl
izolovan jiz v roce 1968 (Arima et al. 1968) a jeho struktura byla popsana o rok pozdé&ji
(Kakinuma et al. 1969). Nazev dostal podle své vyjimeéné povrchové aktivity (Surfactin -
surface active). Molekula surfaktinu se sklada z heptapeptidu (Glu, Leu, D-Leu, Val, Asp, D-
Leu, Leu) a pB-hydroxy mastné kyseliny, jejiz hydroxy skupina tvofi s peptidem
makrolaktonovy cyklus (Obr. 2). Ptirodni surfaktin je smési nékolika izoforem lisicich se

Vv peptidové sekvenci i1 délce a typu fetézce B-hydroxy mastné kyseliny.
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Obr. 2. Primdrni struktura
Schéma primarni struktury molekuly surfaktinu. Kovalentni spojent 3-hydroxy skupiny mastné kyseliny (MK)
na pozici 8 a karboxy skupiny leucinu 1 tvori makrolaktonovy kruh (upraveno z Kell et al. 2007).

18



Makrolaktonovy kruh tvoii B-smycky skladajici se do struktury B-listu ve tvaru sedla, a to
jak pomoci intra-, tak inter- molekularnich vodikovych mustkti. Molekula surfaktinu je
amfipatickd, obsahuje jednu hydrofilni a jednu hydrofobni doménu. Minoritni hydrofilni
doména, skladajici se z kyselych zbytkii glutamatu a aspartatu na pozicich 1 a 5, tvofi jakési
klepeto a udéluje surfaktinu dva negativni naboje. Hydrofilni klepeto ma schopnost silné
vazat monovalentni a divalentni kationty. Majoritni hydrofobni doména je tvofena alifatickym
fetézcem mastné kyseliny orientovanym na opacnou stranu nez hydrofilni klepeto a ostatnimi
aminokyselinovymi zbytky. Ve vodném roztoku ma samostatna molekula surfaktinu
pravdépodobné kulovity tvar s fetézcem mastné kyseliny prehnutym pies hydrofobni ¢asti
peptidu, v membranach a micelach nabyva konicky tvar (Obr. 3) (Bonmatin et al. 1994; Tsan
et al. 2007). U heptapeptidu byly pozorovany dvé konformace, které pravdépodobné
odpovidaji surfaktinu s a bez navdzané¢ho vépenatého iontu nebo jemu piibuzného kationtu

(Vass et al. 2001).

1 Glu

Obr. 3. Trojrozmérna struktura surfaktinu
Zluté je obarvena mastnd kyselina, cervené hydrofobni éast peptidu a modre jsou obarveny hydrofilni zbytky

glutamatu 1 a aspartatu 5 (Tsan et al. 2007).

Ve vodném roztoku se surfaktin siln€ adsorbuje na rozhrani voda-vzduch, snizuje

povrchové napéti vody ze 72 na pfiblizn€ 30 mN/m pfti koncentraci pouhych 10 - 20 pmol/l
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(Ishigami et al. 1995; Peypoux et al. 1999). Surfaktin ochotn¢ agreguje a tvoii micely. Tuto
tendenci vyjadiuje hodnota CMC (Critical Micelle Concentration), tj. koncentrace, po jejimz
dosazeni se zacinaji z monomerQ surfaktantu tvofit micely. CMC je pro dany surfaktant
za danych podminek charakteristickd a da se obecné pouzit jako méfitko sily surfaktantu —
¢im niz§i CMC, tim siln€jsi povrchova aktivita. CMC surfaktinu se 1isi podle
experimentalnich podminek (pH, teplota, iontova sila roztoku) a isoformy surfaktinu —
nejvyssi aktivitu vykazuje surfaktin s délkou fetézce PB-hydroxy mastné kyseliny 15
uhlikovych atomu a s klesajici délkou fetézce klesa i aktivita (Deleu et al. 2003).

CMC surfaktinu dosahuje hodnot nizsich nez 10 pmol/l (Ishigami et al. 1995; Heerklotz a
Seelig 2001; Shen et al. 2009), muze ale dosahnout az 300 umol/l v roztocich s nizkou
iontovou silou (Maget-Dana a Ptak 1992). Pro srovnani CMC bézné pouzivaného detergentu
Triton X-100 je ptiblizné 270 umol/l (Schott 1998). Micely surfaktinu jsou riznorodé.
Surfaktin miaze tvotit velmi malé kulovité micely s agregaénim ¢islem 11 az 20 (Shen et al.
2009; Zou et al. 2010) i velké agregaty kulovitych tvart, valcovitych tvarti a dvojvrstevné
struktury obsahujici az 170 molekul (Zou et al. 2010). Morfologie agregatii do zna¢né miry
zavisi na typu kationtd tvoficich komplex s hydrofilni doménou. Zatimco monovalentni
kationty podporuji tvorbu malych micel, divalentni kationty stimuluji spiSe tvorbu velkych
konglomeratt (Li et al. 2009). Diky nizkym hodnotdam CMC by se surfaktin mohl stat
pramyslové vyuzivanym detergentem, pokud by se podafilo snizit vyrobni naklady

na inosnou uroven.

4.1.2 Interakce surfaktinu s membranami

Surfaktin narusuje bariérovou funkci lipidickych membran. Podle koncentrace surfaktinu a
typu membrany bud’ vytvari kationtové kanaly (Sheppard et al. 1991), pory (Heerklotz a
Seelig 2007), nebo membranu zcela rozpusti (Obr. 4) (Carrillo et al. 2003). Koncentrace
potiebné pro manifestaci téchto u€inkli jsou nekolikrat nizsi nez U jinych srovnatelnych latek
S membranovou aktivitou. Interakci surfaktinu s modelovymi membranami se zabyva mnoho
studii, protoZze pochopeni mechanizmi interakce a faktorli ovliviiujicich tuto aktivitu je
nezbytné pro piipadné efektivni vyuziti surfaktinu v mediciné nebo primyslu. Poznatky
ziskané in vitro na modelovych membranach ovSem nelze jednoduse pievést na membrany

in vivo. Hlubsi pochopeni ucinkd surfaktinu na bunééné cile proto vyzaduje dalsi vyzkum.
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(B)
Obr. 4. Schematické zndzornéni membranové vazaného surfaktinu

(A) Membranové vdazany surfaktin pii nizké koncentraci. (B) Molekuly surfaktinu v membrdanové dvojvrstvé

PFi koncentraci dostatecné pro manifestaci detergentniho efektu (upraveno z Deleu et al. 2003).

Na membranovou aktivitu mé zésadni vliv geometrie molekuly, délka alifatického fetézce
a naboj neseny molekulou. Linearni analogy surfaktinu s rozs§tépenym makrolaktonovym
kruhem vykazovaly snizenou membranovou aktivitu (Dufour et al. 2005). Divodem muze byt
skute¢nost, ze cyklicka struktura je esencidlni pro jednoznacné rozdéleni molekuly surfaktinu
na hydrofilni a hydrofobni doménu. Zaneseni dal§iho negativniho naboje do molekuly
surfaktinu membranovou aktivitu oslabuje, ale posiluje povrchovou aktivitu (Francius et al.
2008; Razafindralambo et al. 2009). Prodlouzeni fetézce P-hydroxy mastné kyseliny
zpusobuje nartst povrchové aktivity a posileni hydrofobni interakce s jadrem membrany
(Razafindralambo et al. 2009). Dilezité je pritomnost ionti Ca*, se kterymi tvori komplex ve
stechiometrickém poméru 1:1. Véapenaty kationt neutralizuje negativni naboje na aspartatu 5 a
glutamatu 1, ¢imZz oslabuje vzajemné elektrostatické odpuzovani molekul surfaktinu a
odpuzovani od zdporn€ nabitych membranovych lipidi. Navic podporuje zménu konformace
surfaktinu, Kktera zpusobuje hlubsi zanofeni do cytoplazmatické membrany a zesiluje
hydrofobni interakce s lipidickym jadrem membrany (Maget-Dana a Ptak 1992).

DalSim dtleZitym faktorem ovliviiujicim penetraci a membranovou aktivitu surfaktinu je
sloZzeni cilové membrany - vliv maji jak mastné kyseliny, tak povaha polarnich hlav
fosfolipidii. Surfaktin nejsilnéji interaguje s membranovymi lipidy se stejnou délkou fetézce
mastnych kyselin jako B-hydroxy mastna kyselina surfaktinu (Grau et al. 1999). Rostouci
délka tetézcl mastnych kyselin znesnadiiuje inzerci surfaktinu do membrany a omezuje
misitelnost surfaktinu s membranovymi fosfolipidy (misitelnost klesa v fadé 14C > 16C >
18C) (Maget-Dana a Ptak 1995; Bouffioux et al. 2007). Metodou AFM (Atomic Force
Microscopy) bylo zjisténo, Ze typ polarni hlavy také ovliviiuje misitelnost surfaktinu
s membranovymi fosfolipidy, ktera klesa v tad¢ fosfatidylcholin > fosfatidyletanolamin >
fosfatidylserin. Geometrie fosfolipidu hraje v interakci zasadni roli. Zatimco monovrstva

valcovitého fosfatidylcholinu je surfaktinem naruSovana, stabilita monovrstvy koénického
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fosfatidyletanolaminu se diky surfaktinu, ktery ma tvar obraceného kuzele, zvySuje.
| monovrstva tvofena fosfatidylserinem je inkorporaci surfaktinu stabilizovana, protoze velka
hlava surfaktinu snizuje hustotu naboje v silné negativné nabité membrané, a snizuje tak
elektrostatické odpuzovani (Bouffioux et al. 2007). Je ovSem nutné si uvédomit, Ze
cytoplazmatické membrany zivych bun€k jsou komplexnéjsi nez takovéto homogenni vrstvy
tvotfené pouze jednim druhem nebo dvéma druhy fosfolipidd. Interakci se surfaktinem nebo
podobnymi latkami budou ovliviiovat ostatni tfidy fosfolipidii v membrang, ionty i proteiny a
latky steroidni povahy. Takto ziskané poznatky jsou tedy relevantni piedev$im z hlediska
fyzikalnich vlastnosti surfaktinu a nemusi nutn¢ popisovat realnou situaci in vivo.

Ohledn¢ vlivu naboje fosfolipidli na interakci surfaktinu s membranou panuji nejasnosti.
Podle nékterych autort negativni naboj na membrané brani inkorporaci surfaktinu (Maget-
Dana a Ptak 1995), podle jinych je vliv elektrostatického odpuzovani oslabovan kationty
pfitomnymi v roztoku, a to pak pouze omezuje misitelnost surfaktinu s membranovymi lipidy
(Eeman et al. 2006). Buchoux et al. dokonce na zakladé elektrostatického odpuzovani
surfaktinu a negativné nabitych fosfolipidi navrhli novy model mechanizmu destrukce
negativné nabité membrany (Obr. 5) (Buchoux et al. 2008). Fluidita membrany
pravdépodobné nijak neovliviluje inzerci surfaktinu, rigidnéj$i membrany ovSem snaze
odolavaji solubilizaci (Buchoux et al. 2008). Membranolyticka aktivita surfaktinu je
oslabovana pfitomnosti cholesterolu v membrané - ten stabilizuje a rigidizuje membranu a
vyrovnava pnuti vzniklé vkladanim surfaktinu do vné&jsi vrstvy membrany (Heerklotz a Seelig
2007).
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Obr. 5. NaruSovani negativné nabité membrdny nizkou koncentraci surfaktinu.

A) Mnohovrstevny vacek (MLV = MultiLamelar Vesicle) a B) maly jednovrstevny vacek (SUV = Small

Unilamelar Vesicle). Molekula surfaktinu (trojuhelnikova molekula v detailu membrany) se vnori hydrofobni
silou do membrany a elektrostatické odpudiveé sily v oblasti polarnich hlav fosfolipidii zpiisobi lokalni ohybani a
destabilizuji membranu — velky mnohovrstevny vicek je rozpusten a vznikaji malé stabilnéjsi jednovrstevné

vacky (prevzato z Buchoux et al. 2008).

Konicky tvar surfaktinu inzertovaného do membrany zpiisobuje pnuti v oblasti polarnich
hlav fosfolipidli a dezorganizuje uspotfaddani hydrofobnich fetézcl, ¢imz snizuje tloustku a
zvySuje fluiditu membrany (Carrillo et al. 2003). Na modelovych membranach bylo
zaznamenano snizeni teploty fazového pfechodu ndsledkem pfidani surfaktinu. Expanze
vnéjsiho listu dvouvrstvy zplisobena neschopnosti surfaktinu rychle se preklapét do vnitiniho
listu navic zpiisobuje ohybani membrany, které dale pfispiva k oslabeni bariérové funkce
membrany (Heerklotz et al. 2004).

Pti dostatecné koncentraci surfaktinu nebo spiSe pii dostateCném poméru membranove
vazaného surfaktinu vi¢i membranovym lipidiim dojde k Gplnému rozpusténi membrany a
tvorbé¢ smésnych micel. Pomér latkového mnoZzstvi membranové vazaného surfaktinu
k latkovému mnozstvi membranovych lipida se popisuje parametrem Ry, Pievadéni tidaje Ry
na koncentraci surfaktinu v roztoku a opacné je problematické, zalezi na experimentalnim
uspofadani. Pro studie zaméfené na mechanizmus naruSovani integrity membrany je Udaj
0 poméru mnozstvi surfaktinu vi¢i mnoZstvi membranovych lipidi relevantnéjs$i nez jeho
koncentrace v roztoku. Hodnota Ry potiebna pro solubilizaci membrany oznacovana jako Reo
se lisi podle slozeni membrany a experimentalnich podminek a pohybuje se od pfiblizn¢ 0,2
az do 0,92. Dolni hranice hodnot Rs, odpovidd pocatku rozpadu membrany a horni

pravdépodobné odpovida stavu, ve kterém jiz neexistuji Zadné dvouvrstevné struktury, ale
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pouze smésné micely (Heerklotz a Seelig 2001; Carrillo et al. 2003; Shen et al. 2010).
Typické Rgo surfaktinu je nékolikrat nizsi (Triton X-100 ma Rgy = 0,6) nez u béznych
chemickych detergenttl. Je to pravdépodobné zpiisobeno tim, Ze surfaktin v membrané vytvari
segregované domény, ve kterych je lokdlni koncentrace nékolikanasobné vyssi nez
koncentrace celkova. V téchto surfaktinem bohatych doménach pak dochdzi k porucham
bariérové funkce, zalina destabilizace a nakonec rozpad membrany daleko dfive, nez je
dosazeno koncentrace pottebné pro tplnou solubilizaci (Nazari et al. 2012).

Pti koncentracich pftilis nizkych pro solubilizaci membrany se uplatiiuje jiny mechanizmus
destabilizace membrany. Inkorporaci surfaktinu vznika pnuti, protoze vnéjsi vrstva membrany
asymetricky expanduje oproti vnitini. Od Ry = 0,05 (koncentrace v roztoku asi 2 pmol/l)
dochazi k lokalnim selhdnim integrity membrany a k pfesmyku ¢asti molekul surfaktinu do
vnitini vrstvy, ¢imz se pnuti opét snizuje. Postupn€ dojde k vyrovnani koncentraci surfaktinu
v obou listech a membrana se ustali. KdyZ Ry dosdhne hodnoty pfiblizné 0,1, zacne surfaktin
v membrané agregovat a vytvaret segregované domény, ve kterych ziejmé dochazi k selhani
bariérové funkce membrany a tvorbé iontové neselektivnich pord, jejichz hydrofobni okraje
jsou stabilizovany konickymi molekulami surfaktinu. Po piekroceni R, 0,22 (koncentrace
Vv roztoku 9 umol/l) za¢ina solubilizace detergentnim mechanizmem (Heerklotz a Seelig 2007;
Ostroumova et al. 2010). Tvorba iontovych kanali vSak byla pozorovana pfi jesté nizsi vodné
koncentraci surfaktinu - 1 pmol/l. V modelové membrané se vytvaiely stabilni kationt-
selektivni kanaly. Podle zavislosti vodivosti na koncentraci surfaktinu se tvorby kanali
pravdépodobné ucastni dimery surfaktinu. Jinym vysvétlenim namétené vodivosti by mohla
byt schopnost surfaktinu transportovat ionty pifes membranu flip-flop mechanizmem
(Sheppard et al. 1991; Thimon et al. 1993). Permeabilizace membrany je nezavisla na
transmembranovém potencidlu, ale zavisi na dipdlovém momentu membrany — Ccinidla
posilujici dipdlovy moment zvySuji ndrast vodivosti membrany zplisobeny surfaktinem

(Ostroumova et al. 2010).

4.2 Fengyciny

4.2.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti fengyciniti

Lipopeptidy spadajici do rodiny fengycinii (fengyciny, plipastatiny, agrastatin) se skladaji
z dekapeptidu (Glu, D-Orn, Tyr, D-AlloThr, Glu, D-Ala/D-Val, Pro, GIn, Tyr, Ile), ktery
obsahuje makrolaktonovy cyklus vytvofeny pfipojenim Ile 10 k hydroxy skupiné Tyr 3, a
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B-hydroxy mastné kyseliny piipojené k linearni Casti peptidu (Obr. 6) (Vanittanakom et al.
1986). Pod nazvem fengycin se obvykle rozumi smés riiznych variant fengycint a plipastatint
produkovana danym kmenem B. subtilis. Tyto varianty se lisi jak slozenim peptidické casti,
tak délkou a typem mastné kyseliny. Plipastatiny se od fengycini vyclenovaly na zakladé
stereochemie tyrozinového zbytku, nicméné recentni studie ukazuji, Ze rozdil mohl byt
zpusoben pouze experimentalnim usporadanim a jedna se tudiz pravdépodobné o identické

molekuly (Volpon et al. 2000; Honma et al. 2012).
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Obr. 6. Primadrni struktura fengycinu
Primdrni struktura fengycinu, R znadi alifaticky retézec mastné kyseliny (upraveno z Deleu et al. 2008).

Fengycin nese pifi neutrdlnim pH dva zaporné naboje na glutamatovych zbytcich a jeden
kladny na ornitinovém zbytku. Dekapeptid tvoii intramolekuldrnimi vodikovymi mistky

stabilizované B-smycky, které jsou ur€ujici pro tvar molekuly (Obr. 7).
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Obr 7. Trojrozmérnd struktura plipastatinu

Stereoskopické zndzornéni prostorového uspordddani hlavniho Fetézce plipastatinu, lipopeptidu z rodiny
fengycinii. Dekapeptid je cyklizovan pripojenim karboxy skupiny Ile 10 k hydroxy skupiné Tyr 3 (prevzato
z Volpon et al. 2000).

Chovani fengycinu ve vodném roztoku neni prozkoumano tak detailn¢ jako v piipadé
surfaktinu. Fengycin mé coby amfipatickd latka tendenci adsorbovat se na rozhrani
voda/vzduch, rozhrani prostiedi S riiznou Grovni polarity, popf. tvofit agregaty - micely nebo,
v pifipadé méné¢ rozpustnych variant, krystalické¢ struktury. V disledku rozdilného
peptidického slozeni mohou mit fengyciny velmi rozdilné vlastnosti - naptiklad zaména Ile 4
a Val 8 v plipastatinu A za Val 4 a Ala 8 ¢ini agrastatin samostatné prakticky nerozpustnym
ve vodé, jeho membranova aktivita je vSak zachovana. Pfitomnost rozpustnéjSich izoforem
fengycint, piipadné jinych amfipatickych lipopeptidi rozpustnost agrastatinu zvySuje (Deleu
et al. 1999; Patel et al. 2011). Krystalické struktury pak mohou fungovat jako rezervoar a
udrzovat vodnou koncentraci fengycinu na trovni dostatecné pro antimikrobidlni ucinky, ale
ptili$ nizké na poSkozeni membrany producenta (Patel et al. 2011). Za stejnych podminek je
CMC fengycinu srovnatelna s CMC surfaktinu - hodnota ¢ini pfiblizné 7 pmol/l u fengycinu
oproti pfiblizn¢ 10 umol/l u surfaktinu. Schopnost snizovat povrchového napéti na rozhrani
voda/dodekan (na 11,63 mN/m pii CMC) je vsak oproti surfaktinu (2,03 mN/m piti CMC)

znatelné mensi (Deleu et al. 1999).

4.2.2 Interakce fengycinu s membranami

Podobné jako u ostatnich lipopeptidl i biologické ucinky fengycinli jsou zaloZzeny
piredevSim na interakci s cytoplazmatickou membranou, do které je fengycin schopen se
stabiln¢ inkorporovat. B-hydroxy mastnd kyselina membranové véazaného fengycinu se
zanotuje do hydrofobniho jadra membrany, zatimco velka peptidicka ¢ast se nachazi v oblasti
polarnich hlav. To zpsobuje ohyby membrany a desorganizaci membranovych lipida (Deleu

et al. 2005), vedouci k fluidizaci membrany a snizeni teploty fazového ptechodu (Eeman et al.

26



2005; Deleu et al. 2008). Pii dostatecné koncentraci (vétsi nez 133 umol/l, R, > 0,026)
fengycin v membrané agreguje, ohyba ji a naruSuje jeji integritu za tvorby smésnych micel a
diskovitych struktur, jejichz okraje jsou stabilizovany prstencem molekul fengycinu (Obr. 8)
(Deleu et al. 2008).
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Obr. 8. Detergentni uéinky fengycinu

Pri nizké koncentraci (i) je membranové vazany fengycin ve formé monomeri a fyzikalni viastnosti ani
stabilitu membrany vyraznym zpiisobem neovlivituje. Pri vyssi koncentraci (>133umol/l) se tvori diskovité
micely (ii) stabilizované prstencem fengycinu. Dalsi pridavani fengycinu zpiisobi uplnou solubilizaci membrany

(iii) za vzniku smésnych micel (prevzato z Deleu et al. 2008).

Schopnost latek permeabilizovat membranu lze in vitro studovat pomoci tzv. ,leakage
assay”“ — sledovani uniku fluorescenéni sondy zabalené uvnitf membranového vacku.
Z hlediska mechanizmu tUniku sondy se rozliSuje postupny unik, pifi kterém je
permeabilizovana membrana vSech vesikuld, ale Gnik je relativné pomaly. Druhym typem je
tzv. mechanizmus vse nebo nic (,,all-or-none®), pfi jehoz uplatnéni vznikaji v ¢asti vacku
velké pory, kterymi unikne velmi rychle cely obsah. Fengycin je schopen zpiisobovat Uinik
fluorescenéni sondy z membranovych vackt uz pii koncentraci 1 pmol/l. Pomoci méteni
doby zivota excitovaného stavu Kalceinu, ktery se lis§i pro sondu uvnité a vné vacku a je
zéavisly na lokalni koncentraci sondy, je mozné rozliSit, jaka Cast fluorescence pochazi
z kalceinu ve vaccich, jaka z kalceinu uniklého do roztoku, a dokonce zda a jak moc se
snizuje koncentrace calceinu ve vaccich. Tato technika odhalila, Ze fengycin, na rozdil od
surfaktind, které zpusobuji postupny unik ze vSech vackid, zplsobuje Unik sondy

mechanizmem vSe nebo nic, pii kterém zistava Cast vacku intaktnich a u ¢asti dochazi
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k rychlému tniku veskerého obsahu. ZvySovani koncentrace fengycinu ovSem nijak vyrazné
nezveda podil otevienych vackl. Z téchto zjisténi vyplyva, Ze membranové vazany fengycin
tvoii relativné velké stabilni pory, a Ze jejich tvorba a existence je zdlezitosti rovnovazného

stavu (Patel et al. 2011).
4.3 Ituriny

4.3.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti iturint

Ituriny jsou lipoheptapeptidy nesouci bud’ zadny, nebo jeden negativni naboj. Jako prvni
z této skupiny byl z kmene B. subtilis ziskané¢ho z pudy v zairském lturi izolovan iturin A,
podle néhoz byla pozdéji pojmenovana cela rodina piibuznych lipopeptida (Delcambe a
Devignant 1957). Iturin A byl identifikovan jako aktivni komponenta antibiotik
pojmenovanych jako bacillomycin B, bacillomycin R a eumycin (Besson et al. 1976). lturiny
se skladaji z heptapeptidu (Asn, D-Tyr, D-Asn, GIn, Pro, D-Asn, Ser v ptipad¢ iturinu A) a f3-
amino mastné kyseliny (14-17 uhlikovych atomu, nasycené, nenasycené, vétvené nebo
linearni), jejiz B-amino skupina uzavira s peptidem makrolaktamovy cyklus (Obr. 9). Rodina
iturint je z lipopeptidd produkovanych B. subtilis nejriznorodéjsi. Konzervovana je pouze
chiralni sekvence LDDLLDL a sekvence Asp/Asn, Tyr, Asn na prvnich tfech pozicich,
tyrozinovy zbytek je nezbytny pro biologické aktivity. Zbytek fetézce je velmi variabilni a
dalsi lipopeptidy fazené do rodiny iturinti jako mycosubtilin, bacillomycin a bacillopeptin tak
mohou nabyvat zna¢né odlisnych konformaci, fyzikaln¢ chemickych vlastnosti i biologickych
aktivit (Maget-Dana a Peypoux 1994; Bonmatin et al. 2003).
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Obr. 9. Primarni struktura iturinu A
Kovalentni propojeni karboxy skupiny serinu na pozici 7 a [-amino skupiny mastné kyseliny tvori

makrolaktamovy kruh (upraveno z Thasana 2010).

Pomoci NMR a spektroskopickych analyz bylo odhaleno nékolik konformaci
makrolaktamového kruhu iturinu A, které ziejmé odpovidaji riznym stupiitim agregace nebo
penetrace do membrany (Harnois et al. 1988; Besson et al. 1996). Vsechny se skladaji ze
dvou nebo tii B-smycek stabilizovanych intramolekularnimi vodikovymi miistky. Postranni
fetézce aminokyselin se mohou pomérné volné pohybovat, a ucastnit se tak nejruznéjsich
intermolekularnich interakci. Alifaticky fetézec P-amino mastné kyseliny spolu s postranni
skupinou tyrozinu na pozici 2 tvofi hydrofobni doménu zodpovédnou za interakce
s lipidickym jadrem membran a duleZitou pro agregaci molekul iturinu (Obr. 10) (Garbay-
Jaureguiberry et al. 1978; Besson et al. 1996). Tyrozinovy zbytek je také ziejmé schopen

vazat steroly, a vytvaret tak komplex iturin/sterol v poméru 1:1 (Bonmatin et al. 2003).
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Obr. 10. Trojrozmérna struktura bacillomycinu Lc
Trojrozmérna struktura syntetického bacillomycinu Le, lipopeptidu patriciho do rodiny iturinii. Mastnd

kyselina je obarvena zlute, D-Tyr na pozici 2 je obarven cervené a zbytek peptidu modie (Volpon et al. 2007).

V roztocich se iturin podobné jako ostatni lipopeptidy adsorbuje na rozhrani voda/vzduch a
rozhrani fazi s riznou mirou polarity, kde tvofi monovrstvy a snizuje povrchové napéti, i kdyz
slab&ji nez surfaktin nebo fengycin (pii CMC snizuje povrchové napéti na rozhrani
voda/dodekan na 14,94 mN/m) (Deleu et al. 1999). Iturin také velmi ochotné agreguje a tvori
micely, forma monomeru ve vodném roztoku je energeticky nevyhodna (Harnois et al. 1988).
Hodnota CMC je vyssi nez v piipad¢ druhych dvou rodin lipopeptidii. Podle experimentalnich
podminek se hodnoty pohybuji v rozmezi od 20 pmol/l (Deleu et al. 1999), oproti 10 umol/l
surfaktinu za stejnych podminek (viz. kapitola 4.1.1), az pfiblizné 90 pmol/l
(Razafindralambo et al. 1997). Pfi koncentracich tésné nad hodnotou CMC iturin A tvoii malé
micely slozené pouze ze sedmi molekul. Pfi vysokych koncentracich (nad 100 umol/l) je
dokonce schopen tvorit dvojvrstevné membranové struktury a vacky. Vzhledem ke
konickému tvaru molekuly iturin vytvaii dvojvrstevné struktury, ve kterych alifaticky fetézec
B-amino mastné kyseliny zfeymé& prochazi celym hydrofobnim jadrem. Tato membranova

struktura je drzena pohromad¢ hydrofobnimi interakcemi (Obr. 11) (Grau et al. 2001).

30



it

Obr. 11. Model dvojvrstevné struktury iturinu
Pravdépodobny model dvojvrstevné membranové struktury tvorené iturinem A. Retézce f-amino mastnych

kyselin prochazeji celym hydrofobnim jadrem membrdany az k polarnim hlavam protilehlé vrstvy (prevzato

z Grau et al. 2001).

4.3.2 Interakce iturinu s membranami

Iturin je schopen se vazat do lipidickych membran a pii koncentraci piesahujici CMC
membrany solubilizuje a tvoii smésné micely (Besson a Michel 1984). Pti koncentracich
niz8ich nez CMC je iturin schopen membrany permeabilizovat. Pomoci DSC (Differential
Scanning Calorimetry) bylo zjisténo, Ze jiz pfi velmi nizkych koncentracich a R, = 0,02
vytvari iturin A v membrané segregované domény, ve kterych je membrana tvofena pouze
molekulami iturinu (Grau et al. 2000; Grau et al. 2001), podobné jako v dvojvrstevnych
strukturach pozorovanych v koncentrovanych roztocich iturinu (Obr. 11). Jiz pti koncentraci
pouhych 5 umol/l jsou tyto domény pravdépodobné propustné pro ionty (Aranda et al. 2005).

Konicky tvar molekuly iturinu zfejmé vyvoldva zakiiveni membrany a pravdépodobné
vede ktvorbé poru jesté pred dosazenim CMC. Tyto pory se v membranach erytrocyt
za¢inaji tvofit pti koncentraci piiblizné 10 pmol/l a maji priimér okolo 32 A. Jejich struktura
zatim nebyla objasnéna, ale zfejmé jsou tvofeny specifickym poctem molekul, protoze
zvySeni koncentrace iturinu nezvétSuje pramér poru (Aranda et al. 2005). Porotvorna aktivita
iturinu je také ovlivilovana ptitomnosti cholesterolu v membrané, ale na rozdil od
membranové aktivity surfaktinu, kterou cholesterol zna¢né oslabuje, je jim podporovana.
Vodivost a délka trvani otevieného stavu kanala se s pfidavkem cholesterolu znateln€ zvySuje

(Maget-Dana et al. 1985).

31



4.4 Biologické aktivity lipopeptidii produkovanych Bacillus subtilis

Lipopeptidy produkované Bacillus subtilis vykazuji zajimavé biologické aktivity
vyuzitelné v zeméd€lstvi, primyslu 1 mediciné. Podrobné¢jsi analyzy ukazuji, ze surfaktin
krom¢& povrchové aktivity vykazuje antibakterialni (Vollenbroich et al. 1997a; Beven a
Wroblewski 1997; Tabbene et al. 2009), protivirovou (Vollenbroich et al. 1997b),
antifungalni (Vitullo et al. 2012), imunosupresivni, imunomodula¢ni (Kim et al. 1998; Park a
Kim 2009) a protirakovinnou aktivitu (Kameda et al. 1974; Cao et al. 2009), inhibuje tvorbu
krevnich srazenin (Kim et al. 2006). Byla zaznamenana i aktivita proti vyvojovym stadiim
komart (Geetha et al. 2010). Naproti tomu u fengycinu a iturinu byl prokazan pouze silny
antifungalni uc¢inek (Romero et al. 2007). V izolatech z produk¢nich kment B. subtilis se
vétsinou nachazeji dvé nebo vSechny tfi rodiny lipopeptidi a lipopeptidy se navzajem
ovliviiuji co do fyzikalnich vlastnosti i do biologickych tucinkd. Bylo zaznamenéano
synergistické ptisobeni surfaktinu s antifungalnimi t¢inky iturinu (Maget-Dana et al. 1992).

Krom¢ toho ovSem vSechny tii rodiny lipopeptidi vykazuji rizné¢ silnou hemolytickou
aktivitu (Dufour et al. 2005; Aranda et al. 2005; Deleu et al. 2008), ktera ¢astecné omezuje
jejich potencialni pouziti v huménni medicing. Nicméné koncentrace surfaktinu a fengycinu
potiebné pro manifestaci antimikrobialnich ucink jsou niz$i (maximalné desitky pmol/l) nez
koncentrace hemolyticka, ktera se lisi podle isoformy. U surfaktinu se hemolyticka
koncentrace udava az ve stovkach pmol/l, u nékterych variant byly ovSem za urcitych
podminek zaznamenany i podstatné niz8i hodnoty (Dufour et al. 2005; Kracht et al. 1999).
Hemolyticka aktivita fengycinu je slabsi nez v ptipad¢ surfaktinu — Hodnota se udava az
v fadech nékolika mmol/l (Vanittanakom et al. 1986). Ani silna hemolyticka aktivita iturinu
nebrani pfipadnému zevnimu uzivani.

Vsechny biologické aktivity lipopeptida B. subtilis pfimo souviseji se schopnosti téchto
latek interagovat s lipidickymi membranami, zvySovat jejich permeabilitu a destabilizovat je,
nebo se schopnosti vyvazovat jedno- a dvojmocné kationty nezbytné pro funkci nékterych
enzymu. Studium vlivu struktury a mechanizmu U¢inku na molekuldrni Grovni mize navic
pfinést rizné derivaty téchto latek se snizenou hemolytickou aktivitou (Dufour et al. 2005).

V zemédélstvi je mozné lipopeptidy nebo piimo produkéni kmeny B. subtilis vyuzivat
k ochran¢ plodin proti patogennim mikroorganizmiim, a omezit tak pouzivani méné Setrnych
chemickych ptipravkii (Ongena a Jacques 2008). Dalsi moznosti se oteviraji vyuzitim
lipopeptidd jako Setrnych surfaktanth pfi likvidaci environmentalniho znecisténi té¢Zkymi kovy

nebo ropnymi latkami (Mulligan 2009).
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5. Zaveér

Bacillus subtilis produkuje tfi rodiny povrchové aktivnich lipopeptidu s antimikrobialnimi
ucinky. Biologické ucinky téchto latek s povrchovou aktivitou velmi uzce souvisi. VSechny tfi
rodiny lipopeptidi svlij uc¢inek manifestuji v cytoplazmatické membrané cilovych bunék,
kterou destabilizuji a permeabilizuji. Pfesny mechanizmus permeabilizace a faktory, které
tuto aktivitu ovliviiuji, se mezi rodinami 1i§i a podle nich se li§i i spektrum aktivit
jednotlivych lipopeptida.

Lipopeptidy produkované B. subtilis maji, diky svym biologickym aktivitam s komplexnim
mechanizmem ucinku, velky potencial pro vyuziti v mediciné jako antibiotika nové generace.
Vyvoj rezistenci proti latkdm narusSujicim integritu cytoplazmatické membrany je slozitéjsi
oproti klasickym antibiotikim, protoZze vyzaduje kompletni piestavbu membrany. Jejich
skute¢nému vyuziti ale jeSt¢ musi predchazet nejen intenzivni vyzkum, ale i optimalizace
vyrobnich procest a snizeni vyrobnich nékladii na Gnosnou miru. Mnoho studii se zabyva
aplikaci, fyzikdlnimi vlastnostmi a interakcemi lipopeptidi s jednoduchymi modelovymi
membranami, ale interakcim s komplexnimi membranami in vivo je vénovano velmi malo
pozornosti, piestoze jsou z hlediska medicinského uplatnéni zasadni. Je nutné detailngji
prostudovat mechanizmus ucinku in vivo na molekularni Grovni, aby bylo mozné piede;jit
ptipadnym nezadoucim uinkiim. V neposledni fad¢ je nezbytné popsat mozné mechanizmy
rezistence. Dobrym modelem pro tento vyzkum jsou producenti danych latek, jejichz

membrany jsou k U€inku produkovanych latek necitlive.
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