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Abstrakt

Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou kratké aminokyselinové sekvence, které jsou syntetizovany
riznymi organismy jako obrana proti bakteriim. AMP lze rozdélit na dvé skupiny na zakladé jejich
antibakteridlniho mechanismu — AMP rozrusujici bakterialni membranu a AMP s intracelularnim cilem.
Také samotné bakterie mohou produkovat AMP, které vyuzivaji v konkuren¢nim boji proti ostatnim
bakteriim ve stejné ekologické nice.

Jednim ztakovych peptidi je sublancin, ktery je sekretovan pudni bakterii Bacillus subtilis.
Sublancin pasobi baktericidné proti Gram-pozitivnim bakteriim, nicmén¢€ mechanismus jeho uc¢inku neni
dosud znam. Z dostupné literatury je ziejmé, Ze sublancin ma intracelularni cil a spekuluje se o jeho
mozném negativnim pusobeni na replikaci DNA.

Tato bakalafska prace na tivod stru¢né popisuje replikaci DNA a poté shrnuje soucasné znalosti o
AMP cilicich na membranu i AMP s intracelularnim cilem. Vétsi pozornost je potom vénovana AMP, které
naru$uji syntézu nukleové kyseliny, coz je cil pisobeni navrzeny pro sublancin. Zavere¢na Cast prace se
veénuje sublancinu ve vétsim detailu a popisuje jeho expresi, strukturu a mozny mechanismus piisobeni.

Kliéova slova: antimikrobialni peptid, mezidruhova kompetice, sublancin, Bacillus subtilis, replikace DNA

Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) are short amino acid sequences synthesized by a spectrum of
organisms as a defence mechanism against bacteria. AMPs are divided into two groups based on their
mechanisms of action — membrane disruptive AMPs and AMPs with an intracellular target. Bacteria
themselves can also produce these toxins that help them compete with other strains within the same
ecological niche.

One such a peptide is sublancin — an AMP secreted by the soil bacterium Bacillus subtilis. Sublancin
is bactericidal against Gram-positive bacteria. Although the exact mechanism of action of sublancin against
bacteria is not yet well understood, it is known to target intracellular processes. It was proposed that
sublancin could have a negative impact on DNA replication.

This bachelor thesis first provides a brief description of DNA replication and then summarizes
current knowledge about AMPs that target membrane and AMPs with intracellular targets. Detailed
attention is then focused on AMPs that affect nucleic acid synthesis, a mechanism also proposed for
sublancin. The final part of this work describes sublancin — its expression, structure, and possible
mechanism(s) of action.

Key words: antimicrobial peptide, interspecies competition, sublancin, Bacillus subtilis, DNA replication
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1. Uvod

Bakterie jsou pro zivot na Zemi zasadné dilezité. Bakterialni spoleCenstva jsou tvofena riznymi
druhy, kter¢ interaguji jak navzajem, tak i s jinymi mikro — ¢i makroorganismy. Vzajemné vztahy pokryvaji
tfadu interakci — od mutualismu po antagonismus. Z téchto diivodi si bakterie i vyss§i organismy vyvinuly
celou Skalu strategii a mechanismd, kterymi se vymezuji proti bakterialnim konkurentim. Jednim takovym
mechanismem je produkce a sekrece antimikrobialnich peptidii (AMP). AMP jsou kratké aminokyselinové
sekvence (pfiblizné 8 az 50 aminokyselin) s bakteriostatickym (inhibuji riist nepftitele) ¢i baktericidnim
(usmrcuji nepfitele) t€inkem. Toho dosahuji riznymi zplisoby — od naruseni cytoplazmatické membrany
bakterii az po ovlivnéni syntézy makromolekul (DNA, RNA, proteiny, bunécna sténa).

Jednim z baktericidnich AMP je sublancin, peptid dlouhy 37 aminokyselin, produkovany ptdni
sporulujici Gram-pozitivni bakterii Bacillus subtilis. Sublancin pisobi proti Gram-pozitivnim bakteriim a
cili na mechanismy uvnitt buiiky — syntézu DNA, RNA a proteinti (Oman et al., 2011; Paik et al., 1998; C.
Wu et al., 2019), ptfic¢emz nejvyraznéji ovliviiuyje replikaci DNA. Pfesny mechanismus ptisobeni sublancinu
a jeho cil v buiice nejsou dosud znamy.

Experimentaln¢ jsem zacala pracovat na rozlusténi mechanismu piisobeni sublancinu (horizont
budouci diplomové prace) a tato bakalaiska prace poskytuje nezbytny teoreticky zaklad. Mapuje literaturu
a shrnuje zakladni informace o AMP a o mechanismech jejich plisobeni. Kratce jsou zminény druhy
interakci lytickych AMP s bakteridlni membranou. Dale text popisuje nekolik konkrétnich piipadd AMP
s intracelularnim cilem, pfedev§im AMP inhibujici jednotlivé faze centralniho dogmatu. Specialni
pozornost je vénovana AMP ovliviiujicim syntézu nukleovych kyselin. Z toho divodu je také na pocatku
této prace popsana replikace DNA u bakterii, aby byly uvedeny pojmy, které budou dale pouzivany
v souvislosti s konkrétnimi AMP. Posledni kapitola této bakalaiské prace se vénuje podrobné sublancinu:
shrnuje aktudlni informace o jeho expresi, struktufe, modifikacich a moznych mechanismech puisobeni na
cilovou bakterialni buiiku.

Stylistick4d poznamka: v textu je pouzivana zkratka AMP. V nékterych ptipadech, kde by nemélo
dojit k omylu a z textu by mélo byt ziejmé, jaka molekula je popisovana, je uzivano jako synonymum slovo

peptid.



2. Bakterialni replikace

Replikace DNA je fundamentalni proces pro zachovani a prenos genetické informace ve vSech
zivych organismech. Je to zasadni krok v ramci bunééného zivota a rozhodujici faktor predchazejici déleni
burnky.

V bakterialni bunce je replikace DNA pevné spjata s bunéénym cyklem. Bakterialni geneticka
informace musi byt za tento cyklus replikovana pouze jednou. V ptipad¢, Ze jsou doba replikace (C) a doba
rustu (D) dohromady delsi nez ¢as zdvojeni u bakterie (7), musi replikace zapocit jesté pred dokoncenim
déleni. Faze C a D se piekryvaji a iniciace replikace probiha v predchozi generaci. V piipadé rychlého ristu
existuji tedy v bakterialni bunce vice nez dvé replika¢ni vidlicky (Cooper & Helmstetter, 1968). Proces

replikace je peclivé regulovan, a to ptedevsim pfi iniciaci replikace.

2.1 Iniciace

Bakterialni replikace, na rozdil od replikace eukaryotické, je iniciovana pouze na jednom misté v
bakterialnim chromozomu, a to ze specialni sekvence — oriC (origin of replication). Replikace je iniciovana
vazbou proteinu DnaA do nékolika DnaA boxti — 9 part bazi (base pair, bp) dlouhych sekvenci v misté
oriC, které jsou timto proteinem rozpoznavany (Fuller et al., 1984; Fuller & Kornberg, 1983). Jako piiklad
1ze uvést konsensus sekvence DnaA boxl u Escherichia coli - S>’TTATCCAC3‘. Tato sekvence je navic
konzervovana mezi Gram-negativnimi i Gram-pozitivnimi bakteriemi (Obr. 1A). Také DnaA proteiny jsou
konzervovany napti¢ bakteriemi a vykazuji pouze mirné strukturni odliSnosti mezi jednotlivymi druhy
(Fujita et al., 1989, 1990; Fuller et al., 1984; Ogasawara, Moriya, & Yoshikawa, 1985; Ogasawara, Moriya,
von Meyenburg, et al., 1985; Schaefer & Messer, 1991; shrnuto v Wolanski et al., 2015).

Snimek vazby proteinu DnaA do mista oriC potizeny Funnell et al., 1987 je jednou z prvnich
vizualizaci replikace DNA pod elektronovym mikroskopem (EM) (Obr. 1B).
vibec zah4jeni replikace je dale tieba negativnich nadobratek tvorenych enzymem gyrazou v DNA (Fuller
& Kornberg, 1983; Funnell et al., 1986; van der Ende et al., 1985).

V blizkosti DnaA boxl se nachazi oblast bohatd na adenosin a thymin, slozena z tfikrat se
opakujicich 13 bp sekvenci (4-T rich DNA-unwiding element, DUE). Po vazbé DnaA-ATP do DnaA boxi
se v oblastech DUE rozpléta dvousroubovice. Tim se vytvoii jednotetézcova vlakna DNA a vznika otevieny
komplex (Bramhill & Kornberg, 1988; Sekimizu et al., 1987; Yung & Kornberg, 1989).

Na uvolnéna jednofetézcova vlakna se vazou proteiny SSB (single-strand binding), které vlakna

stabilizuji. Rozvolnéna DNA je rozpoznana proteinem DnaC (helicase loader), ktery je pfitomen v



komplexu s DnaB (helicase). Hexamer DnaB naseda na jednofetézcova vlakna za pomoci DnaC a spotieby
ATP — vznika preprimovaci komplex (prepriming complex).

Nasledné helikaza (DnaB) vytvoii replikacni vidlicku a rozplete dvoutetézcové vldkno. Tim je
zptistupnén samostatny fetézec DNA pro DNA polymerazu (Funnell et al., 1987; Kobori & Kornberg,
1982; LeBowitz & McMacken, 1986). Déle se ke komplexu poji DnaG (primase), coz zpusobi disociaci
DnaC a vznik primovaciho komplexu (priming complex). Primaza tvoifi na jednofetézcovych vldknech
kratké RNA primery, které dale vyuzivda DNA polymeraza k elongaci vlakna (Bramhill & Kornberg, 1988;
Makowska-Grzyska & Kaguni, 2010; van der Ende et al., 1985).

Iniciace replikace je kromé pozitivni regulace pfitomnosti DnaA proteinu také negativné
regulovana proteinem SeqA. V bakteridlnim chromozomu jsou mista GATC methylovana Dam
methyldzou. Pfi syntéze nového vladkna DNA, dle vlakna starého, tedy vznikd hemi-methylovana
dvousroubovice DNA s methylovanym parentalnim a nemethylovanym dcefinym vlaknem. Tyto mista se
nachazi hojné v oblasti oriC a ma k nim vysokou afinitu protein SeqA. Protein SeqA blokuje vazbu DnaA-
ATP do oriC a tim opétovnou iniciaci replikace, zaroven se vaze i do mist promotoru genu dnad, leziciho
blizko oriC. Tim blokuje i nadprodukci proteinu DnaA (Campbell & Kleckner, 1990; shrmuto v Lebner-
Olesen et al., 2005; Lu, 1994; Russell & Zinder, 1987).

A B

Organismus Sekvence DnaA boxu e g
Escherichia coli TTATCCACA ‘ e
Bacillus subtilis TTATCCACA HR

Vibrio cholerae TTATCCACA

Pseudomonas putida TTATCCACA ‘
Caulobacter crescentus TGATCCACA %

Helicobacter pylori TCATTCACA

Mycobacterium tuberculosis TTGTCCACA —_— ey
Streptomyces coelicolor TTGTCCACA " ~
Micrococcus luteus TTGTCCACA

Obrazek 1: Vazba proteinu DnaA do DnaA boxii na oriC

(A) Sekvence vysokoafinitnich DnaA boxi u vybranych bakterii (Fujita et al., 1990; upraveno z Wolanski et al.,
2015). (B) Snimek proteinu DnaA vazajici se na inicia¢ni sekvenci oriC z EM. K negativnimu barveni preparati na
sitkach pro EM byly pouzity 4 kapky 1% uranyl acetatu ve vod¢. Métitko je 50 nm (Funnell ef al., 1987)

2.2 Elongace
Replikace nukleové kyseliny probiha souc¢asné na obou rozvolnénych vldknech a obéma sméry od

oriC — vznikaji dvé replikacni vidlicky (Bird et al., 1972). Replikace je tedy semi-konzervativni — dle



parentalniho vlakna je pfepisovano vlakno nové, komplementarni, a tyto dvé vlakna jsou poté spojeny do
dvousroubovice (Meselson & Stahl, 1958).

Enzym schopny elongace nove vznikajiciho DNA vlakna se nazyva DNA polymeraza (DNA pol).
Hlavni replikacni polymeraza zodpovédna za syntézu obou vldken je u bakterii DNA polymeraza IIL
Holoenzym DNA pol III se sklada z nékolika podjednotek: a, €,0,B,T,v, 8,8, x ay (Obr. 2) (Maki et al.,
1988; McHenry & Kornberg, 1977). DNA pol 111 je schopna syntetizovat nové vlakno DNA pouze ve sméru
od 5’ konce DNA ke 3’ konci DNA. Timto zptisobem probihd kontinudlni syntéza vedouciho fetézce
(leading strand, 5’ 3’) a diskontinualni syntéza opozdéného fetézce (lagging strand, 3°> 5’). Na
opozdéném fetézci vznikd nové vldkno pomoci DNA pol III nejprve v kratkych tzv. Okazakiho
fragmentech, které vznikaji prodlouzenim RNA primeri (Okazaki ef al., 1968).

Replikativni a-podjednotka polymerazy III (Pol Illa) zajistuje pfipojovani nukleotidii do nove
vznikajiciho vlakna. Vyskytuje se ve vice formach, dvé nejcastéjsi jsou PolC a DnaE. U B. subtilis jsou k
replikaci potiebné obé tyto polymerazy. PolC zajistuje primarné syntézu vedouciho vlakna, k syntéze
opozdéného vlakna je tieba DnaE, PolC a primaza (DnaG). DnaE vyuziva RNA primert, ke kterym pfidava
kratky fetézec DNA. Dale pak syntézu opozd’ujiciho se fetézce provadi PolC. Tomu nasvédcuji dva faktory
— DnaE se od PolC li8i tim, Ze sama nevykazuje 3> 5’ exonukleazovou aktivitu — opravna aktivita
polymerazy, diky které mlize zp€tné odbouravat Spatné zatazené nukleotidy z 3’ konce. Syntéza touto
polymerdzou tedy vede k zvySené chybovosti. Déle je DnaE velmi pomalou polymerazou, je schopna in
vitro ptidavat 75 bazi/s, pticemz rychlost holoenzymu DNA Pol III je ptiblizn¢ 500 bazi/s (Dervyn et al.,
2001; Hammond ef al., 1991; Low et al., 1976; Maki et al., 1985; O’Donnell & Kornberg, 1985; Sanders
etal.,2010).

Dalsi podjednotkou DNA Pol 11T je podjednotka € s 3’ 5’exonukleazovou aktivitou. Spole¢né s
podjednotkou O, ktera stabilizuje €, tvofi podjednotky aeb jadro (core) Pol III (Maki et al., 1988;
Scheuermann et al., 1983; Taft-Benz & Schaaper, 2004).

Tteti dulezitou podjednotkou DNA Pol III je B-svorka (f-clamp), ktera je po dokonceni syntézy
primerQ vazana na rozhrani primeru a templatu DNA prostiednictvim pomocnych proteinil (clamp loader
complex, CLC). Pol Illa a € podjednotky vazou B-svorku a tvofi elonga¢ni komplex. Svorkové proteiny
zajistuji vysokou procesivitu DNA pol a zabranuji disociaci polymerazy z templatu (Jergic et al., 2013;
Stukenberg et al., 1991; shruto v Xu & Dixon, 2018). [-podjednotka déle stimuluje hydrolyzu ATP v
komplexu s DnaA, inaktivuje DnaA a tim jasné odd¢€luje iniciaci replikace od elongace (Katayama et al.,
1998).

CLC je komplex slozeny z n¢kolika podjednotek: T, §, 8',, a P, které slouZi pfedev§im k nasazeni
podjednotky B na templat za spotteby ATP a celkové stabilizaci komplexu. Podjednotka y je zkracenou

verzi podjednotky t. Oba proteiny jsou kédovany genem dnaX. Podjednotka y ale postrada C-terminalni



doménu, diky které podjednotka t funkéné zajistuje propojeni holoenzymu Pol III a helikazy DnaB. Toto
propojeni je dal§im faktorem zajist'ujicim vysokou procesivitu polymerazy (Kim et al., 1996; shrnuto v Xu
& Dixon, 2018).

Bakterialnich DNA polymeraz je ale popsano nékolik o fadé rozlisnych funkei. Prvni objevenou
polymerazou byla DNA polymeraza I, ktera napomaha maturaci Okazakiho fragmentd. DNA pol I ma
kromé 5°—>3’polymerazové a 3°> 5 opravné aktivity také 5°=> 3’ exonukleazovou aktivitu, diky které muze
odstraniovat RNA primer a zdroven na jeho misto syntetizovat chybéjici vlakno DNA (Lehman et al., 1958;
shrnuto v J. S. Lewis et al., 2016). DNA ligdza nasledné spoji jednotlivé Okazakiho fragmenty do
kontinualniho vlakna (shrnuto v J. S. Lewis et al., 2016).

Dalsi popsanou DNA polymerazou je DNA polymeraza II. Tento enzym je soucasti odpovedi SOS
bakterii a ucastni se opravnych procestt DNA — napftiklad po poskozeni UV zafenim nebo oxidaci (Bonner
et al., 1990; Escarceller et al., 1994; Masker et al., 1973). Soucasti odpovedi SOS jsou dale také DNA
polymerdzy IV a V. Tyto polymerazy jsou specialnimi transléznimi polymerazami, které nahrazuji hlavni
replikacni polymerazu zastavenou v misté poskozeni DNA. Takova syntéza DNA je nepfesna a Casto vede

k chybam (Tang et al., 1999; Wagner ef al., 1999).

Leading Pol lll core

strand

Clamp loader
complex (CLC)

Obrazek 2: Replizom E. coli

Grafické znazornéni probihajici replikace u E. coli. Znazornéni podjednotek holoenzymu DNA polymerazy III, SSB
proteind, helikdzy DnaB a primazy DnaG. Syntéza DNA probiha dle parentalniho vlakna kontinualné na vedoucim
vlakné a diskontinualné na vlakné opozdéném pomoci RNA primeri (pfevzato z Xu & Dixon, 2018).

2.3 Terminace
Vzhledem k tomu, Ze replikace probiha z jednoho mista na cirkularnim chromozomu obéma sméry,

1ze pfedpokladat, Ze by se oba replizomy mély setkat zhruba na opacné strané chromozomu od oriC (Bird



et al., 1972). Tomuto setkani pfedchazi specialni terminaéni sekvence (7er), které zastavuji replikacni
vidlicky a ukoncuji tak replikaci. Ter mista jsou 23 bp dlouhé polarni sekvence, které brzdi replizomy pouze
z jednoho, nebo druhého sméru (de Massy et al., 1987; Hill et al., 1987; Louarn et al., 1977).

U E. coli je takovych mist 10 — Terd, TerB, TerC, TerD, TerE, TerF, TerG, TerH, Terl, TerJ (Obr.
3), pficemz sekvence TerA-TerC je pro zastaveni replikace nejvice pouzivana. Mnozstvi terminélnich
sekvenci zmensuje pravdépodobnost, Ze by se replikace neukoncila, nebo Ze by se protichiidné replikacni
vidlicky srazily (Coskun-Ari & Hill, 1997).

Na sekvence Ter se vaze DNA-vazebny protein, ktery je zodpovédny za zastaveni replizomu. Pro
E. coli se tento protein nazyva Tus (termination utilization substance). U B. subtilis se do sekvenci Ter vaze
protein RTP (replication termination protein). RTP a Tus jsou strukturné i sekvencné velmi odlisné
proteiny; kazdy vaze své sekvence Ter odliSnym zplsobem. RTP je dimer, vazajici se do sekvence Ter
slozené ze dvou invertovanych repetic. Oproti tomu protein Tus se vaze jako monomer (Lewis et al., 1990;
shrnuto v Neylon ez al., 2005).

Gen pro Tus se nachazi pobliz sekvence TerB (Hill et al., 1988, 1989). Pti vazb¢ Tus do TerB nemiize
byt zahajena transkripce genu fus a protein Tus tak autoreguluje svoji expresi (Roecklein & Kuempel,
1992).

Po interakci helikazy DnaB s komplexem Tus-7Ter dochazi k disociaci DnaB. DNA pol III dokonci
syntézu vedouciho vldkna a posledniho Okazakiho fragmentu na opozdéném vlédkné. Nasleduje disociace

DNA pol III a replikace je ukoncena (shrnuto v Neylon et al., 2005).
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Obrazek 3: Pozice sekvenci Ter a genu tus na chromozomu E. coli

Pro oba sméry, kterymi se pohybuji replikacni vidlicky, je u E. coli pfitomno pét terminacnich sekvenci. Ter sekvence
zabezpecuji spravné ukonceni replikace DNA. Gen pro protein Tus (oznacen Sed¢€), vazajici Ter sekvence, se nachazi
v blizkosti sekvence TerB (pievzato z Neylon et al., 2005).



3. Antimikrobialni peptidy

AMP jsou kratké polypeptidy produkované jako obrana proti mikrobialni invazi mnozstvim
organisml — od savci, pfes rostliny a houby az po samotné bakterie. Mohou slouzit jako prostiedky
konkuren¢niho boje.

Existuje mnoho typt AMP s odliSnou aminokyselinovou sekvenci a rozdilnym mechanismem
ucinku. Jejich zakladni strukturni charakteristiky jsou ale vétSinou velmi podobné (shrnuto v R. E. Hancock,
2001). Kromé antimikrobidlniho u¢inku mohou mit AMP také uc¢inek antiviralni ¢i antirakovinovy. Déle
mohou zamezovat tvorbé biofilmu (shrnuto v Haney ef al., 2017) ¢i vykazovat imunomodulacni efekt. Z
lidskych bunék je produkuji naptiklad mastocyty, makrofagy nebo neutrofily (Di Nardo ef al., 2003; shrnuto
v Leetal,2017).

3.1 Struktura antimikrobialnich peptidu

AMP jsou polypeptidové sekvence o malé molekularni hmotnosti slozené z 8 az 50 aminokyselin.
Vétsinou jsou syntetizované jako neaktivni pro-peptid, ktery se méni na aktivni AMP pomoci
proteolytického Stépeni (shrnuto v Haney et al., 2017 a Le et al., 2017). VétSina AMP je pozitivné nabitych,
nesou polarni aminokyselinové zbytky jako arginin ¢i lysin. Dal$im faktorem, formujicim sekundarni
strukturu téchto peptidd, je také vysoky obsah hydrofobnich aminokyselin, potazmo tedy jejich amfipaticky
charakter. Polarni pozitivné nabité aminokyseliny se nachazi na jedné stran¢ molekuly, hydrofobni skupiny
na stran¢ druhé. Tyto charakteristiky AMP umoziiuji elektrostatické interakce s bakterialni membranou bez
pritomnosti receptoru na membrang, zalozené pouze na pozitivnim naboji peptidu a negativnim naboji na
povrchu bakterie (shrnuto v Haney et al., 2017; Le et al., 2017 a Lee et al., 2015).

Sekundarni struktura AMP zavisi na jejich aminokyselinové sekvenci. Dle sekundarni struktury
jsou rozeznavany ¢tyii hlavni skupiny: (i) AMP s a-helikalni strukturou (tuto strukturu zaujimaji predev§im
po kontaktu s membranou); (ii) AMP se strukturou B-skladaného listu (tyto struktury jsou casto
stabilizované disulfidickymi mistky); (iii) AMP se smyckovou (Joop) strukturou; (iv) AMP s prodlouzenou
(extended) strukturou (nezaujimaji obvyklé sekundarni struktury pomoci interakci mezi postrannimi fetézci
vlastnich aminokyselin) (shrnuto v Boman, 1995; R. E. Hancock, 2001; Haney et al., 2017; T.-H. Lee et
al., 2015 a Powers & Hancock, 2003).

3.2 Mechanismus funkce antibakterialnich peptidu

Studium mechanismu AMP a jejich baktericidnich schopnosti bylo dfive zaméfeno prevazné na
interakce AMP s membranou. Mnoho AMP dokaze v bakterialni membrané tvofit pory, nebo zpusobit jeji
dezintegraci, vedouci k naruseni membranového potencialu, vytékani bunééného obsahu a tim ke smrti

bunky. Bylo ale zjisténo, Ze rozruSeni bakterialni membrany neni jedinym mechanismem ptisobeni AMP.



Dle Wu et al., 1999 neni u riznych AMP absolutni spojitost mezi schopnosti permeabilizovat
cytoplazmatickou membranu bakterie a jejich antimikrobidlni aktivitou. Nékteré peptidy zptsobuji alespoii
casteCné naruSeni membrany i v daleko nizSich koncentracich nez jsou jejich minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) — jednd se napiiklad o gramicidin S. Né&které peptidy naopak nejsou schopny
depolarizovat membranu v jejich MIC, naptiklad baktenecin.

Z téchto zjisténi je ziejmé, Ze dezintegrace a depolarizace bakteridlni membrany nejsou vyluénymi
mechanismy ptsobeni AMP. Nékteré AMP tedy musi vstupovat do buniky mechanismy nenaruSujicimi

membranu. Jejich cil se pak nachazi v cytoplazmé.

3.3 Interakce s bakterialni membranou

Nehledé na to, jaky je mechanismus funkce AMP a jaky je v bakterialni buiice jeho cil, musi se peptid
dostat ptes bakterialni membrany.

V pripadé¢ Gram-negativnich bakterii musi AMP ptekonat vnitini i vné€j$i membranu. Pro
prekonavani téchto bunécnych bariér slouzi peptidu ptredevSim jeho amfipaticky charakter. Pomoci
elektrostatickych interakci je polarni pozitivné€ nabitd ¢ast peptidu pfitahovana k fosfatovym skupindm
lipopolysacharidim (LPS) ukotvenym ve vné&jS$i membran€. ProtoZe je afinita peptidu veétsi nez afinita
b&zng pitomnych kationtl jako jsou Mg?* nebo Ca*, AMP nahrazuji tyto ionty. To vné&j$i membranu
narusi, coz umozni prichod AMP touto membranou az k membrané cytoplazmatické (shrnuto v R. E. W.
Hancock & Chapple, 1999).

U Gram-pozitivnich bakterii se vyskytuje silna bunécna sténa. Primarni komponentou této stény je
peptidoglykan, ktery zodpovida za jeji pevnost. Peptidoglykan je komplexni polymer, skladajici se ze
zesitovanych monomerQ disacharidi N-acetylglukosaminu (GlcNAc) a N-acetylmuramové kyseliny
(MurNAc), na kterou je pripojeny pentapeptid. Jednotky peptidoglykanu jsou propojeny podélné pomoci
B-1,4-glykosidické vazby mezi cukry a pficn€¢ pomoci vazby mezi termindlnim D-alaninem a tfeti
aminokyselinou na druhém monomeru. K peptidoglykanu jsou kovalentné vazany sténové teichoové
kyseliny, dale jsou také ptitomny lipoteichoové kyseliny, ty jsou vazany do cytoplazmatické membrany
(shrnuto v Rohde, 2019). Bunécné sténa Gram-pozitivnich bakterii je rovnéz misto, kde probihaji riizné
metabolické dé&je. Obsahuje proto fadu enzymu, které k peptidoglykanu vazi enzymy sortadzy (shrnuto v
Bhat et al., 2021).

AMP jsou pak ptitahovany zapornym nabojem teichoovych kyselin. Vazba AMP na lipoteichoovou
kyselinu nesouvisi se schopnosti peptidu bakterii zabit. Toto zji§téni podporuje tvrzeni, Ze se jedna pouze
o mechanismus, ktery napomaha AMP se dostat k cytoplazmatické membrané (Scott et al., 1999).

Dalsim faktorem je interakce AMP s cytoplazmatickou membranou. Dle této interakce lze rozd¢lit

mechanismus funkce AMP do dvou skupin. Pokud peptid touto interakci cytoplazmatickou membranu



narusi, patii do tzv. AMP rozruSujicich membranu (membrane disruptive AMP). Pokud se peptid pouze
dostava pfes membranu do cytoplazmy, cil jeho zasahu je jiny nez samotnd membrana a jednd se o tzv.

AMP membranu nerozrusujici (membrane non-disruptive AMP) (shrnuto v Powers & Hancock, 2003).

3.4 Antimikrobialni peptidy rozrusujici bakterialni membranu

Pii malém poméru AMP vuci lipidim cytoplazmatické membrany jsou peptidy na membrané
umistény paralelné k ni (Obr. 4-6). AZ pii zvySujicim se mnozstvi peptidl se peptidy mohou orientovat k
membrané kolmo, vnikat do ni a tvofit pory. Pro zménu orientace peptidu a nasledné naruseni membrany
musi tedy byt piekroCen urCity koncentracni préh peptidi, ktery se li§i pro jednotlivé AMP i lipidy
membrany a je zavisly na teploté a hydrataci prostfedi (Yang ef al., 2001). Jsou popisovany tfi rozlisné
mechanismy AMP pro tvorbu pért v membraneg.

Prvni mechanismus tvorby pérti v membrané popisuje tzv. barrel-stave model. AMP se dostavaji
do membrany, jejich hydrofobni oblasti interaguji s hydrofobnim centrem (core) lipidické dvojvrstvy a
jejich hydrofilni oblasti tvoii lumen poru. Uspotadani peptida viici lipidim je paralelni (Obr. 4). Jednim z
AMP tvoricich péry dle barrel-stave modelu je alamethicin — cyklicky peptid produkovany plisni
Trichoderma viridae (Baumann & Mueller, 1974; shrnuto v Hale & Hancock, 2007; He et al., 1996; Meyer

T B

Obrazek 4: Barel-stave model
Hydrofilni ¢asti peptidu jsou ukdzany Cervené, tvoii lumen poru. Hydrofobni Casti peptidu, zndzornény modie,
interaguji s hydrofobni ¢asti lipidické dvojvrstvy (pievzato z Brogden, 2005).



Oproti tomu druhy mechanismus, tzv. toroidal pore model, popisuje situaci, kdy se lipidy
v ptitomnosti AMP tvoficich por ohybaji tak, Ze polarni hlavy lipidli interaguji s polarnimi oblastmi
peptidu. Ve vnitfnim vodnim prostfedi poru se tedy nachazi jak peptidy, tak polarni hlavy lipidd.
Hydrofobni ¢asti peptidi jsou orientovany smérem do membrany (Obr. 5). AMP, tvofici pory tohoto druhu,
je magainin. Jedna se o 23 aminokyselin dlouhy peptid izolovany z kiize drapatky vodni (Xenopus laevis)

(Ludtke et al., 1996; Matsuzaki et al., 1996; Yamaguchi et al., 2002; Zasloff, 1987).

Obrazek 5: Toroidal pore model
Soucasti lumen péru jsou polarni hlavy lipida a hydrofilni ¢asti peptidi (znazornény cerven¢). Hydrofilni ¢asti peptidu
(znazornény modre) interaguji s hydrofilni ¢asti lipidické dvojvrstvy (pfevzato z Brogden, 2005).

Podle tretiho mechanismu, tzv. carpet model, nejsou peptidy orientovany kolmo k membrané a
nevstupuji do ni, naopak jsou elektrostatickymi interakcemi ptitahovany k jejimu povrchu paralelné. Pti
kritickém mnozstvi AMP na membrané je rozruSen membranovy potencial a tim dochézi ke kolapsu
membrany a tvorb€ micel (Obr. 6) (shrnuto v Shai, 1999). Zastupcem takovych AMP muze byt napiiklad
cecropin P1, 31 aminokyselin dlouhy peptid izolovany z prasecich stfev, aktivni proti Gram-negativnim

bakteriim (Gazit et al., 1995;J. Y. Lee et al., 1989).
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Obrazek 6: Carpet model
Peptidy agreguji na povrchu membrany, nasledné membranu naru$uji a dochéazi k tvorbé micel. Hydrofilni casti
peptidu zndzornény Cervene, hydrofobni modie (pfevzato z Brogden, 2005).

3.5 Antimikrobialni peptidy s intracelularnim cilem nerozruSujici
membranu

Existuje mnoho AMP, které se ptes bakterialni membranu dostavaji do bunky, aniz by ji narusily.
V bunce pak interaguji se svou cilovou molekulou/cilovym procesem. Takovych cild, které mohou AMP
inhibovat, je mnoho; od biosyntézy bunétné stény nebo bunécného d¢leni, pfes rizné metabolismy,
biosyntézu a skladani proteind, az po samotnou syntézu nukleovych kyselin.

Konkrétni AMP navic nemusi mit cil pouze jeden a mize interagovat s celou fadou buné¢nych
procest. Pokud je tedy plisobeni AMP vnitrobunééné, jejich translokace pfes membranu sama o sobé
nevyvolava bunéénou smrt. Vstupuji do bunky rtizné, mohou vyuzit bakteridlnich membranovych kanalt

¢i transportnich systému. Nasleduji vybrané ptiklady téchto AMP.

3.5.1 AMP interferujici se syntézou DNA

Buforin I je AMP dlouhy 39 aminokyselin, izolovan z ropuchy ¢inské (Bufo bufo gargarizans).
Z 39 aminokyselin tohoto peptidu 37 odpovida N-koncové ¢asti H2A histonu Xenopus. Buforin I je tedy
tzv. AMP odvozenym z histonu (Aistone-derived antimicrobial peptide).

Pfirozené AMP je mozné modifikovat. Piikladem je pravé buforin I, na jehoz ptidorysu byl uméle
pfipraven 21 aminokyselin dlouhy buforin II, ktery ma silnéjsi antimikrobidlni aktivitu. Buforiny jsou

aktivni proti Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim (Park et al., 1996).
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V hydrofobnim prostfedi buforin zaujima amfipatickou helikalni strukturu. Jeho C- i N-konce tvoii
helixy, mezi nimi se nachazi a propojuje je aminokyselina Prol 1. C-termindlni stabilni helix je dtlezity pro
antimikrobiélni aktivitu peptidu. Stejné tak je dilezity Prol1, ktery zprostiedkovava vstup do buniky. Pfi
zdmeéne aminokyselin v téchto oblastech dochézi k dramatickému snizeni antimikrobialni aktivity peptidu
(Park et al., 1998, 2000; Yi et al., 1996).

Buforin II nelyzuje bakterie ani ve velmi vysokych koncentracich (nasobky jeho MIC), ale
penetruje bakterialni membranu nejspise podobnym mechanismem jako nékteré lytické peptidy a dochazi
k jeho akumulaci v cytoplazmé (Kobayashi ef al., 2004; Park et al., 1998).

Buforin II vaze DNA a RNA, interakce s DNA lze piedpokladat i na zdkladé homologie s H2A
histonem (Park et al., 1996). Vazba je nespecificka a je zalozena predevs§im na elektrostatickych interakcich
mezi peptidem a fosfatovou kostrou nukleové kyseliny (Obr. 7) (Park et al., 1998; Sim et al., 2017,
Uyterhoeven et al., 2008).
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Obrazek 7: Interakéni energie jednotlivych aminokyselin buforinu IT s DNA

(A) Interakéni energie postrannich fetézcll jednotlivych aminokyselin peptidu buforin I s DNA. Vypracovano pomoci
vypocetni metody MM-GBSA. Silné interakce jsou oznaceny Sed¢, slabé interakce Srafovanim. Chyby jsou vyjadieny
jako standardni odchylky. (B) Simulace interakce fosfatové kostry DNA s buforinem II. Siln€ interagujici
aminokyseliny Arg2 a Arg20 jsou oznaceny Sedé, slab¢ interagujici Arg5 a Lys21 bile (pfevzato z Uyterhoeven et al.,
2008)

Antimikrobialni aktivita buforinu je zavisla na dvou faktorech: na schopnosti peptidu se efektivné
translokovat pfes membranu a na jeho schopnosti efektivné vazat DNA. Zména v téchto faktorech vede i
ke zméné v antimikrobidlni aktivité. Permeabilita membrany ma vliv na aktivitu daleko niz§i — mutovany
buforin II, ktery se translokuje pies membranu hlite nez ptirozeny buforin II, ma horsi antimikrobialni
aktivitu i pfes to, Ze prokazuje vétsi permeabilitu membrany (Uyterhoeven et al., 2008; Xie et al., 2011).

Dle Rubio-Olaya et al., 2022 by interakce buforinu II s DNA mohla vést k nefyziologickému
nadSroubovicovému vinuti DNA a tim k tvorbé€ supramolekularnich nanokomplex, ve kterych by byl AMP

diky jeho hydrofobnimu povrchu obklopen nadsroubovicovou DNA. Takova zména v topologii DNA by
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mohla mit negativni vliv na iniciaci replikace, pro kterou jsou potieba negativni nadobratky. Presny
mechanismus ptsobeni buforinu ale neni znam.

Tachyplesin I, izolovan z hemocytl ostrorepa vychodoasijského (Tachypleus tridentatus), je 17
aminokyselin dlouhy AMP s C-koncovym a-amidem, inhibujici rist Gram-negativnich i Gram-pozitivnich
bakterii. Peptid je stabilni pfi nizkém pH a pii vysoké teploté, coz je dano jeho rigidni strukturou — (3-
vlasenka obsahujici dva disulfidické mustky (Kawano et al., 1990; Nakamura ef al., 1988).

AMP tvori amfipatickou strukturu — na jedné strané antiparalelniho B-listu jsou hydrofobické
postranni fetézce aminokyselin, na strané druhé aminokyseliny nabité (Kawano ef al., 1990).

Byl izolovéan i tachyplesin II, isopeptid tachyplesinu I, ktery mé4 drobnou zaménu ve dvou
aminokyselinach (Miyata ef al., 1989).

Tachyplesin I vaze LPS a fosfolipidy, coz by mohlo pfispivat k jeho antimikrobidlni aktivité
(Miyata et al., 1989; Nakamura et al., 1988). Dale se ale také peptid vaze do malého zlabku DNA. To je
dano predevsim jeho strukturou B-listu — jeden z typickych motivl pro proteiny vazajici DNA (Yonezawa
etal., 1992).

Dle Kwun & Lee, 2021 tachyplesin I zplsobuje v bakteridlnich builkdch oxidativni stres,
nerovnovéahu iontd Mg** a Ca*', a potazmo fragmentaci DNA. Vysledkem je pak smrt bufiky podobna
apoptdze. Poskozeni DNA po piisobeni tachyplesinu I také odpovida filamentace bunck. Buiky, které
nemohou u¢inng replikovat svou genetickou informaci rostou, ale nerozdéli se. Nasledné tedy dochazi k
jejich filamentaci. Nicméng, mechanismus antimikrobialni aktivity tachyplesinu I neni zatim pIn€ znam.

Indolicidin, izolovany z hovézich neutrofilt, je 13 aminokyselin dlouhy AMP bohaty na tryptofan
(Selsted et al., 1992). Na rozdil od jinych amfipatickych AMP, které v membranach mohou tvofit pory, je
(a-helix ¢i B-struktura) ani v pritomnosti membrany. Indolicidin se mize vazat na abazicka mista na
dvouvlaknové i jednovlaknové DNA a tvofit tzv. crosslinky — kovalentni vazby mezi dvéma bazemi. Tim
inhibuje fadu procest spojenych s enzymy vazajicimi DNA. Vldkna RNA vaze s daleko mensi afinitou
(Marchand et al., 2006).

Vazbou indolicidinu na dvoutetézcovou DNA vznika velmi stabilni struktura, kdy DNA nelze
jednoduse rozplést. To pak znemoznuje jeji replikaci a transkripci (Ghosh et al., 2014). Podobn¢ jako u
zminéného tachyplesinu je primarni inhibici syntézy DNA blokovano bunécné déleni a dochazi

k filamentaci bunék (Obr. 8) (Subbalakshmi & Sitaram, 1998).
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Obrazek 8: Filamentace kultury E. coli po pridani indolicidinu

Kultura E. coli rostla do dosazeni optické denzity 0,04 pfi vinové délce 600 nm (ODggo) a nasledné byla inkubovana
s indolicidinem. Byly pfipraveny natéry ztéto kultury a kultury kontrolni, obarveny Gramovym barvenim.
Morfologické zmény kultur byly pozorovany pod svételnym mikroskopem. Nasledné byly preparaty vyfotografovany
pti 100x zvétseni. (A) Kontrolni kultura. (B) Kultura s pfidanym indolicidinem o koncentraci 30 pg indolicidinu na
1 ml kultury (pfevzato z Subbalakshmi & Sitaram, 1998)

Mikrociny jsou AMP s malou molekularni hmotnosti syntetizované enterobakteriemi — jedna se
tedy o toxin syntetizovany bakterii G¢inny proti jiné bakterii. Takové AMP se nazyvaji bakteriociny.
Mikrociny jsou aktivni proti Gram-negativnim enterobakteriim; napfiklad Escherichia, Salmonella,
Shigella, Citrobacter, Klebsiella a Enterobacter. Rozd€luji se do nékolika skupin (A, B, C, D, E, H, J).
Geny pro jejich syntézu se vétSinou nachazeji na plazmidech. Jejich syntéza je v mnoha pfipadech zvySena
pfi nedostatku Zivin v okolnim prostiedi jako tfeba béhem stacionarni fdze bakterialniho ristu (shrnuto v
Baquero & Moreno, 1984).

Jednim z takovych AMP je mikrocin B17 (MccB17) produkovany E. coli. Na syntéze MccB17 se
podili 7 gent — mcbA, mebB, mcbC, mebD, mcbE, mcbF a mcbG (shrnuto v Baquero & Moreno, 1984).
Gen mcbA koduje prekurzor MccB17 0 69 aminokyselinach, produkty gent mcbB, mebC a mebD tvoii Mcc
syntetazu, ktera posttranslacné modifikuje prekurzor McbA za vzniku findlniho MccB17 — AMP tvotfeného
43 aminokyselinami obsahujiciho ¢tyfi thiazolové a Ctyti oxazolové kruhy. Geny mcbE, mebF a mebG jsou
zodpovédné za imunitu proti MccB17 (Garrido et al., 1988; Parks et al., 2007).

MccB17 u¢inné inhibuje syntézu DNA, ¢imz vyvolava odpoved” SOS, degradaci DNA a néasledné
smrt bunky (Herrero & Moreno, 1986). Replikaci genetické informace inhibuje zptisobem, ktery je podobny
nékterym antibiotikiim — fluorochinolontim (shrnuto v Hooper, 2001). MccB17 interaguje s podjednotkou
esencialniho bakteridlniho enzymu — gyrazy neboli topoisomerazy II. Jednd se o enzym se schopnosti
vytvaret na bakteridlnim chromozomu negativni nadsroubovici (superhelicitu) pomoci dvouvlaknovych
zlomi a za spotieby ATP. Negativni superhelicita je pro bakterie zasadni, protoze mimo jiné
termodynamicky usnadnuje rozplétani dvousroubovice pfi iniciaci replikace a transkripce DNA. Gyraza je
tetramer tvofeny dimery GyrB a GyrA. Podjednotky GyrA jsou zodpovédné za vytvoreni komplexu
enzymu s DNA, podjednotky GyrB maji ATP-vazebnou doménu. Pti vazbé ATP dochazi ke konformacni
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zméné a hydrolyza ATP zpisobi uvolnéni enzymu z DNA (shrnuto v Higgins, 2013). Dikazem toho, Ze
MccB17 interaguje s gyrazou je skutecnost, Ze mutace v genu pro podjednotku GyrB vede k rezistenci vici
tomuto AMP. V pfipadé nemutované podjednotky se gyraza vaze dimerem GyrA k DNA, ale dimer GyrB
blokuje navazany peptid, nemize tedy vazat a hydrolyzovat ATP. Gyraza tak zlstava kovalentné pfipojena
k DNA a je inhibovana replikace, mtize dochazet i ke vznikiim dvouvlaknovych zlomt v DNA (Vizan et
al., 1991).

Vstup MccB17 do buiiky je zprostfedkovan porinem OmpF a proteinem SbmA. SbmA je
neesencialni transportér vnitini membrany, jehoz gen byl objeven v souvislosti s rezistenci k MccB17.
Oproti mutantiim v genech pro porin ompF nebo s nim souvisejici transkripéni faktor ompR byly mutanti v
genu sbmA vuci MccB17 kompletné rezistentni. Kromé MccB17 tento transportér zprostiedkovava vstup
do buné¢k i dalsich AMP — napf. mikrocinu J25, baktenecinu 7 nebo PR-39 (Lavina et al., 1986; Mattiuzzo
et al., 2007, Pranting et al., 2008; Salomén & Farias, 1995).

3.5.2 AMP interferujici se syntézou RNA
Dals$im ptikladem ze skupiny mikrocint je AMP mikrocin J25 (MccJ25), produkovany E. coli

AY?25. Je to peptid o 21 aminokyselinach, zaujimajici lasovitou strukturu (Bayro et al., 2003; Salomén &
Farias, 1992). Vyuziva pro vstup do bunky transportér FhuA vnéj$i membrany, ktery rovnéz slouzi jako
receptor pro ferrichrom nebo antibiotikum albomycin (Salomén & Farias, 1993). FhuA interaguje s
proteinem TonB. Ten je vdzan na systém ExbB/ExbD, ktery energizuje pfenos MccJ25 pres vnéjsi
membranu (shrnuto v Noinaj et al., 2010). Do cytoplazmy je MccJ25 transportovan z periplazmatického
prostoru pomoci proteinu SbmA (Salomoén & Farias, 1995).

MccJ25 se vaze na katalytickou podjenotku 3° bakterialni RNA polymerazy (RNAP), tim blokuje
vstup substratovych nukleosidtrifosfati (NTP) do katalytického mista a inhibuje transkripci. Pii zaméné
konzervované sekvence v genu rpoC kodujicim tuto podjednotku se mutanti stavaji rezistentnimi proti
Mccl25 (Obr. 9) (Yuzenkova et al., 2002). MccJ25 inhibuje rozdéleni bunék a tim navozuje bunécnou
filamentaci. Dle Delgado et al., 2001 by mikrocin mohl preferencné inhibovat pravé expresi gent
dilezitych pro rozdéleni bunky.

McclJ25 pusobi proti nékterym patogennim kmendm E. coli, Salmonella a Shigella (Salomoén &
Farias, 1992). N¢které druhy jsou ale k jeho plsobeni citlivéjsi nez jiné. Prikladem je Salmonella newport
kde MccJ25 depolarizuje cytoplazmatickou membranu, rozruSuje membranovy potencial a permeabilitu
membrany, ¢aste¢né inhibuje NADH a sukcinat dehydrogenazu. U E. coli takovy efekt pfitomen neni

(Rintoul et al., 2001).
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Obrazek 9: Inhibice transkripce mikrocinem J25

Byly izolovany holoenzymy RNAP z divokého kmene E. coli (WT) a mutantniho kmene (T931I) rezistentniho vuci
Mccl25. Kmen T9311 obsahoval aminokyselinovou substituci (Thr931 za Ile; T9311) v podjednotce 3 enzymu RNAP.
Nasledné byly RNAP ptfidany k fragmentu DNA obsahujicimu T7 Al promotor (silny promotor pro RNAP), CpA
primer a radioaktivn& znadené uridinyltrifosfaty [a-?P]JUTP. Reakce byly inkubované 15 min v 37 °C v pfitomnosti
(+/+*) nebo absenci (-) 10uM McclJ25. V reakcich (+) byl MccJ25 pfidan pied formovanim komplexu na promotoru,
v reakcich (+*) byl Mccl25 pridan az po formaci komplexu na promotoru. Vysledky byly stanoveny pomoci
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Na obrazku CpApU znazorniuje prodlouzeni primeru RNAP, tedy
probihajici transkripci. MccJ25 inhibuje transkripci u WT, naopak transkripce u mutanta T9311 neni timto AMP
ovlivnéna (pfevzato Yuzenkova et al., 2002).

3.5.3 AMP interferujici se syntézou proteinu

V ramci skupiny AMP bohaté na prolin (proline-rich antimicrobial peptides, PrAMP), existuje
nékolik peptidl, které sdili strukturni podobnosti. Interaguji tudiz ¢asto se stejnymi molekulami a maji
velmi podobny mechanismus funkce. Tyto PrAMP maji vysoky obsah prolinu a argininu a navzajem jsou
si strukturné podobné opakujicim se motivem prolin-arginin-prolin (PRP motiv) (Cociancich ef al., 1994).
PrAMP jsou aktivni pouze jako L-entatiomer a specificky vazou dilezity bunéény chaperone Dnak, ktery
se podili na n¢kolika procesech maturace proteinti. Napomaha baleni vznikajicich polypeptidi do funkénich
proteint, oprave Spatného sbaleni proteint a sekreci proteint (shrnuto v Genest et al., 2019; Otvos et al.,
2000). Tento chaperon ale neni jejich hlavnim cilem — mutanti v jeho genu nejsou vii¢i PrAMP rezistentni
(Czihal et al., 2012; Gagnon et al., 2016; Krizsan et al., 2014; Narayanan et al., 2014; Scocchi et al., 2009).

PrAMP vyrazné¢ inhibuji syntézu proteind. Vazou se do 70S ribozomalniho vystupniho (exif) kanalu
pro vznikajici polypeptid vychazejici z peptidyl-transferazoveho centra (PTC), kde vznika peptidickd vazba
mezi aminokyselinami (Gagnon ef al., 2016; shrnuto v Rodnina, 2018; Seefeldt et al., 2016). Dale jsou ale
dle jejich presného mechanismu ptisobeni déleny do dvou skupin: PrAMP 1. tfidy — napt. baktenecin 7 a
pyrrhocoricin —a PrAMP 1. tfidy — apidaeciny, drosocin (shrnuto v Graf & Wilson, 2019; Mangano ef a!.,
2023).

PrAMP 1. tfidy po vazbé do vystupniho kanalu ribozomu inhibuji elongaci. Jejich N-konec zasahuje
do mista PTC, na které se vaze 3’ konec aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) nesouci aminokyselinu. Vazba
PrAMP znamena zamezeni vazby aa-tRNA pfinasené elongacnim faktorem Tu (elongation factor thermo

unstable, EF-Tu) do mista A. Translace je zastavena hned na jejim pocatku po sestaveni pre-translacniho
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komplexu, mRNA je v ribozomu zadrZena v start kodonu AUG. Na podobném principu funguje naptiklad
antibiotikum chloramfenikol (Gagnon ef al., 2016; shrnuto v Graf & Wilson, 2019 a Rodnina, 2018).

Prvnim ptikladem PrAMP 1. tfidy je baktenecin 7 (Bac7). Jak je pro tuto skupinu typické, ma
vysoky obsah pozitivné nabitych aminokyselin prolin a arginin, pfi¢emz jeho ostatni aminokyseliny jsou
hydrofobni (jedna se o leucin, isoleucin a fenylalanin). Kromée baktenecinu 7 existuje i jemu piibuzny
baktenecin 5 (Bac5). Bac7 i Bac5 byly izolovany z bovinnich neutrofilii a pisobi baktericidné proti Gram-
negativnim enterobakteriim (Gennaro et al., 1989). Oba AMP jsou syntetizovany v kostni dfeni jako vétsi
propeptidy, které jsou nasledné jednoduchymi modifikacemi pfeménény na aktivni formy (Zanetti ef al.,
1990). Bac7 je slozen z 59 aminokyselin, Bac5 je o n€co kratsi, sklada se ze 42 aminokyselin (Frank ez al.,
1990). PIn¢ funkcni N-koncovy fragment Bac7 (1. — 35. aminokyselina) ve svych MIC koncentracich
nerozrus$uje membranu, jeho cil je tedy primarné intracelularni. Pfi mnohokrat vysSich koncentracich nez
MIC vsak pusobi lyticky i na membranu. Podobné jako jiné, dfive popsané AMP, je do bakterialni
cytoplazmy pfenasen transportérem SbmA. Pro vstup do buiiky je dalezitd N-terminalni RRIR sekvence
peptidu, bez které jeho internalizace neprobiha (Mattiuzzo et al., 2007; Podda et al., 2006).

Bac7 (1-35) interaguje s ribozomalni podjednotkou 70S a nékterymi ribozomalnimi proteiny (Obr.
10); v zivych buiikach inhibuje syntézu proteind. Na replikaci ¢i transkripci nema Bac7 (1-35) podstatny
vliv (Mardirossian et al., 2014).

A-tRNA
binding
pocket

A-site
crevice

Upper
tunnel

Obrazek 10: Vazba Bac7 (1-16) na ribozomu
Na obrazku je znazornéno vazebné misto pro fragment Bac7 (1-16) vazajici se do ribozomalniho exit kanalu. Bac7
(1-16) zasahuje do vazebného mista pro aa-tRNA a tim znemoziuje vznik polypeptidového fetézce. Detail obrazku
ukazuje molekuldrni interakce postrannich fetézcti Bac7 (1-16) s ¢astmi ribozomalniho kanalu (pfevzato z Seefeldt et
al., 2010).

Druhym piikladem PrAMP 1. tfidy je drosocin. Drosocin je AMP dlouhy 19 aminokyselin,
izolovany z octomilky (Drosophila) a posttranslaéné O-glykosylovany na threoninu pomoci N-

acetylgalaktosaminu a galaktozy. Peptid je bez této modifikace méné aktivni (aktivni je primarné proti
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Gram-negativnim bakteriim) a je prvnim AMP, u kterého byla takova modifikace sledovana (Bulet ef al.,
1993).

PrAMP II. tfidy také inhibuji translaci vazbou do exit kanalu ribozomu, ale funguji na odliSném
principu. Na rozdil od prvni skupiny v jejich pfitomnosti dochazi ke vzniku polypeptidu, zamezeno je
terminaci translace (shrnuto v Graf & Wilson, 2019)

Apidaeciny, PrAMP II. tfidy, jsou skupinou dilezitou pro imunitu hmyzu. Pavodné byly
z hemolymfy vcely medonosné (Apis mellifera) izolovany tii témér identické isoformy dlouhé 18
aminokyselin — apidaecin Ia, apidaecin Ib a apidaecin II. Jedna se o termostabilni AMP, aktivni proti Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim, neinteragujici s fosfolipidovou dvojvrstvou — nejsou lytické pro
bunéénou membranu (Casteels et al., 1989).

Apidaecin zamezuje syntéze proteini interakci s uvolilovacim faktorem (release factor, RF1 nebo
RF2). Tento faktor interaguje s ribozomem po dokonceni syntézy proteinu a napomaha tak terminaci
translace. V momenté, kdy je syntéza proteinu dokoncena a do ribozomalniho mista A se dostane stop
kodon v mRNA, poji se RF sribozomem, dochazi k hydrolyze vazby peptidyl-tRNA. Vysledkem je
uvolnéni polypeptidu. V bakteridlni bunce je mnohondsobné veétsi pocet ribozomil nez uvoliovacich
faktort, tyto faktory se tedy musi recyklovat a mezi ribozomy s dokonc¢enymi proteiny cirkulovat (shrnuto
v Rodnina, 2018).

Apideacin inhibuje disociaci RF z komplexu s ribozomem a tim znemoziuje bunécné kolovani
tohoto proteinu (Obr. 11). To vede k omezeni syntézy proteinil na tirovni celé bunky. Dale také apidaecin
prispiva k procténi stop kodonu na ribozomech, které nemaji dostupny RF — pokud je totiz v jejich blizkosti
nabitd aa-tRNA, mlze dojit k pfipojeni dalSich aminokyselin k polypeptidu (Florin ef al., 2017).

Dalsim PrAMP II. tfidy je pyrrhocoricin, AMP vysoce podobny vySe popsanému drosocinu.
Piivodné byl izolovany z hemolymfy ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus). Tento peptid se sklada z
20 aminokyselin a stejn€ jako drosocin je O-glykosylovany na jedenactém threoninu, tentokrat ale nese
pouze monosacharid N-acetylgalaktosamin. Dals§i podobnosti pyrrhocoricinu k drosocinu je aktivita
zejména proti Gram-negativnim bakteriim (Cociancich et al., 1994).

Pyrrhocoricin se chova podobné¢ jako apidaecin. Také zastavuje translaci u stop kodonu, podporuje
procteni stop kodonu a jsou k nému rezistentni mutanti ve stejnych genech jako k apidaecinu — mutanti v
genech pro transportér SbmA, v genech kodujicich RF1 a RF2 a v genu pro nékteré ribozomalni proteiny,

které jsou soucasti exit kanalu vznikajiciho polypeptidu (Florin et al., 2017; Mangano et al., 2023).
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Obrazek 11: Vazba apidaecinu 137 (Apil37) na ribozom

(a) Znazornéni vazby Apil37 — 18 aminokyselin dlouhého derivatu z apidaecinu Ib — v ribozomalnim kandlu spole¢né
s RF1. Apil37 inhibuje disociaci RF1 z ribozomu a tim zamezuje jeho recyklaci v bunice. (b) Strukturni zndzornéni
Apil37 ajeho postrannich fetézct (prevzato z Florin ef al., 2017).

Zminéné PrAMP tedy zamezuji translaci mRNA, potazmo biosyntéze proteinti, ddle ale také kromée
samotné syntézy mohou interferovat se sklddanim proteinti prostfednictvim zminéného DnaK. Mohly by

tedy mit vliv na vice jednotlivych momentti v ramci vyroby proteind.

3.5.4 AMP interferujici s metabolickymi drahami

AMP mohou také inhibovat rizné metabolické drahy. Piikladem je PR-39, izolovany z prasecich
sttev. Jak nazev napovida, jednad se o AMP s vysokym podilem prolinu a argininu o 39 aminokyselinach,
devatenactkrat je v peptidu pritomny prolin a devetkrat arginin. Peptid se tedy opét fadi do skupiny PrAMP,
jeho ptisobeni je ale rozlisné od PrAMP vyse zmin€nych. PR-39 puisobi pfevazné proti Gram-negativnim
enterobakteriim. Do bakteridlni buiiky se PR-39 dostava jiz nékolikrat zminénym proteinem SbmA
(Pranting et al., 2008). Po vstupu do bunky inhibuje nékteré proteiny vyznamné v metabolismu folatu
(naptiklad dihydrofolat reduktazu), ktery je dulezity pro syntézu nékterych aminokyselin, nebo proteiny
pro syntézu LPS, zasadni komponenty vné€j$i membrany bakterii. Dale také PR-39 inhibuje syntézu proteinti
souvisejicich s metabolismem RNA. Negativni vliv ma i na syntézu DNA (Agerberth et al., 1991; Boman
etal., 1993; Ho et al., 2016). Fenotypicky PR-39 zamezuje déleni buné€k, zptisobuje tedy jejich filamentaci
(Shi et al., 1996).

Zbyvajici aminokyseliny kromé prolinu a argininu, ze kterych je peptid slozen, jsou prevazné
hydrofobni (Agerberth ef al., 1991). Analogicky peptid peptidu PR-39 byl izolovan také z prasecich
neutrofild, peptidy ovSem mezi sebou maji drobny rozdil v 27. aminokyselin€. U PR-39 z prasecich stfev
se na této pozici vyskytuje prolin, u PR-39 z prasecich neutrofilii isoleucin (Shi ef al., 1994). Na zakladé
tohoto zjisténi byl pfipraven synteticky AMP PR-26, ktery je zkracenou verzi PR-39. Je dlouhy 26

aminokyselin, obsahuje tedy vSechny aminokyseliny, které jsou shodné pro PR-39 ze sttev a PR-39 z
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neutrofilti. PR-26 vykazuje obdobnou baktericidni aktivitu jako PR-39, s niz§imi MIC hodnotami nez PR-
39 (Shi et al., 1996).

3.5.5 AMP interferujici se syntézou bunécné stény

Poslednim ptikladem z Siroké $kaly moznych vnitrobunéénych ptisobeni AMP je inhibice syntézy
bunécné stény. AMP takto pisobicim je mersacidin — tetracyklicky bakteriocin obsahujici ¢tyfi sulfidické
mustky mezi alaninem (Ala) a a-aminobutyrylovou kyselinou (Abu). Jedna se o posttranslacni modifikace
aminokyselin, charakteristické pro skupinu bakteriocintl — lantibiotika. Mersacidin je produkovan kmenem
Bacillus (HIL Y-85,54728). Je aktivni proti Gram-pozitivnim bakteriim, naptiklad S. aureus (Chatterjee et
al., 1992).

Mersacidin inhibuje syntézu bunécéné stény, coz nasledné vede k lyzi bakterie. Konkrétni krok,
ktery ve slozité biosyntéze bunécné stény inhibuje, je transglykosylace peptidoglykanu. Pfi syntéze
peptidoglykanu a vystavbé bunécné stény se nejprve prekurzor cukru UDP-MurNAc poji s péti
aminokyselinami za vzniku lipidu I (UDP-MurNAc-pentapeptid), poté se k lipidu I poji UDP-GIcNAc,
vznika lipid I (UDP-GlcNac-MurNAc-pentapeptid). Nasledné je ke tieti aminokyselin€ v pentapeptidu
piipojeno pét glycinovych zbytkd, které pozd€ji slouzi k tvorbé pentaglycinového mustku mezi
aminokyselinami dvou monomertd peptidoglykanu. Monomer se poté piesouva z cytoplazmatického
prostfedi do periplazmatického prostoru, kde dochdzi ke transglykosylaci — pfipojeni monomeru do
existujici sit¢ peptidoglykanu pomoci tvorby B-1,4-glykosidické vazby mezi cukry (shrnuto v Rohde,
2019). Prave na tuto reakci cili mersacidin. AMP vyvazuje lipid II, substrat pro enzym transglykosylazu.

Je tedy zamezeno esencialnimu kroku pfi tvorbé bunécné stény (Brotz et al., 1995, 1997; Brotz et al., 1998).

4. Sublancin

Sublancin je AMP produkovany ptidni sporulujici bakterii B. subtilis 168. Jedna se o vysoce stabilni
peptid, jehoZz aktivitu neovlivni ani velmi nizké pH. Podobné¢ jako dalsi bakteriociny produkované Gram-
pozitivnimi bakteriemi je sublancin baktericidni pouze proti Gram-pozitivnim bakteriim, konkrétné
napiiklad proti kmentim B. subtilis (6633), Bacillus megaterium (14581), S. aureus (12600). Siln¢, ale
castecné reverzibiln€, inhibuje i germinaci spor a vznik vegetativnich bun¢k (Garcia De Gonzalo et al.,

2015; Paik et al., 1998).

4.1 Zarazeni sublancinu

Sublancin je bakteriocin — patifi tedy do skupiny bakteridlnich toxind, které se déli do tii
nasledujicich tfid.

Ttida L. obsahuje peptidy syntetizované ribozomalné a post-translacné modifikované (ribosomally-

synthesised and post-translationally modified peptide, RiPP). Do této tfidy patii prave sublancin. Konkrétné
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se fadi do podskupiny glykocinti — RiPP, které jsou glykosylované (Casto S-glykosylované — maji cukr
pfipojeny na atom siry v cysteinu) a obsahuji disulfidické mustky. Do této podskupiny se dale fadi napf.
glycocin F, ASM1 nebo thurandacin. Dfive byl sublancin nespravné zatfazovan do jiné podskupiny Ttidy
L., do lantibiotik, se kterymi sdili nékteré charakteristiky. Zastupcem lantibiotik je naptiklad nisin A nebo
vyse popsany mersacidin. Diive zmifilované mikrociny jsou zastupci dalsi podskupiny Ttidy 1., lasovitych
peptida (shrnuto v Alvarez-Sieiro et al., 2016 a Norris & Patchett, 2016).

Ttida II. pak sdruzuje nemodifikované peptidy, které jsou mensi nez 10 kDa. Jedna se naptiklad o
lactococcin Q, pattici do podskupiny dvoupeptidovych bakteriocind, které jsou aktivni pouze ve dvojici
odlisnych peptidi. Takové peptidy samy o sob¢ vétsinou nemaji baktericidni schopnost.

Posledni skupinou bakteriocinti je Tiida III., ktera zahrnuje nemodifikované toxiny vétsi nez
10 kDa, d¢lici se do dvou podskupin: bakteriolytické peptidy a peptidy nelytické (shrnuto v Alvarez-Sieiro
etal., 2016 a Cotter ef al., 2013).

4.2 Sublancinovy operon

Sublancin je kddovan genem sunA, patiicim do sun operonu. Tento operon je soucasti profaga SPj3
(Paik et al., 1998). Bakteriofag SPB je velmi specificky pro B. subtilis (Seaman et al., 1964). Pfedanim
genu potiebnych k syntéze sublancinu (phage-encoded biosynthetic gene cluster, pPBGC) tak bakteriofag
prinasi svému hostiteli ekologickou vyhodu (Dragos et al., 2021).

Operon sun obsahuje kromé genu sund dale také geny sunT, bdbA, sunS a bdbB. SunA totiz koduje
56 aminokyselin dlouhy pre-sublancin skladajici se z N-terminalniho vedouciho peptidu (leader peptide,
19 aminokyselin) a peptidu, ktery posléze tvori maturovany sublancin (core peptide, 37 aminokyselin).
Ostatni geny operonu sun pak koduji proteiny, které se podili na maturaci tohoto pre-peptidu (Obr. 12)
(Dorenbos et al., 2002; Oman et al., 2011; Paik et al., 1998).

Gen nasledujici v operonu sunA je sunT a koduje ABC transportér, ktery ma kromé domény
transportérové i doménu proteazovou. Zabezpecuje tedy odstranéni vedouciho peptidu od maturovaného
sublancinu a transport sublancinu z buiiky. SunT presublancin §tépi v misté€ tzv. dvojit¢ho glycinu (double
glycine motif) na vedoucim peptidu. Pro bakteriociny modifikované i nemodifikované je typicka syntéza
pre-peptidu, ktery obsahuje vedouci peptid a je nasledné post-translaéné §t€pen a transportovan z bunky
jednim proteinem (ABC transportérem) (shrnuto v Havarstein ef al., 1995; Paik ef al., 1998).

Vedouci peptid inhibuje aktivitu sublancinu, bez SunT je sublancin neaktivni (Dorenbos et al., 2002; Oman
etal.,2011).

Kromeé sestfizeni pre-peptidu musi dale dojit ke dvéma dillezitym modifikacim, bez kterych toxin

ztraci svou funkci (Oman et al., 2011).

21



Prvni modifikaci je glykosylace na Cys22 pomoci proteinu SunS (sublancin biosynthetic enzyme,
puvodni nazev YolJ). Protein rozeznava N-termindlni helix A a k peptidu pfipojuje S-B-vazbou glukozu.
Tato glykosyltransferaza je kodovana genem sunS. Ten se stejné jako ostatni geny pro enzymy urcené k
maturaci sublancinu nachazi v sun operonu. Ke glykosylaci neni tfeba disulfidickych mistkd, SunS mé
velkou specifitu k Cys22 a na jiny cystein hex6zu nepfipojuje. Pokud dojde k nadhradé Cys22 za jinou
aminokyselinu, ke glykosylaci nedochazi. Zaroven pii pfemisténi cysteinu z 22. mista blize k C- i N- konci
ke glykosylaci na tomto cysteinu dojde. SunS ma ale vysokou substratovou promiskuitu, mimo glukoézy
dokaze k sublancinu pfipojit i jiné cukry, jako naptiklad GIcNAc, galaktazu, manoézu ¢i xylézu. Analogy
vzniklé pfipojenim rozdilnych cukri jsou aktivni, ale méné€ nez sublancin glykosylovany glukozou (Biswas
etal.,2017; Oman et al., 2011; Wang & van der Donk, 2011).

Dalsi modifikaci nutnou k funkci sublancinu je tvorba dvou disfulfidickych mastkd. Ty tvofi thiol-
disulfid oxidoreduktazy, kodovany geny bdbA a bdbB. Protein BdbB je pro produkci sublancinu dilezity,
ale neni esencialni. Pfi mutaci v genu bdbB dochazi k produkci sublancinu, BdbB je ¢aste¢n¢ nahrazen
jinou thiol-disulfid oxidazou BdbC, ale produkce je nizsi. Protein BdbA neni pro tvorbu sublancinu nutny
(Dorenbos et al., 2002).

Poslednim zndmym proteinem produkovanym ve spojitosti se sublancinem je imunitni protein Sunl
(ptivodni ndzev YolF). Tento protein je velmi dilezity, diky nému jsou producenti sublancinu proti svému
vlastnimu toxinu rezistentni. Sunl je kddovany genem sunl, ktery je pepisovan z jiného promotoru a nepatii
do operonu sun (Obr. 12). Gen je ale také kodovan profagem SPP. V pfipad€ mutanta, u které¢ho je vyvolana
absence celého SPP profaga (ASPB), navozuje Sunl rezistenci vii¢i sublancinu i u bakterii, které tento toxin
neprodukuji.

Sunl je maly bazicky protein o 105 aminokyselindch asociovany s membranou. Ma jednu
transmembranovou doménu, jeho N-konec je extracytoplazmaticky, C-konec je v cytoplazmé. Imunitni
proteiny jsou pro bakteriociny typické; imunitni protein s podobnou strukturou jako Sunl ale nebyl do jeho
objeveni znam. Mechanismus imunity zprostfedkované proteinem Sunl zatim nebyl popsan. (Dubois et al.,

2009).
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Obrazek 12: Operon sun, gen sunl a maturovany sublancin

Znéazornéni operonu sun a genu pro imunitni protein Sunl (modrie), ¢erné Sipky znazoriuji rozdilné promotory.
Glykosylace (pomoci SunS) predchazi tvorbé disulfidickych mustk (pomoci BdbA a BdbB), potadi tvorby téchto
mustkll a odstranéni vedouciho peptidu (pomoci SunT) ale neni znamo. Vedouci peptid je znazornén Zluté,
aminokyseliny tvofici helixy jsou znazornény modie, aminokyseliny intrahelikalni smycky fialové (upraveno z
Biswas et al., 2017).

Exprese sublancinu je zavisla na dvou faktorech sigma s extracytoplazmatickou funkci
(extracytoplasmatic function sigma factors, ECF). Jedna se pfedevs§im o 6%, mensi roli ma oM. Mutanti
v genu pro o~ (4sigX) maji redukovanou schopnost zabijet okolni bufiky, stejn& tak mutanti v genu pro o™
(dsigM), ti ale v mensi mife. V ptipadé dvojitétho mutanta (4sigMX) okolni buiiky nejsou inhibovany
vibec. Tyto tvrzeni ukazuji z&vislost tvorby sublancinu na obou faktorech sigma (Luo & Helmann, 2009).

Operon sun ale nema konsensus sekvenci pro rozpoznani t€émito ECF faktory sigma, expresi sun
piimo tidi faktor 6*. Vliv 6* a o™ na syntézu je neptimy, ptes transkripéni regulatory AbrB a Abh vézajici
se do regula¢ni oblasti promotoru operonu sun. AbrB je negativni regulator syntézy sublancinu, Abh je
regulatorem pozitivnim. U delecnich mutantli Aabh sublancin téméf neni produkovan. V piipad€ mutantl
AabrB, ale i1 dvojitych mutantt Aabh abrB, neni produkce sublancinu ovlivnéna. Regulator Abh slouzi k
odblokovani represe syntézy AbrB, v nepfitomnosti AbrB neni Abh potieba. ECF faktory sigma c* a oM
rozeznavaji promotor abh genu, tedy spousti syntézu tohoto regulatoru a tim nepfimo i syntézu sublancinu

(Obr. 13) (Huang & Helmann, 1998; Luo & Helmann, 2009; Strauch et al., 2007).
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Obrazek 13: Kvantitativni analyza transkriptu sunAT

Méfeni produkce transkriptu sunAT pomoci RNA slot blotting za pouziti ?P-ozna¢ené DNA sondy sunA.
Produkce SunAT mRNA je vyrazné sniZzena u mutanti AsigX, AsigMX a Aabh, méné u AsigM. Mutanti
AabrB a Aabh abrB se produkci sublancinu vyrazné nelisi od divokého kmene (wild-type) B. subtilis 168
(W168). Mutant AsunA je negativni kontrolou, transkript pii absenci genu neni produkovan. 23SrRNA je
kontrolou zatizeni (loading control) (ptevzato z Luo & Helmann, 2009).

4.3 Struktura sublancinu

Sublancin se ve své maturované formée sklada z 37 aminokyselin. Je velky 3,8 kDa a tvofen dvéma
a-helixy, které spojuje interhelikalni smyc¢ka. N-terminalni helix A je tvofen aminokyselinami na pozicich
6-16, C-terminalni helix B tvofen aminokyselinami 26-35. Interhelikalni smycka, tvofena
aminokyselinami 17-25, je relativn¢ flexibilni, ale ma definovanou konformaci a udava kompaktni
strukturu sublancinu. Velmi kompaktni struktura odpovida velké chemické stabilit¢ sublancinu a dale je
dana pocetnymi hydrofobnimi interakcemi v rdmci peptidu. Sublancin obsahuje ve své struktuie pétkrat
aminokyselinu cystein. V interhelikalni smycce je k cysteinu na 22. pozici (Cys22) S-B-vazbou ptipojena
glukdza. Dale také peptid obsahuje dva disulfidické mistky, a to mezi cysteiny na pozici 7 a 36 (Cys7-
Cys36) a cysteiny na pozici 14 a 29 (Cys14-Cys29) (Obr. 14). Tyto dvé post-translacni modifikace
sublancinu jsou praveé témi charakteristikami, které sublancin oddé¢lily od skupiny lantibiotik a na zaklade
kterych vznikla nova skupina — glykociny (Garcia De Gonzalo et al., 2014; Oman et al., 2011; Paik et al.,
1998).

v

v
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smycky a terminalnich ¢asti v rizové barvé, helixy v modré barveé, exponované atomy siry zluté (pfevzato z Garcia
De Gonzalo et al., 2014).

4.4 Interakce sublancinu s cilovou bunkou

Pro vstup sublancinu do buniky byly navrZzeny dva transportni systémy. Prvnim je velky
mechanosenzitivni kanal (mechanosensitive channel large, MscL). Bylo pozorovéno, ze obsah NaCl
v médiu ovliviiuje vstup sublancinu do cilovych bunék. Vyssi obsah soli v médiu znamend uzavieni
mechanosenzitivnich kanalti a zdroveii snizeny vstup sublancinu. Jednim z takovych kanalt je pravé MscL.
Mutanti bez tohoto kanalu jsou zcela rezistentni k sublancinu bez ohledu na obsah soli v médiu. Toxin tedy
s kanalem ur¢itym zpisobem interaguje, mohl by byt vstupni branou do bakterialni bunky (Kouwen et al.,
2009).

Druhym systémem je fosfoenolpyruvat:cukr fosfotransferazovy systém (phospotransferase system, PTS)
(Garcia De Gonzalo et al., 2015).

PTS je pfenase¢em cukri do bakterialni buiiky. S pfenosem se poji fosforylace substratu. PTS tvoii
soubor proteinii — PtsI (nebo EI), PtsH (nebo HPr) a PtsG (nebo EII). Ptsl a PtsH jsou nespecifické proteiny,
PtsG je specificky pro konkrétni cukry a sklada se z domén IIA, IIB a IIC. Ptsl je fosforylovan pomoci
fosfoenolpyruvatu (PEP), a dale fosfatovou skupinu pienasi na PtsH. Ten predava fosfatovou skupinu na
PtsG. Podjednotka IIA fosforyluje podjednotku IIB a IIB predava fosfat na ptichozi cukr. Pokud je
prichozim cukrem gluko6za, po fosforylaci se stava glukoza-6-fosfaitem a muaze byt pfimo zpracovana
glykolyzou (shrnuto v Deutscher et al., 20006).

Pro identifikaci geni, které¢ ovliviiuji senzitivitu k sublancinu vytvofili Garcia De Gonzalo et al.,
2015 sadu dele¢nich mutanti, pfi¢emz zadny z téchto mutantii neobsahoval genom profaga SPp, tudiz ani
nekodoval imunitni protein Sunl. Diky tomu bylo zjisténo, Ze delece v genech pro operon pts vedou k
rezistenci vaci sublancinu.

Pokud jsou do média k sublancinu a bakteridlnim bunikdm pfidany cukry transportované PTS,
snizuje se aktivita sublancinu. Zaroven bylo pfi radioaktivnim znaceni PTS-cukra sledovano, Zze ptidané
cukry jsou do bakterialnich makromolekul inkorporovany daleko méné pii niz§im obsahu gluk6zy v médiu
- 0,01 %, nez pii vys$§im obsahu glukdézy v médiu - 0,1 %. To napovida tomu, Ze by mohla mezi PTS-
cukrem a sublancinem probihat kompetice o vstup do cilové bunky (Garcia De Gonzalo et al., 2015; C. Wu
etal.,2019).

Pokud je cukr do média pridan az pozdéji, po pusobeni sublancinu na buiiky, dochazi k ¢asteéné
ochran¢ bunek pred sublancinem. PTS tedy sublancinem nemiiZze byt nevratné inaktivovany — neni jeho

hlavnim cilem, ale pouze prostfedkem, ktery vyuziva, aby se ke svému hlavnimu cili dostal.
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Pro zjisténi konkrétni interakce sublancinu s PTS byl vytvofen mutant se zménou v patnacté
aminokyseliné HPr — histidinu (His15), ktera je bézn¢ fosforylovana pomoci PtsI. Takovd mutace zvySovala
rezistenci k sublancinu. Je tedy mozné, Zze sublancin musi byt pfi vstupu do buiiky fosforylovan, aby se
projevily jeho baktericidni vlastnosti. Glukéza, ptipojena k sublancinu, by mohla byt PTS rozeznavana a
umoznit tak transport sublancinu do buiiky nebo interakci s hlavnim cilem sublancinu (Garcia De Gonzalo
etal.,2015).

Sublancin bakterie zabiji bez okamzité lyze, coz dokazuje, Ze v membranach nevytvaii pory (Obr.

15) (Garcia De Gonzalo et al., 2015).
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Obrazek 15: Inhibice ristu bakteridlnich kultur B. subtilis ATCC 6633 a Bacilllus halodurans C-125 pomoci
sublancinu

(1) Kultury B. subtilis ATCC 6633 a B. halodurans C-125 byly kultivovany do exponencialni faze, nasledné pifeneseny
na 48-jamkovou misku a vystaveny ptsobeni sublancinu pfi 1xMIC a 4xMIC. Periodicky byla méfena ODggo. Po 6
hodinach inkubace byl u obou kultur exponovanych sublancinu sledovan pokles ODggo. Dale byl u kultur stanoven
pocet CFU (colony-forming unit). Pokles CFU byl vyznamné vyss§i nez pokles OD. Data v grafech jsou primérem
vzdy tii nezavislych experimentti. Chybové usecky udavaji standardni odchylku.

(a) Zmeéna ODggo v zavislosti na ¢ase u kultury kmenu B. subtilis ATCC 6633 v absenci sublancinu (krouzky) a
pfitomnosti sublancinu pii 1XMIC (¢tverce) a 4xMIC (trojuhelniky). (b) Analyza vzorkt kultur z ¢asti (a) pro pocet
CFU. (c) Zména ODsg v zavislosti na ¢ase u kultury kmenu B. halodurans C-125 v absenci sublancinu (krouzky) a
pfitomnosti sublancinu pii 1XMIC (¢tverce) a 4xMIC (trojuhelniky). (d) Analyza vzorkt kultur z ¢asti (c) pro pocet
CFU.

(2) Urceni zivotaschopnosti bakterii ASPf na zakladé integrity membrany pomoci metody LIVE/DEAD® BacLigh
(a) 30 min a (b) 90 min po inkubaci se sublancinem. Sedé sloupce znazoriiuji bakterie s neporusenou membranou, bilé
sloupce bakterie s membranou narusenou. A: 100nM sublancin, B: 200nM sublancin, C: 300nM sublancin, D: 400nM
sublancin, E: 500nM sublancin, F: pozitivni kontrola s bakteriocinem nisin, ktery naruSuje bakteridlni membranu, G:
negativni kontrola. Data jsou prumérem vzdy tii nezavislych experimenti. Chybové usecky udavaji standardni
odchylku (pfevzato a upraveno z Garcia De Gonzalo et al., 2015).

tTM
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Pro zjisténi, které aminokyseliny jsou dalezité k aktivité sublancinu, byly v aminokyselinéch, jejichz
postranni fetézce jsou exponované na povrchu peptidu, vytvofeny mutace. Pokud se mutace tykala
aminokyselin asparaginu na 31. pozici (Asn31) nebo argininu na 33. pozici (Arg33), doslo ke snizeni
aktivity sublancinu. Ob¢ tyto aminokyseliny se nachazi na helixu B a je pravdépodobné, Ze interaguji s
cilem sublancinu, tuto interakci zprostiedkovavaji, nebo jsou dilezité pro vstup sublancinu do buiky

(Biswas et al., 2017).

4.5 Mechanismus funkce sublancinu

Pro sledovani mechanismu pisobeni sublancinu byly vyuzity radioaktivné znacené prekurzory
biosyntézy bunécné stény, DNA, RNA a proteint. Efekt na buné¢nou sténu mél sublancin podobny jako
negativni kontrola, kterou bylo antibiotikum ciprofloxacin. Oproti tomu syntéza DNA byla narusena velmi
vyznamné jiz pii koncentraci sublancinu nedosahujici hodnoty MIC. Zaznamenan byl i efekt na syntézu
RNA a proteint, tyto procesy ale nejspiSe nejsou hlavnim cilem sublancinu (Obr. 16). Kdyby tomu tak
bylo, nedochazelo by k tak silné inhibici DNA. Da se tedy predpokladat, Ze sublancin inhibuje transkripci
a translaci nepfimo a jeho hlavnim cilem putsobeni je replikace DNA (C. Wu et al., 2019). Cilovy

protein/proteiny a piesny mechanismus tohoto ptisobeni zatim nejsou znamy.
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Obrazek 16: Efekt sublancinu na syntézu DNA, RNA, proteinti a bunééné stény méreny pomoci radioaktivnich
prekurzoru

(A) Procentudlni inkorporace '“C-thyminidinu do DNA u B. subtilis ASPP byla méfena v zavislosti na ¢ase. Do
bakterialni kultury bylo ptidano 0,8 uCi/ml *C-thyminidinu. Po 15 min byl pfidan sublancin pii 0,5xMIC, 1xMIC,
2xMIC nebo 4xMIC. Jako pozitivni kontola slouzila kultura s ciprofloxacinem, bakterialni kultura bez ptidaného
sublancinu a kultura s rifampicinem jako kontrola negativni. Data pochazi ze tii nezavislych experimentt.

(B) Percentuélni inkorporace *H-uridinu do RNA u B. subtilis ASPP byla méfena v zavislosti na ¢ase. Do bakterialni
kultury bylo ptidéno 0,8 pCi/ml *H-uridinu. Po 15 min byl piidan sublancin pfi 0,5xMIC, 1xMIC, 2xMIC nebo
4xMIC. Jako pozitivni kontola slouzila kultura s rifampicinem, bakterialni kultura bez ptidaného sublancinu a kultura
s ciprofloxacinem jako kontrola negativni. Data pochézi ze tii nezavislych experimenti.

(C) Procentualni inkorporace *C-znaéenych aminokyselin do proteint u B. subtilis ASPB byla méfena v zavislosti na
&ase. Do bakterialni kultury bylo pfidano 0,8 uCi/ml *C-znagenych aminokyselin. Po 15 min byl pfidén sublancin pii
0,5xMIC, 1xMIC, 2xMIC nebo 4xMIC. Jako pozitivni kontola slouzila kultura s chloramfenikolem, bakterialni
kultura bez pfidaného sublancinu a kultura s ciprofloxacinem jako kontrola negativni. Data pochazi ze tii nezavislych
experimentu.

(D) Procentualni inkorporace *C-znageného N-acetyl-D-glukosaminu do bun&éné stény u B. subtilis ASPP byla
méiena v zavislosti na ¢ase. Do bakterialni kultury bylo pfiddno 0,8 pCi/ml “C-zna¢eného GlcNAc. Po 15 min byl
pridan sublancin pfi 0,5xMIC, 1xMIC, 2xMIC nebo 4xMIC. Jako pozitivni kontola slouzila kultura s vancomycinem,
bakterialni kultura bez ptidaného sublancinu a kultura s ciproflaxinem jako kontrola negativni. Data pochazi ze tfi
nezavislych experimentt (pfevzato a upraveno z C. Wu et al., 2019).
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5. Zaver

AMP slouzi jako ochrana proti bakteriim poctu zivych organismi, v€etné samotnych bakterii. Jsou
to velmi malé, asto modifikovatelné latky, které v fade pfipadi nemaji v bakterialni buiice pouze jeden cil,
ale mohou zasahovat ne¢kolik diilezitych/esencidlnich procest. Diky takovym vlastnostem ma fada z nich
potencidlni vyuziti pfi vyvoji novych antibiotik. Nicméné, velmi dlouho byla v minulosti vénovéana
pozornost predevsim AMP, které v bakteridlni membrané tvoii pory. AMP, které maji intracelularni cile,
jsou vice studovany pfiblizné od zacatku tohoto stoleti a v mnoha piipadech neni zatim zcela ziejmy jejich
presny mechanismus pusobenti, i kdyz je zndmo, na ktery bunéény proces cili. Pfikladem mohou byt AMP
interferujici se syntézou DNA, napt. buforin II ¢i tachyplesin 1.

Dale je jednim z takovych AMP sublancin, na ktery jsem se v této praci zametila. Ackoli byl
sublancin objeven pted vice nez 20 lety (Paik et al., 1998), jeho interakce s cilovou bakterialni bunikou je
popsana jen velmi omezené. Nicméné, pomérné podrobné je popsan proces maturace tohoto peptidu.
Sublancin je syntetizovan jako 56 aminokyselin dlouhy prepeptid. Je glykosylovany pomoci enzymu SunS,
v jeho struktufe jsou vytvofeny dva disulfidické mustky proteiny BdbA a BdbB. Transportér SunT
sublancin zbavuje vedouciho peptidu a zaroven ho transportuje z bunky (Dorenbos et al., 2002; Oman et
al., 2011; Paik et al., 1998). Byly navrhnuty nekteré molekuly, se kterymi sublancin nejspiSe piimo
interaguje, nebo alespon nepiimo ovliviuji jeho aktivitu, jako transportni systém pro cukerné zdroje uhliku
PTS, nebo mechanosensitivni kanal MscL (Garcia De Gonzalo et al., 2015; Kouwen et al., 2009). Posledni
vyzkumy ukazuji, Ze ma sublancin pravdépodobné nejvetsi vliv na syntézu DNA (C. Wu et al., 2019), ale
o jeho mechanismu ptsobeni v cilové buiice je znamo velmi malo.

Tato prace byla vypracovana pod Laboratoii mikrobidlni genetiky a genové exprese, kde je
momentalné ¢ast vyzkumu sublancinu vénovana. Praci jsem proto vypracovala jako literarni reSersi
shrnujici znamé poznatky o AMP interferujicich s bunécnymi procesy a piedevsim sublancinu, kterému se
budu déle experimentalné vénovat. Mym cilem v budouci diplomové praci tedy bude ptispét k rozlusténi
mechanismus piisobeni tohoto AMP.

Konkrétni zminéné mechanismy ptisobeni AMP na bakterialni bunku zndzornuje schéma ptilozené

zéveérem této prace (Obr. 17).
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Obrazek 17: Schéma riznych mechanismii pisobeni AMP

Grafické znazornéni vSech zminénych funkci AMP s konkrétnimi piiklady, véetné AMP membranu rozrusujicich i
nerozruSujicich. Otaznikem a pferusovanou Sipkou je znazornéna nejasna role sublancinu (zelen¢) v plisobeni na

cilovou buiiku. Nakresleno pomoci BioRender.
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