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Abstrakt

Bakteriociny st ribozomalne syntetizované antimikrobne peptidy a proteiny produkované baktériami.
Jednou z podskupin bakteriocinov gramnegativnych baktérii s mikrociny. Jednd sa o antimikrébne
peptidy s velkostou menSou ako 10 kDa, produkované baktériami z celade Enterobacteriaceae.
Mikrociny tvoria vel'mi variabilnt skupinu bakteriocinov, a to nielen z pohl'adu mechanizmu uc¢inku,
ale aj d’alSich charakteristik predstavenych v tejto praci. Medzi tieto charakteristiky patria genetické
determinanty mikrocinov, ich posttranslacné modifikacie, transport a sposob imunity produkujuce;j
bunky. V porovnani s inymi skupinami bakteriocinov sa jedna o menej preskimané peptidy. Pribudaju
vSak prace, ktoré poukazuju na ich potencidlne vyuzitie v medicine. Tato bakalarska praca zahtia
aktualne poznatky o Strukture a mechanizme ucinku najlepsie preskimanych mikrocinov (B17, J25, C7
a E492), ktoré sa vSetky vzajomne vel'mi lisia. Poznatky o fungovani mikrocinov prezentované v tejto

praci st podkladom pre d’alsi vyskum zaoberajtci sa ich praktickym vyuzitim.

KrPuacové slova: bakteriociny, mikrociny, antimikrébne peptidy, posttranslatnd modifikacia,

Enterobacteriaceae

Abstract

Bacteriocins are ribosomally synthetised antimicrobial peptides and proteins produced by bacteria. One
of the groups of bacteriocins are microcins. Microcins are antimicrobial peptides with size under 10
kDa, produced by bacteria of the Enterobacteriaceae family. Microcins form a heterogenous group of
bacteriocins, not only in terms of mechanism of action but also other characteristics presented in this
work. These characteristics include genetic determinants of microcins, posttranslational modifications,
transport and aslo how immunity of the producing cell is ensured. Compared to other bacteriocins,
microcins are less researched. However, there is a growing number of articles pointing to their potential
use in medicine. This bachelor thesis includes current knowledge about the structure and mechanism of
action of most researched microcins (B17, J25, C7 and E492), which are all very different from each
other. The knowledge about microcins presented in this work is the basis for further research concerning

their practical use.
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Enterobacteriaceae
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Uvod

Podl'a Waksmana, (1947) je antibiotikum chemicka latka produkovana mikroorganizmami, ktora
ni¢i iné mikroorganizmy alebo inhibuje ich rast. Pod tato definiciu spadaju klasické antibiotikd,
organické molekuly syntetizované v komplexnych enzymovych drahach. Rovnako tato definicia plati aj
pre ribozomalne syntetizované antimikrobne oligopeptidy a polypeptidy (*Hansen, 1993). K definicii
od Waksmana mozno eSte dodat, Ze producentom antibiotickych latok nemusia byt iba
mikroorganizmy. K januaru 2024 je v databaze antimikrobnych peptidov (https.//aps.unmc.edu/)
evidovanych 250 rastlinnych a 2463 zivociSnych antimikrobnych peptidov (Wang et al., 2016). Ich
funkcia v mnohobune¢nych organizmoch je predovsetkym ochrana pred baktériami, v mensej miere aj
pred virusmi, hubami, parazitmi a dokonca aj pred rakovinnymi bunkami (*Huan et al., 2020).
Antimikrébne peptidy a proteiny produkované baktériami a cielené proti baktériam sa nazyvaji
bakteriociny (Jacob et al., 1953). Jednou z podskupin bakteriocinov st posttransle¢ne modifikované
peptidy s velkost'ou mensou ako 10 kDa, produkované gram-negativnymi enterobaktériami. Prave na
zéaklade malej molekulovej velkosti boli v roku 1976 kategorizované do jedinej skupiny a nazvané

mikrociny (Asensio et al., 1976).

Tato bakalarska praca je rozdelena do dvoch &asti. Ulohou prvej ¢asti je predstavit’ bakteriociny,
a tym zasadit’ mikrociny do kontextu antimikrébnych proteinov produkovanych baktériami. Druh4 cast’
je zlozena z kapitol, ktoré poskytuji prehl'ad o genetickom pozadi mikrocinov, o ich syntéze, transporte
a o imunite a rezistencii proti mikrocinom. Najvac¢§ia pozornost’ vramci druhej kapitoly je venovana
podkapitole o mechanizme ucinku, teda o tom, akym sposobom mikrociny interaguju s cielovymi
bunecnymi S$truktirami. V tejto praci st mikrociny diskutované predovsetkym na trovni jednej
bakterialnej bunky. Netreba vSak zabudat, ze jednym z typickych prostredi s vysokym zastupenim
mikrocin produkujucich kmenov je traviaca sustava cicavcov s velkou hustotou bakteridlnych buniek
(*Cole et al., 2022). Mikrociny sa podiel'aji na modulacii takto druhovo bohatého prostredia (Ma et al.,
2023), ¢im tvaruju mikrobiom hostitel'ského eukaryotického organizmu (Shang et al., 2021). Mikrociny
modzu eukaryoticky organizmus ovplyviiovat’ aj priamo. Varas et al., (2020) ukazali, ze mikrocin E492
ma silné protinadorové ucinky proti 'udskym kolorektalnym nadorovym bunkam. Tymto odstavcom
som chcel nacrtnut’ rozsah, v ktorom mikrociny moduluju okolité prostredie a ukazat’ jeden zo smerov,
ktorym sa vyzkum mikrocinov ubera. Znalosti o syntéze, mechanizme U¢inku, transporte a rezistencii

jednotlivych mikrocinov su kl'icové pre d’alsi vyzkum zaoberajuci sa ich praktickym vyuzitim.


https://aps.unmc.edu/

1 Bakteriociny

Prvym popisanym bakteriocinom bol v roku 1925 kolicin V (neskor premenovany na mccV)
produkovany baktériou Escherichia coli (Gratia, 1925). Termin bakteriocin bol prvykrat pouzity az o 28
rokov neskor a definovany ako protein kolicinoveho typu s vnutrodruhovou aktivitou danou
pritomnostou Specifickych adsorbénych receptorov na ciel'ovej bunke (Jacob et al., 1953). Neskor
k tejto definicii pribudli d’alSie charakteristiky, a to Ze genetické¢ determinanty bakteriocinu su
lokalizované na plazmide (DeWitt & Helinski, 1965) a ich syntéza je pre produkujucu bunku letalna
(*Tagg et al., 1976). S postupnym objavom d’alsich bakteriocinov viak bolo jasné, Ze nie vietky spiiaju
povodnu definiciu. Niektoré bakteriociny gram-pozitivnych baktérii nevykazuju Specificku adsrobciu
(Gagliano & Hinsdill, 1970; Upreti & Hinsdill, 1975), niektoré bakteriociny su kodované
chromozomalne (Joerger & Klaenhammer, 1986) a niektoré bakteriociny st exportované Specifickymi
exportnymi drahami a nevyzaduju lyzu produkujicej bunky (Havarstein et al., 1995). Pre potreby
klasifikdcie moZeme bakteriociny rozdelit podla typu produkujucej bunky na bakteriociny

grampozitivnych bakterii a bakteriociny gramnegativnych bakterii (Tab.1 a Tab.2).

1.1 Bakteriociny produkované grampozitivnymi baktériami

Klasifikacia bakteriocinov grampozitivnych bakterii je zalozena predovsSetkym na rozdielnej
molekulovej hmotnosti, miere post-translacnych modifikacii, sekvencii aminokyselin ale aj na zaklade
mechanizmu ucinku. Podl'a Acedo et al., (2018) st rozoznavané tri hlavné triedy, zobrazené v Tabulke

1.

Trieda I je tvorena bakteriocinmi s vyraznou posttranslacnou modifikéaciou a vel’kostou do 5 kDa.
Povodne sem patrili iba lantibiotika, dnes s v triede I zaradené mnohé d’alSie peptidy. Kazda podtrieda
triedy I si nesie svoju Specificku posttranslaéni modifikaciu, strucne charakterizovant v Tabulke 1.
V pripade lantibiotik si to nezvyc¢ajné thioéterové a dehydratované aminokyseliny, predovsetkym
lantionin, metyl-lantionin, dehydroalanin a dehydrobutyrin (*Islam et al., 2012). Prvym
charakterizovanym bakteriocinom z tejto skupiny bol Nisin, produkovany baktériou Streptococcus
lactis (Mattick & Hirsch, 1944). Nisin sa viaze na molekulu lipidu II, ¢im brani syntéze peptidoglykanu
a zaroven tvori pory v plazmatickej mebrane (Wiedemann et al.,, 2001). Jednym =z tychto dvoch
mechanizmov fungujt aj ostatné lantibiotika (*Islam et al., 2012). Ako receptor m6zu okrem lipidu II
sluzit’ aj iné molekuly. Napriklad cinnamycin selektivne interaguje s fosfatidyletanolaminovou polarnou

hlavickou membranovych lipidov (Vestergaard et al., 2019).



Tabul’ka 1 — Klasifikacia bakteriocinov grampozitivnych bakterii. V stipci s nazvom Charakteristika
je vlastnost’ podtriedy, ktorou sa odliSuje od ostatnych podtried. V triede I chcem zdoraznit’ pestrost’
posttransla¢nych modifikacii, a to preto, Ze aj mikrociny nesu niektoré modifikacie. MccJ25 je lasso
peptid a mccB17 obsahuje azolové heterocykly. Tabul'ka bola vytvorena podla prehl'adového ¢lanku
Acedo et al., (2018).

Trieda Podtrieda Charakteristika Priklad
Lantibiotika thloeterov.e a dehxdratovane Nisin
aminokyseliny
Lipolantiny MK na N-konci + avionin* Microvionin
. . 6-Clankovy dusikaty .
Tiopeptidy heterocyklus Tiostrepton
Glykociny Glykosylovany Cys, Ser, Thr Glykocin F
I Lineéarne azol-obsahujuce Oxazolové a thiazolové Goadsporin
< 5kDa peptidy heterocykly p
Modifikované 5
Lasso peptidy Intramf) lelfularny kruh Lariatin A
s prevle¢enym C-koncom
Vizba medzi atbmom siry
Saktibiotika cysteinu a a- uhlikom Subtilosin A
vedl'ajSej aminokyseliny
Peptidy podobné pediocinu YGNG motiv, S-S mostik Sakacin P
I Dvojpeptidové bakteriociny Zlozené z dvoch proteinov | Plantaricin EF
= 1(.) kDa . Bakteriociny b;z leader Neobsahuju leader sekvenciu | Enterocin 7A
Nemodifikované sekvencie
Iné linearne peptidy Neobsahuju YGNG motiv Enterocin B
11 Bakteriolyziny Hydrolyza peptidoglykanu Lysostafin
>10 kDa
Nelytické bakteriociny Inhibicia prijmu glukdzy Dysgalakticin

MK — mastna kyselina. *Avionin je triaminodikarboxylova kyselina.

Druht triedu bakteriocinov produkovanych grampozitivnymi baktériami tvoria peptidy, ktoré
neobsahuji posttranslacné modifikacie a ich vel'kost' nepresahuje 10kDa. V ramci druhej triedy su
podla (*Acedo et al., 2018) rozoznavané 4 podtriedy. Kazda podtrieda je opat’ nie¢im charakteristicka.
Podtrieda Ila oznacovana aj ako peptidy podobné pediocinu, maji konzervovany N-terminalny motiv,
obsahuju aspon jeden disulfidicky mostik a amfipaticky a-helix a nesu kladny naboj (*Zimina et al.,
2020). Za zmienku stoja aj dvojpeptidové bakteriociny podtriedy IIb. Jedna sa o bakteriociny, zlozené
z dvoch, samostatne syntetizovanych peptidov, pricom antimikrobny ucinok je najvyssi v pritomnosti

oboch peptidovych zloziek v rovnakom pomere (Nissen-Meyer et al., 1992).

Trieda III zahfiia bakteriolyziny a nelytické bakteriociny. Bakteriociny tejto triedy st vécsie
molekuly ako bakteriociny triedy I a II. Lysostafin, jeden z bakteriolyzinov s molekulovu hmotnost'ou
okolo 30kDa, Stiepi peptidovi vdzbu medzi glycinmi v pentaglycinovych mostikoch peptidoglykanu
bakterii rodu Staphylococcus (Chandra Ojha et al., 2018). Iné bakteriolyziny sa liSia v konkrétnej
peptidovej vizbe, ktor hydrolyzuja (Gargis et al., 2009) avSak vysledok je rovnaky, naruSenie integrity
bunecnej steny vedie k 1yze bunky (Khan et al., 2013). Velkost nelytickych bakteriocinov sa pohybuje
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v podobnom rozmedzi. Dysgalakticin o velkosti 21,5 kDa (Swe et al., 2009) a dvakrat vacsi kaseicin 80
(Miiller & Radler, 1993) patria do tejto podtriedy. Ich mechanizmus ucinku spociva
v naruseni metabolizmu glukézy. Dysgalakticin interaguje s Man-PTS systémom, ktory blizsie

predstavim neskor, v suvislosti s mikrcinom E492 (Swe et al., 2009).

1.2 Bakteriociny produkované gramnegativnymi baktériami

Prvou skupinou bakteriocinov produkovanych gramnegativnymi baktériami st uz spominané
koliciny. Ich mechanizmus ucinku spociva v tvorbe poru v bakterialnej membrane alebo v degradacii
nukleovych kyselin (Parker et al., 1989; Schaller & Nomura, 1976). Avsak existuju aj iné mechanizmy,
prikladom je kolicin M, ktory enzymaticky degraduje prekurzory peptidoglykanu a vedie k inhibicii
jeho syntézy (El Ghachi et al., 2006). Dalsim prikladom je kolicin Z, ktory taktieZ cieli na peptidoglykan
(Micenkova et al., 2019). Velkost kolicinov je variabilna, pohybuje sa od 10,4 kDa v pripade kolicinu
Js (Smajs & Weinstock, 2001), az po 75 kDa velkého kolicinu D (Roos et al., 1989). Koliciny st na
zéklade spdsobu akym st transportované do ciel'ovej bunky klasifikované do dvoch skupin. RozliSujeme
skupinu A, ktora vyuziva transportny systém Tol a zahfnia koliciny A, E1 az E9, K, L, N, S4, Ua Y
(Davies & Reeves, 1975a). Koliciny B, D, Ia, Ib, M, 5, al0 patria do skupiny B a do bunky st

importované cez TonB systém (Davies & Reeves, 1975b).

Bakteriociny su okrem Escherichia coli produkované aj inymi gramnegativnymi baktériami. St
oznacCované ako bakteriociny podobné kolicinom a ich ndzvy st odvodené podl'a mena produkujuce;j
baktérie. Klebsiella pneumoniae produkuje klebiciny (Riley et al., 2001), Yersinia pestis pesticiny
(Rakin et al., 1996), Serratia marcescens produkuje marcesciny (Fuller & Horton, 1950). Takato
nomenklatira vSak Casto neplati. Citrobakter freundii produkuje kolicin A (Varenne et al., 1981),
Shigella boydii produkuje kolicin U (Smajs et al., 1997) a Yersinia frederiksenii produkuje kolicin Fy
(Bosak et al., 2012). Druhou skupinou su bakteriociny s velkostou mensou ako 10kD. Ich objavitelia

ich nazvali mikrociny (Asensio et al., 1976). Kapitola 2 bude zamerané prave na tieto antimikrobne

peptidy.



Tabul’ka 2 - Klasifikdcia gramnegativnych bakteriocinov. V stipci s prikladmi si ervenou farbou
vyznacené bakteriociny, ktoré Stiepia nukleové kyseliny. Koliciny E2, E7, E8, E9, klebicin B a pyocin
S4 stiepia DNA. Koliciny E3, E4 a E6 hydrolyzuja ribozomalnu RNA a kolicin D Stiepy tRNA.
Kolicin M a pesticin, vyznacené zelenou farbou stiepia peptidoglykan. Zvysné, farebne neoznacené
bakteriociny tvoria por v membrane cielovej bunky. Mikrociny, vyznac¢ené modrou farbou budu
pojednané samostatne v d’alSich kapitolach. Tato tabulka bola vytvorena podl'a prehl’'adového ¢lanku
o kolicinoch (*Cascales et al., 2007). Dalsie informacie boli doplnené z préc citovanych v tejto
kapitole. Informéacie o mikrocinoch boli doplnené z Obrazku 1.

Trieda Podtrieda Charakteristika Priklad
. A, El, E2, E3, E4, ES, E6, E7,
Koliciny A Import cez Tol systém ES.E9.K.L.N. S4 U, Y
10-75kDa B Import cez Ton B systém B, D, Ia, Ib, M, 5, 10
Bakterloclrny Proc}qkoyane 1,nym,1 gramnegativnymi Pyocin S4, pesticin, klebicin B,
podobné baktériami. Vel'kostou a mechanizmom ocin S5
kolicinom ucinku st podobné kolicinom py
Mikrociny I <5 kDa C7,B17, 125
<10kDa
II <10kDa E492, M, L, V,N
Bakteriociny . PPN .
podobné chvostu Typ R Obsahujt kontraktilny plast Pyocin R2
bakteriofagov Typ F Neobsahuju kontraktilny plast’ Pyocin F1

Odlisnou a zaujimavou skupinou st bakteriociny podobné chvostu bakteriofdga (phage-tail like
bakteriocins - PTLB). Jedn4 sa o Struktary zloZené zo stoviek helikalne usporiadanych proteinovych
podjednotiek, pozorovatelnych v elektronovom mikroskope (Takeda & Kageyama, 1975). PTLB st
Struktirne homologické s chvostom bakteriofagov, ktory sluzi na penetraciu bakterialnej membrany
a transport DNA a proteinov do hostitel'skej bunky. Homoldgia s chvostom bakteriofaga nie je nahodna
ale dand evoluc¢nou pribuznostou a okrem PTLB pozorovana aj u sekre¢ného systému typu VI (Lee et
al., 2016, Leiman et al., 2009). Na rozdiel od sekrecného systému typu VI, PTLB nesprostredkuvaja
ziaden transport. Ich toxicita spoc¢iva v zabudovani sa do membrany hostitel'skej bunky a tvorbe poru
(Ge et al., 2015). Prvymi objavenym a najviac preskimanymi PTLB st pyociny produkované
Pseudomonas Aeruginosa (Jacob, 1954). Podla Struktiry a spdsobu inzercie do membrany rozliSujeme
dva typy pyocinov: R a F (Kuroda & Kageyama, 1979; Takeda & Kageyama, 1975). Existuju aj pyociny
typu S, tie vSak funguju podobne ako nukleazové koliciny (Elfarash et al., 2012), alebo porotvorné
koliciny (Elfarash et al., 2014). Okrem pyocinov su zname aj PTLB produkované inymi

gramnegativnymi baktériami, napriklad Pragia fontium a Budvicia aquatica (Smarda & Benada, 2005).



2 Mikrociny

Mikrociny patria k ribozomalne syntetizovanym a posttranslacne modifikovanym peptidom
(RiPP). RiPP mo6zeme chapat’ ako zakladné prirodné produkty, akymi st okrem inych aj terpenoidy,
alkaloidy, polyketidy a neribozomalne syntetizované peptidy (*Arnison et al., 2013). Od kolicinov sa
mikrociny lisia predovsetkym mensou velkost'ou, na zaklade ktorej boli podl'a Asensio et al., (1976)
kategorizované do jednej skupiny. DalSou charakteristikou mikrocinov je vyrazna posttranslaéna
modifikacia (PTM), aj ked’ toto tvrdenie neplati pre mikrociny triedy Ila (Azpiroz & Lavifia, 2007;
Corsini et al., 2010; Pons et al.,, 2004). Odlisny je aj sposob exportu mikrocinov a kolicinov

z produkujicej bunky, o ¢om sa este zmienim v kapitole o transporte mikrocinov (2.5.1).

2.1 Klasifikacia

Rozdelenie mikrocinov do dvoch skupin navrhli Gaillard-Gendron et al., (2000). Urobili tak
predovsetkym na zaklade molekulovej hmotnosti a lokalizacie toxicity (intracelularne ciele u¢inku pre
triedu I a cytoplasmaticka membrana pre triedu II). Toto rozdelenie bolo neskor upravené vd’aka idajom
o zlozeni genetickych determinant a miere post-translaénych modifikacii. Na Obrazku 1 je zhrnutie

klasifikacie podl'a *Duquesne et al., (2007).

Trieda | — Vyrazna PTM
— Intracelularne ciele
MccB17, MccC7, Mccl25 . .
— 4-6 génov na plazmide

— — Ziadne PTM, disulfidické vazby

Trieda lla — Ciel je plazmaticka membrana alebo $truktiry v nej
Mccl, MccV, MccN lokalizované

— 4-5 génov na plazmide

5-10 kDa

— PTM na C-konci

Trieda llb — Ciel je plazmatickd membrana alebo Struktury v nej
MccE492, MccM, MccH47 lokalizované

— cca 10 génov na chromozome

Obrazok 1 — Klasifikacia mikrocinov vytvorena podl'a prehl'adového ¢lanku Duquesne et al., (2007).
Dalsie charakteristiky boli doplnené z ¢lankov citovanych v kapitole genetické determinanty.



Podla *Parker & Davies, (2022) boli osekvenované genetické determinanty pétnastich
mikrocinov. Ani na Obrazku 1, ani d’alej v tejto praci nemam spomenutych vSetkych 15 mikrocinov
nakol’ko mnoho znich, napriklad mikrocin S (Zschiittig et al., 2012), nebolo izolovanych a vela
informdcii k nim zatial' neexistuje. NavySe, vd’aka napredujiicim bioinformatickym metédam budi
v blizkej buducnosti nachddzané nové mikrociny rychlej$im tempom akym to bolo doteraz (*Cole et al.,
2022). Mojim ciel'om teda nie je podrobne charakterizovat’ vSetky mikrociny ale popisat’ a medzi sebou

porovnat’ predovsetkym tie najlepsie preskimané.

2.2 Genetické determinanty

Oblast’ zodpovedna za produkciu mikrocinov je zlozena z viacerych génov a moze sa nachadzat’
na plazmide alebo chromozéme. Spolo¢nym znakom pre vSetky mikrociny je pritomnost’ jedného génu
kédujuci samotny peptid, jedného alebo viacerych génov zodpovednych za produkciu modifika¢nych
enzymov, d’alej génov umoznujucich export mikrocinu do prostredia a génov zabezpecujicich imunitu
produkujucej bunky. Kazdy mikrocin mé svoje vlastné Specifické usporiadanie génov a Specificka
regulaciu transkripcie. Mikrociny v ramci jednotlivych tried su si vSak v tomto aspekte podobné, a to
natol’ko, Ze niektoré gény st u pribuznych mikrocinov medzi sebou zamenitel'né (Vassiliadis et al.,
2010). Trieda Ila je charakteristickd styrmi alebo piatimi génmi, usporiadanymi do dvoch alebo do
jedinej transkripcnej jednotky (Corsini et al., 2010; Gilson et al., 1987; Pons et al., 2004). Gény
mikrocinov triedy IIb su naopak lokalizované priamo na chromozdéme produkujucej bunky, zlozené
z desiatich génov usporiadanych, v pripade mcc E492, az do siedmich transkripcnych jednotiek (Lagos
et al., 2001; Vassiliadis et al., 2010). Genetické determinanty mikrocinov triedy I su lokalizované na
plazmide, obsahuju $tyri az Sest’ génov. Gény pre syntézu mikrocinu st zoskupené v operone a gén pre
imunitu je transkribovany samostatne, v pripade mccC7 v opa¢nom smere (Eduardo Gonza et al., 1995;

Li et al., 2021; San Millan,’ et al., 1985; Solbiati et al., 1996).

K transkripcii tychto génov a produkcii mikrocinov dochddza v stacionarnej faze rastu
bakterialnej kultiry a v exponencnej faze je prakticky nulova (Chico et al., 1986). AvSak neplati to pre
vSetky mikrociny. Zatial nie je jasné preco, ale produkcia mccE492 amccN vrcholi pocas

exponencidlneho rastu (Corsini et al., 2010; de Lorenzo, 1984).

Na zéver tejto kapitoly sa eSte zmienim o latkach podobnych mikrocinom ( ,,microcin-like
substances®). Genetické determinanty homologické mccC7 z Escherichia coli boli najdené v
grampozitivnych baktériach a dokonca aj v cyanobaktériach (Bantysh et al., 2014). Produkty tychto
génov st podobné mecC7 avsSak nie totozné, odlisny je aj ich pocet a usporiadanie v génovom zhluku
(Serebryakova et al., 2016). O moznom horizontdlnom genetickom presonse mccC7 vramci

enterobakterii mccC7 sa na zaklade obsahu G+C parov zmienuje Fomenko et al., (2003), a o prenose
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z enterobakterii do cyanobakterii rodu Synechococcus uvazuju aj Paz-Yepes et al., (2013). Horizontalny
geneticky prenos medzi réznymi druhmi a vy$S$imi taxonomickymi skupinami nie je Casty ale tiez sa
deje (Redondo-Salvo et al., 2020). VSeobecne sa da povedat, Ze evolicna historia mikrocinov je iba

malo preskiimana téma.

2.3 Struktirna pestrost’ mikrocinov a tiloha post-translaénych modifikacii

Strukttrna roznorodost’ mikrocinov je dana rozsahom posttranslaénych uprav. V pripade mecC7
su PTM tak vyrazné, ze z ribozomalne syntetizovaného peptidového prekurzoru ostane pritomna jedina
aminokyselina (Roush et al., 2008). Naopak u mikrocinov z triedy Ila k ziadnym PTM nedochadza
(Corsini et al., 2010; Pons et al., 2004). Najvacsie rozdiely v Struktire a procese PTM najdeme v ramci
mikrocinov skupiny I. Preto v tejto kapitole blizSie predstavim troch zastupcov tejto triedy: mccB17,
mccC7 a mccJ25. Najlepsie preskimanym zastupcom triedy 1Ib je mccE492, preto ho blizsie predstavim

v tejto kapitole aj v kapitole o0 mechanizme tc¢inku (2.4.4).

2.3.1 Mikrocin B17

Maturacia mccB17 sa sklada z dvoch krokov, zobrazenych na Obrazku 2. Samotna peptidova
kostra mccB17 vznika transkripciou a translaciou génu mcbA, sklada sa zo 69 aminokyselin a oznacuje
sa ako preMccB17 (Yorgey et al., 1993). Za jeho maturaciu zodpoveda komplex microcin B17 syntaza,
zloZeny z troch enzymov McbBCD. Tie katalyzuju tvorbu Styroch oxazolovych a Styroch tiazolovych
heterocyklov celkom zo Siestich glycinov, S$tyroch serinov a Styroch cysteinov. Katalyza zahfia
cyklizaciu, dehydrogenaciu a dehydrataciu (Li et al., 1996). Vznika upraveny, 43 aminokyselin dlhy
proMccB17 (Davagnino et al., 1986). Na zaver je odstrihnutych 26 aminokyselinovych zvyskov z N-
konca peptidu, ktoré slizili ako miesto rozpoznania a naviazania modifikaénych enzymov (Madison et

al., 1997).
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Obrazok 2 — A) Posttranslacné Gpravy prekurzoru preproMccB17 (niekde oznacovany iba ako
preMccB17) prebieha v dvoch krokoch. Prvym je uprava komplexom enzymov McbBCD, potom
nasleduje proteolyza aminokyselin 1-26 z N-konca peptidu, vyznacené zelenou farbou. Vysledkom je
43 aminokyselin dlhy peptid, ktory obsahuje 2 bisheterocykly a 4 heterocykly thiazolu a oxazolu,
zvyraznenych v ¢ervenych raméekoch. Obrazok prevzaty z prace Roy et al., (1999) B) Schématicky
diagram posttransla¢nej apravy komplexom McbBCD prevzaty z prace Madison et al., (1997)
priblizuje akym sp6sobom dochéadza k vzniku tiazolu a oxazolu.

2.3.2 Mikrocin J25

K podobnej syntéze ako je opisand vysSie dochadza aj v pripade mccJ25. Posttranslacni
modifikaciu zabezpecuji enzymy mcjB a mcjC, ktoré spoli asociuju a vytvaraju komplex autormi Yan
et al., (2012) nazvany mikrocin J25 syntetdza. Katalyzuji tvorbu intramolekularnej peptidovej viazby
medzi prvou a 6smou aminokyselinou mikrocinu, ¢im tvoria kruh (Gly' -Glu®), cez ktory je prevledeny

a nekovalentne prichyteny C-koniec peptidu (Wilson et al., 2003). Nasleduje odstiepenie 37



aminokyselin dlhej veducej sekvencie (leader sequence) a vysledkom je maturovany mecJ25 o dizke 21

aminokyselin (Blond et al., 1999).

2.3.3 Mikrocin C7

Prekurzorom pre syntézu mccC7 je heptapeptid: fMet-Arg-Thr-Gly-Asn-Ala-Asp , produkt génu
mccA o dizke iba 21parov bazi (Gonzalez-Pastor et al., 1994; Guijarro et al., 1995). Pri posttransla¢nej
modifikacii dochadza k tvorbe N-acylfosforamidovej vizby medzi dusikom modifikovaného aspartatu
7 a fosfatom ATP, priCom vznika peptid aspartamid-adenylat. Tato rekcia sa sklada z viacerych krokov,
najprv dochadza k premene asparaginu 7 na aspartat s amidovou skupinou a nasledne k vzniku vézby
s fosfatom ATP (Roush et al., 2008). Enzym katalyzujuci tuto reakciu, MccB, je bakterialny predchodca
eukaryotického ubiquitin aktivacného enzymu E1 (EC 6.2.1.45). Ten adenyluje ubiquitine-like proteiny,
¢im aktivuje ubiquitinylacnu kaskadu (Regni et al., 2009). K peptid aspartamid adenylatu je nasledne
eSte cez atom kyslika napojena 3-aminopropylova skupina zvysujiuca mikrobidlnu aktivitu (na Obrazku
3 zvyraznend v zltom kruhu). Za tuto Gpravu zodpovedaju d’al§ie dva modifikacné enzymy (Metlitskaya
et al., 2009). K finalnej uprave mccC7 dochaddza az v cielovej bunke. NeSpecifické peptidazy
hydrolyzuju peptidovu vizbu Ala®-Asp’ (na Obrazku 3 zvyraznené Cervenou Sipkou) za vzniku
upraveného aspartat-AMP. Prekurzor mccC7 neobsahuje veducu sekvenciu ako to je v pripade mccB17
alebo mccJ25. Enzym MccB vSak pre véizbu a katalyzu vyzaduje formylovu skupinu na metionine (na

Obrazku 3 vyznacena zelenym kruhom) (Dong et al., 2019).

0 0]
1 Il ¢ Il
Met =Arg =Thr-Gly=-Asn -Ala-C—NH—(I'.‘H— C—NH

i
COO"

Asp7

Obrazok 3 — Chemicka struktura molekuly mikrocinu C7 , prevzata z prace Guijarro et al., (1995).

V modrom ramceku je zvyraznend posttranslacna modifikacia heptapeptidu mecC7, zaroven
znazoriyje jeho plne maturovana formu, ktora vznika hydrolyzou vizby s ¢ervenou Sipkou. Modra
Sipka ukazuje na N-acylfosforamidovu viazbu. V zltom kruhu je vyznaéena 3-aminopropylova skupina.
V zelenom kruhu je vyznacena formylova skupina na amino skupine metioninu.
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2.3.4 Mikrocin E492

V Struktire maturovaného mccE492 niajdeme neribozomalne syntetizovany peptid:
glykosylovany trimér N-(2,3- dihydroxybenzoyl)-L-serine (DHBS3). Jedna sa o upraveny enterochelin,
bakterialny sideroforovy peptid, ktorého ulohou je z prostredia vychytavat’ zelezité kationy (Nolan et
al., 2007; Pollack & Neilands, 1970). DHBS;3 je esterovou védzbou cez molekulu glukézy pripojeny na
C-koniec ribozomalne syntetizovanej peptidovej kostry MceA (Obrazok 4). Na PTM sa podielaja Styri
proteiny: MceCDIJ, vSetky st sucast'ou chromozomalne lokalizovaného génového klastru pre syntézu
mccE492 (Lagos et al., 2001). Enzymy MceC (glykosyltransferaza) a MceD (esteraza) modifikuju
(glykosyluju a linearizuju) enterochelin, zatial¢o enzymaticky komplex Mcell katalyzuje jeho

pripojenie na C-koniec MceA (Corsini et al., 2002; Nolan et al., 2007).

1 40
GETDPNTQLL NDLGNNMAWG AALGAPGGLG SAALGAAGGA

41
LQTVGQGLID pv LIGPSWNGSG SGYNSATSSS

o OH
H
N HO
(o]
N

GSGS— c

DHBS3

B-D glucose

Obrizok 4 — Struktiira mccE492 prevzata z prace Destoumieux-Garzon et al., (2006). V modrom
ramceku je zvyraznena posttranslacna modifikacia. V cervenych ramcekoch su vyznacené
aminokyseliny ktoré tvoria man-PTS rozpoznavaciu doménu, o ktorej sa eSte zmienim v kapitole
o mechanizme uc¢inku (2.4.4).

VysSie popisana PTM charakterizuje aj mccH47 a mccM, dalSie mikrociny triedy IIb, a
zabezpecuje ich transport cez sideroforové receptory do periplazmatického priestoru bunky (Vassiliadis
et al., 2010). Bakteriocidny efekt je zabezpeCeny samotnou peptidovou castou tychto mikrocinov
(Bieler et al., 2006). V pripade mccH47 a mccM sa tato peptidova Cast’ odliSuje od mccE492 nie len
sekvencne, ale aj mechanizmom uc¢inku (Rodriguez & Lavifia, 2003). Naopak, mccN (z triedy Ila) je
sekvencne homologicky s mccE492 (Ilb) (Corsini et al., 2010). Medzi spolo¢né znaky oboch tried (Ila

a IIb) patria veduce sekvencie s motivom glycin-glycin, funkéne spojené s ABC-transportnym
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systémom (Corsini et al., 2010; Havarstein et al., 1995; Pons et al., 2004). Sekvencna homologia
v peptidovej Casti mikrocinov oboch tried poukazuje na ich evolu¢nu pribuznost’ (*Vassiliadis et al.,
2011). V d’alSej kapitole ukazem ako Specifické PTM umoziiuju mikrocinom interagovat’ s konkrétnymi

Struktirami, ¢i uz na bune¢nom povrchu (trieda II) alebo vo vnttri bunky (trieda I).

2.4 Mechanizmus ucinku

Mechanizmus G¢inku mikrocinov je pestry. Zatial’ ¢o ciele mikrocinov triedy I st intracelularne
lokalizované bunecné enzymy, mikrociny triedy II naruSaji elektrochemicky gradient poSkodenim
integrity plazmatickej membrany, mechanizmus pouzivany mnohymi bakteriocinmi (*Simons et al.,
2020). MccE492 (1la) a mccV (IIb) tvoria v membrane pory avsak pouZzivaju rozdielne membranové
proteiny ako receptor (Gérard et al., 2005; Huang et al., 2021). V pripade mikrocinu H47 (IIb), ziaden
p6r formovany nie je a ku naruSeniu protonového gradientu dochadza prostrednictvom interakcie s F,
podjednotkou ATP-syntazy (Rodriguez & Lavifia, 2003). BlizSia charakteristika tejto interakcie zatial
neexistuje. V pripade mccL (Ila), sa nezistila tvorba péru a nenasSiel sa ani mechanizmus, ktorym
k naruseniu protonového gradientu dochadza (Morin et al., 2011). Rovnako nezndmy je zatial
mechanizmus u¢inku mccN (IIa). Predpoklada sa, ze mechanizmus u¢inku mecM (IIb) je podobny ako

mccHA47 (IIb) ale overené to doposial’ nebolo (*Massip & Oswald, 2020).

Z horného odstavca vyplyva, Zze ohl'adom mechanizmu G¢inku mikrocinov triedy II ostava vel'a
nejasnosti. Naopak mikrociny triedy I su lepSie preskiimané , a preto som sa rozhodol ich mechanizmu
ucinku v tejto praci venovat’ viac pozornosti. Predstavim aktualne poznatky o troch zastupcoch tejto
triedy: mccB17, mccJ25 a mecC7. Ako som som avizoval v predchadzajucej kapitole, priblizim aj

mechanizmus u¢inku mccE492.

2.4.1 Mikrocin B17

Po vystaveni exponencialne rastucej kultary Escherichia coli mikrocinu B17 dochadza do
tridsiatich minut k iplnému zastaveniu replikacie DNA a spusteniu SOS reparacnej drahy (Herrero &
Moreno, 1986). In vitro boli pozorované dvojretazcoveé zlomy plazmidovej DNA v pritomnosti mccB17

(Vizan JL et al., 1991).

DNA gyraza patri k topoizomerazam II. Ako vyplyva zndzvu, si to enzymy, ktoré menia
topologiu molekuly DNA prostrednictvom docasnych dvojretazcovych zlomov DNA. To je nevyhnutné
napriklad pri replikacii, kedy sa vplyvom posunu replizomu hromadi napétie v molekule DNA. DNA
gyraza je Specificka tym, Ze dokaze vyuzit’ energiu hydrolyzy ATP na vloZenie negativnych nadobratok

do molekuly DNA. Sklada sa z proteinov GyrA a GyrB, ktoré tvoria heterotetramér A;B,. Dimér A,
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umoziuje Stiepenie molekuly DNA za vzniku doCasnych kovalentnych intermediatov s enzymom

a naslednu ligdciu DNA. Obe podjednotky GyrB diméru B, maji ATPazovu aktivitu, ktord umoziluje a

reguluje konformacné zmeny (*Reece et al., 1991). Bliz8i popis mechanizmu DNA gyrdzy je na

Obrazku 6.

T-segment

GyrB - ATPazova doména

G-segment
GyrB CTD
GyrA

Obrazok 6 - (1.) GyrA a GyrB vytvaraju brany (N,DNA a C-brana), ktorymi postupne prechadzaji
vlakna DNA. Najprv dochadza k vizbe G-segmentu DNA, nasledne T-segmentu DNA. (2.) N-brana sa
uzavrie po tom, ¢o nou prejde T-segment, zaroven dojde k zmene konformacie v DNA-brane, spojenej
so vznikom dvojvlaknového zlomu v G-vldkne. (3.) Nasleduje prechod T-vlakna. Religacia G-vldkna
je sprostredkovana uzavrenim DNA-brany a otvorenie C-brany vedie k disociacii T-vlakna (tento
posledny krok uz na obrazku zobrazeny nie je). Otvaranie a zatvaranie bran je regulované naviazanim
a hydrolyzou ATP (ATP je reprezentované modrymi Sestuholnikmi) (Gubaev & Klostermeier, 2014).
Obrazok je prevzaty a tpraveny podl'a Michalczyk et al., (2023).

Doposial’ bola najdena iba jedina mutacia DNA gyrazy zabezpecujuca rezistenciu vo¢i mccB17.
Je to zamena tryptofanu za arginin na pozicii 751 podjednotky GyrB (Obrazok 7) (Vizan JL et al., 1991).
Dolezity je pritom aromaticky charakter tryptofanu, nakolko zdmena za histidin alebo fenylalanin
rezistenciu neposkytuje (Del Castillo et al., 2001). Ako hypotetizuju autori prehl'adového ¢lanku Collin
a Maxwell, (2019), je mozné ze tu dochadza k ,,base-stacking* interakcidm s azolovymi heterocyklami
mikrocinu, ktoré st nevyhnutné pre jeho inhibi¢ny Gc¢inok (Sinha Roy et al., 1998). Naopak Parks et al.,
(2007) na zéklade rozlozenia bis-heterocyklov v struktirnom modeli mccB17 navrhli ze k tymto base-
stacking interakciam mccB17 méze dochadzat’ s baizami DNA, ako to je v pripade bleomycinu. Je
mozné, ze dochadza k obom tymto interakciam, ako v pripade antimikrobneho peptidu Albicidinu,
ktorého mechanizmus ucinku bol objasneny len nedavno (Michalczyk et al., 2023). Tryptofan 751 sa
vSak nachadza na povrchu DNA gyrazy, nie v bezprostrednej blizkosti DNA (Obrazok 7), preto

nemozeme vylucit alosterickt inhibiciu, pozorovant napriklad v pripade thiophenu (Chan et al., 2017).

Jedind mutdcia ndm neumoznuje zmapovat interakciu mccB17 s DNA gyrazou, av$ak da sa

vyuzit' aj ind metdda. Porovnanim fragmentov trypsinovej proteolyzy DNA gyrazy v pritomnosti
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a v nepritomnosti mccB17 Pierrat & Maxwell, (2005) ukazali, ze 47kDa velky fragment C-terminalne;j
domény Gyr-B je v pritomnosti mikrocinu chraneny pred proteolytickou degradéaciou. To naznacuje, ze
k interakcii by mohlo dochadzat’ v tejto oblasti gyrazy. Prave tu sa nachadza aj vySSie spominana
mutécia tryptofanu 751. Ako presne vSak k interakcii dochadza nevieme, nakolko neexistuju 3D

Struktary DNA gyrazy s naviazanym mccB17.

A B

Obrazok 7 Pohl'ad A) zboku a B) zhora na cryo-EM s$trukturu DNA gyrazy Escherichia coli. Pre
prehladnost’ chybaju Casti tvorené C-koncovou doménou GyrA a N-koncovou doménou GyrB.
Oranzovou farbou su zndzornené podjednotky GyrB, tmavo-zelenou podjednotky GyrA. Povrch
tvoreny tryptofanom 751 je zndzorneny Srafovane svetlozelenou farbou. Obrys bez Srafovania
reprezentuje tryptofan 751 v zakryte. Snimka je ziskana z Mol*PDB ID: 6RKU, (Vanden Broeck et
al., 2019).

Pierrat a Maxwell, (2005) tiez ukazali, Ze pre inhibiciu mikrocinom je potrebny prechod T-
segmentu DNA-branou (krok 2 na Obrazku 6) a navrhli, Ze sa mccB17 viaze na do¢asny konformacny
stav, ktory pri tomto prechode vlakna DNA vznika. V tomto kroku ucinkuju aj fluoroquinolony, latky
ktoré¢ sa interkaluji do rozstiepeného vldkna DNA a blokuju religaciu (*Bush et al., 2020). MccB17
stimuluje predovSetkym Stiepenie druhého vldkna G-segmentu (Pierrat & Maxwell, 2003), ¢o naznacuje
ze preferuje konformacny stav, ktory vznikd az po rozStiepeni prvého vlakna G-segmentu DNA.
Kazdopadne, vysledkom je, Ze mccB17 stabilizuje komplex DNA gyrdzy kovalentne naviazanej k DNA
(Heddle et al., 2001), ¢o vedie jednak k zastaveniu replikacie, ale predovsetkym k hromadeniu
dvojvlaknovych zlomov v molekule DNA (Vizan JL et al., 1991). Zlomy v DNA aktivuji reparacné
mechanizmy, ktoré zvySuju pravdepodobnost’ prezitia bakterialnej bunky (Herrero & Moreno, 1986).
Pre spustenie SOS reparacnej drahy musi byt DNA gyraza odstranena z DNA a dvojvlaknové zlomy
musia byt exponované. V pripade fluoroquinolonov to je prostrednictvom nukleaz, proteaz alebo
disociaciou podjednotick DNA gyrazy (*Bush et al., 2020). Pravdepodobne to tak bude aj pri mikrocine
B17.
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Ciel'om mikrocinu B17 je DNA gyraza, bliz§i popis mechanizmu Ucinku je vSak limitovany
chybajucou 3D Struktirnou analyzou naviazaného mikrocinu na svojom cieli. Objasnenie funkcie
mccB17 by bolo prinosné pri vyvoji novych antibakteridlnych latok zameranych proti DNA gyréze.
Vzhl'adom na neustaly nérast rezistencie patogénnych kmenov Escherichia coli vo¢i fluorochinolonom,
Casto predpisovanym Sirokospektralnym antibiotikdm s podobnym mechanizmom tc¢inku ako mccB17,

ma takyto vyvoj zmysel (Gagliotti et al., 2011).

2.4.2 Mikrocin J25

Antimikrébny uc¢inok mccJ25 na bakterialnu bunku je sprostredkovany dvoma, na sebe
nezavislymi mechanizmami. Jednym ciel'om je bakterialna RNA polymeraza (RNAP), druhym je enzym
dychacieho retazca, cytochrom bd-I (Bellomio et al., 2007, Galvan et al., 2019).

Mikrocin J25 inhibuje RNA polymerdazu

Mutacie zabezpecujuce rezistenciu proti mccJ25 vedi k zamenam aminokyselin lokalizovanych
v sekundarnom kanali A-podjednotky RNA polymerazy (RNAP) (Mukhopadhyay et al., 2004). Toto
pozorovanie prvykradt umoznilo lokalizovat’ €inok mccJ25, neskor bolo potvrdené a detailnejSie
zobrazené metddou rontgenovej krystalografie (Obrazok 5A) (Braffman et al., 2019). Sekundéarny kanal
RNAP sluzi ako vstupna brana pre nukleozidtrifosfaty (NTP) pocas aktivnej transkripcie a poskytuje
miesto pre 3° koniec RNA pocas spédtného posunu transkripéného komplexu tzv. ,,backtracking®.
Taktiez funguje ako vézobné miesto pre regulacny faktor GreA, ktoré¢ho ulohou je odstiepit’ kisok RNA
pri ,,.backtrackingu“ (Esyunina et al., 2016).

Molekularnou podstatou inhibicie RNAP je interakcia peptidu s elementom A-podjednotky
RNAP, tzv. ,trigger loop* (Braffman et al., 2019). Ten sa méze nachadzat’ v dvoch konformacnych
stavoch: otvoreny pri absencii NTP a zavrety pri naviazani NTP (Obrazok 5B). S kazdym pridanim
nukleotidu k retazci RNA dochadza k jednému cyklu otvoreného a zatvoreného stavu. Okrem toho
Htrigger loop* zabezpecuje komplementaritu prichadzajiceho NTP k templatu. (Mazumder et al., 2020).
Jedna sa teda o pohyblivy Struktirny prvok aktivneho centra bakterialnej, ale aj eukaryotickej] RNAP.
MccJ25 naviazany v sekundarnom kanali v blizkosti aktivneho centra enzymu blokuje pohyb ,,trigger
loop* (Braffman et al., 2019). Vysoké koncentracie NTP znizuju G€inok mcclJ25, ¢o naznacuje, ze
inhibicia mikrocinom je ¢iastocne kompetitivna. Z toho sa da sudit’, Zze miesto kde sa viaze mikrocin nie
je presne to miesto kde dochadza k interakcii NTP s RNAP (Mukhopadhyay et al., 2004). 3D $truktiurna
analyza vSak odhalila, Ze miesta vizby mccJ25 a NTP sa prekryvaja. Inhibicia by teda mala byt Gplne
kompetitivna. Ako autori Braffman et al., (2019) navrhuju, pravdepodobnym vysvetlenim odli§nych
zisteni s termalne pohyby flexibilnej C-koncovej Casti mccJ25, ktoré by umoznili ¢iastocné viazanie

NTP do aktivneho miesta aj v pritomnosti meccJ25.
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Sekundarny
kanal RNAP

Obrazok 5 A) pohl'ad do sekundarneho kanala RNAP blokovaného mikrocinom J25. Prevzaté od
Braffman et al., (2019). B) Trigger loop (TL) v otvorenom a zavretom stave. MccJ25 (vyznaceny ako
cerveny kruh) brani pohybu TL, a ¢iasto¢ne brani vizbu NTP k aktivnemu miestu RNAP, ¢im
dochadza k predlzovaniu pauz pocas elongacnej fazy RNAP. Prevzaté od Mazumder et al., (2020).
Jedna sa o0 modely ziskané rentgenostrukturnou analyzou.

So stupajicou koncentraciou mccJ25 bol pozorovany pokles celkovej rychlosti transkripcie. Za
pouzitia metddy optickej pinzety Adelman et al., (2004) zistili, Ze rychlost pohybu elonga¢ného
komplexu (EC) po vldkne DNA v pritomnosti mikrocinu ostdva nezmenend, okolo 12,5 nukleotidu/s.
Castejsie st viak pauzy EC, kedy dojde k do¢asnému zastaveniu pohybu. Vysvetlenim by mohlo byt
ze mccJ25 blokuje pritomnost uz spominaného faktoru GreA v sekundarnom kanali, neddjde
k odstiepeniu ,,backtracked RNA, ¢o vedie k predlzovaniu pauz EC (Shaevitz et al., 2003). Toto by
mohlo byt navyse k pohybu ,,trigger loop* a blokovaniu NTP d’al$i mechanizmus, ktory sa podiela na
inhibicii RNAP.

Ako je zobrazené v Tabulke 2, okrem mccJ25 existuju aj iné antimikrobne peptidy s lasso-
Strukturou. V pripade grampozitivnych bakterii maju iny mechanizmus G¢inku. Napriklad propeptin
funguje ako inhibitor prolyl endopeptidazy (Kimura et al., 1997) a syamicin-I inhibuje syntézu
peptidoglykanu (Tan et al., 2019). Existuja vSak aj lasso-peptidy gramnegativnych bakterii. Acinetodin,
klebsidin (Metelev et al., 2017) a mikrocin Y (Han et al., 2022) tiez blokuju sekundarny kanal RNAP

aj napriek uplne rozdielnej primarnej sekvencii.
Mikrocin J25 zvySuje tvorbu reaktivnych foriem kyslika

Druhy mechanizmus u¢inku meccJ25 spodiva vo zvySovani intracelularnej koncentracie

reaktivnych foriem kyslika (Bellomio et al., 2007) v dosledku interakcie mccJ25 s cytochromom bd-1
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(Galvan et al., 2019). Vznik reaktivnych foriem kyslika je stcastou oxidativneho metabolizmu. Pri
putovani elektronov respiranym komplexom, mo6ze ddjst’ k nekontrolovanému prenosu elektronu na
molekulu kyslika a vzniku superoxidového radikalu alebo peroxidu vodika (Gonzalez-Flecha &
Demple, 1995). Tieto reaktivne formy kyslika (ROS) priamo nicia kIi¢ové bunecné enzymy (Gardner
et al., 1995; Sobota & Imlay, 2011), DNA (Imlay et al., 1988) aj membranové lipidy (Niki et al., 1991).
Cytochrom bd-I je termindlna reduktidza. PrendSa elektrony z redukovanych chinénov na termindlne
akceptory elektronov za vzniku ich redukovanych foriem. V pripade aerobneho metabolizmu je
terminalny akceptor kyslik a vznika voda (*Borisov & Verkhovsky, 2015). MccJ25 inhibuje Cytochréom

bd-1, ¢o vedie k zvysenej tvorbe superoxidovych radikalov.

Nedavno bol publikovany prehl'adovy ¢lanok o mecJ25. Jeho autori Baquero et al., (2024), ktory
sa vyzkumu mccJ25 venuji uz tridsat’ rokov, zdoraznili vel'a nejasnosti tykajuce sa tohto i¢inku mccJ25
na bunku. Upozoriuju, ze tento efekt mecJ25 je pozorovatelny iba v kmenoch alebo mutantoch so
zvy$enou mierou importu mecJ25 do bunky. Dalej poukazuji na fakt, Ze aj napriek tisicom znamym
mutantom s rezistenciou proti mccJ25, ani jeden nema mutaciu v proteinoch respiracného retazca. Na
zéver pripominaji, ze doposial nebola popisana presnad interakcia mcc]25 s cytochromom bd-I
a konstatuju, ze omnoho podstatnejsi efekt mccJ25 na bakteridlnu bunku je inhibicia RNAP. Mohli by
sme hypotetiozovat, Ze na inhibicii rastu bunky oba mechanizmy spolupracuji. Ako navrhli Bellomio
et al., (2007) , dévalo by to zmysel pri nahlej zmene prostredia z anaerobneho na aerdbne. V takej
situdcii by blokécia transkripcie neumoznila nasyntetizovat’ enzym superoxid dismutdzu potrebny pre
odstranenie akumulujucich sa superoxidovych radikdlov, ¢o by viedlo k rychlemu znieniu bunky

(Galvan et al., 2019).

2.4.3 Mikrocin C7

Ciel'om mikrocinu C7 je inhibicia proteosyntézy. Existuje viacej sposobov ktorymi antibiotika
blokuju syntézu proteinov. Tetracykliny interaguju s malou podjednotkou ribozému a brania tym
naviazaniu aminoacyl-tRNA do akceptorového miesta ribozomu (Suarez & Nathans, 1965), podobne
funguju aj thiopeptidové bakteriociny grampozitivnych baktérii micrococcin a thiostrepton (Rosendahl
& Douthwaite, 1994). Makrolidy interaguju s velkou ribozomalnou podjednotkou a spdsobuju
predcasntl termindciu translacie (*Menninger, 1995). MccC7 inhibuje enzym aspartyl-tRNA syntetazu
(EC 6.1.1.12), jeden z dvadsiatich variant aminoacyl-tRNA syntetaz. Tieto enzymy katalyzuju ligaciu
aminokyseliny na molekulu tRNA s prislusSnym antikodéonom. Ich produkty, tzv. nabit¢ tRNA, su
nevyhnutné pre proteosyntézu (Metlitskaya et al., 20006).
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Obrizok 8 — druhy krok reakcie katalyzovanej aspartyl-tRNA syntetazou. Cervenou ipkou je
zvyraznena fosfoesterova viazba. Namiesto tejto vizby obsahuje mecC7 fosforamidova vazbu
(Obrazok 3). Po naviazani mccC7 do aktivneho miesta enzymu nedochadza k hydrolyze
fosforamidovej vizby a aktivne miesto ostava zablokované(Metlitskaya et al., 2006). Pohyb
elektronov, naznaceny ¢iernymi Sipkam, bol prevzaty z prace Banik & Nandi, (2012). Kostra
molekuly tRNA (zelenou) bola doplnend z ucebnice Lehninger Priciples of Biochemistry 6th edition.

Reakcia aspartyl tRNA syntetazy sa sklada z dvoch krokov. V prvom dochadza k vzniku aspartyl-
adenylatu z aspartatu a ATP. V druhom kroku, schématicky zndzornenom na Obrazku 8, dochadza
k tvorbe esterovej vizby medzi 3°’OH tRNA a karbonylovym thlikom aspartatu (Berg & Offengand,
1958). Aminoacylovy intermediat, v tomto pripade aspartat adenylat, je vysokoenergeticka nestabilna
molekula, o umoznuje priebeh reakcie zobrazenej na Obrazku 8. Naopak stabilné analogy adenylatov
aminokyselin st inhibitormi tejto reakcie (Bernier et al., 2005). MccC7 je jeden z takychto analogov.
Namiesto fosfoesterovej vdzby obsahuje nehydrolyzovateln fosforamidovil vdzbu. Po naviazani
mccC7 do aktivneho miesta aspartyl tRNA syntetazy dochadza k jeho zablokovaniu (Metlitskaya et al.,

2006). Konkrétna interakcie mccC7 s Aspartyl tRNA syntetazou eSte nebola determinovana.

2.4.4 Mikrocin E492

Zatial'¢o C-terminalna PTM zabezpeCuje transport mikrocinov triedy IIb, baktericidny efekt je
sprostredkovany samotnou peptidovou kostrou (Bieler et al., 2006). Ked sa mccE492 ocitne
v periplazmatickom priestore cielovej bunky, interaguje s integralnymi membranovymi proteinmi
ManYZ, komponentmi manézoveho fosfotransferazového systému (man-PTS) (Bieler et al., 2006).

Fosfotransferazovy systém zabezpecuje import sacharidov do bakterialnej bunky pricom dochadza k ich
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fosforylacii. Okrem transportu sa podiel'a aj na regulacii génovej expresie a metabolizmu (*Saier, 2015).
Man-PTS je zlozeny z dvoch casti. Cytoplazmaticku Cast’ tvori protein ManX. Membranova Cast je
homotrimérna, pricom kazdy protomer pozostava z dvoch proteinov, ManY a ManZ (Erni et al., 1987,
Huang et al., 2021). ManYZ umoziiuju inzerciu mccE492 do membréany (Biéler et al., 2010). KI'a¢ovym
prvkom mccE492 je man-PTS doména, tvorend aminokyselinami (G52-P57) a (G63-S71), na Obrazku
4 vyznaCend v Cervenych ramcekoch. Man-PTS doména zabezpe€uje prvotnu interakciu s ManYZ,
v dosledku ¢oho mccE492 nadobuda Specificki konformdaciu. Tato konformacia je tvorena motivom
helix-turn-helix, ktory sa zandra do plazmatickej membrany. Jeden z a-helixov interaguje hydrofobnymi
interakciami s povrchom proteinov ManYZ (Obrazok 9), druhy nesie zdporny naboj a predpoklada sa,
ze interaguje s kladne nabitymi i6nmi (Huang et al., 2021). Inzercia prvej molekuly mccE492 do
membrany pravdepodobne iniciuje asociaciu s d’alsimi molekulami mccE492, pricom sa organizuji do
kruhovych pentamérnych Struktar. Toto usporiadanie s najvysSou pravdepodobnostou tvori
transmembranovy p6r v zivych bunkach (Arranz et al., 2012). Takyto pér v membrane umozni pohyb
i6nov po ich elektrochemickom gradiente, ¢o vedie k depolarizacii bunky (Destoumieux-Garzon et al.,
2003; Lagos et al., 1993). Mechanizmus samotného zostavenia poru vsak stale nie je objasneny. Otazne
ostava napriklad to, ¢i musi kazda molekula mikrocinu, podiel’ajuca na tvorbe pentaméru, interagovat’ s
proteinmi ManYZ, alebo ¢i je dostatoCna interakcia prvej molekuly a nasledna oligomerizacia uz
prebieha bez tejto interakcie ako to bolo pozorované kryoelektronovou mikroskopiou autormi Huang et

al., (2021).

MccE492

Obrazok 9 — MccE492 sa vklada do plazmatickej membrany vd’aka interakcii s proteinmi ManXY.
Vmotif a Core st nazvy domén proteinov Man XY. Cervenou farbou je zndzornena posttranslaéna
modifikacia na C-konci peptidu. ZIty trojuholnik v $truktare mccE492 reprezentuje man-PTS
vézobnu doménu, zvysok peptidu tvoria dva a-helixy. Obrazok je prevzaty z prace Huang et al.,
(2021).
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MccE492 nie je jediny bakteriocin, ktory vyuziva man-PTS ako receptor. Bakteriociny
grampozitivnych baktérii z triedy Il tiez vyuzivaji man-PTS (Tymoszewska et al., 2018), avSak ich

mechanizmus uc¢inku nemusi byt’ tvorba péru v membrane (Maldonado-Barragan et al., 2013).

2.5 Transport mikrocinov

Bez toho aby sa mikrociny ocitli v blizkosti svojich cielovych $truktir nie je mozné aby
vykonavali svoju funkciu. Gramegativne baktérie su chranené vnitornou a vonkajSou membranou
(Bladen & Mergenhagen, 1964). Mikrociny musia pri exporte prekonat’ obe membrany produkujuce;j
bunky, nasledne pri importe jednu alebo obe membrany ciel'ovej bunky. Pre tento pohyb mikrociny
vyuZivaju transportéry, ktoré v bunke plnia iné ulohy, napriklad zabezpecuju prisun sideroforov
(Destoumieux-Garzon et al., 2006). Bunkova funkcia niektorych transportérov, napriklad importéru

mccC7, ostava stale neznama (Ackroyd et al., 2024).

2.5.1 Export z produkujicej bunky

Bakteriociny sa z produkujucej bunky mozu dostat’ bud’ cez Specifické exportné systémy zlozené
z viacerych proteinov alebo prostrednictvom lyzovych proteinov, ktoré umoznia uvolnenie
nahromadenych peptidov z cytoplazmy bunky. Ten druhy pripad je charakteristicky pre vacSinu
kolicinov (Cavard, 1991), ten prvy pre mikrociny (Gilson et al., 1987). Export mikrocinov
z produkujicej bunky je zabezpeéeny ABC transportnym systémom kodovanym priamo v génovom
klastri mikrocinov. Nevyhnutny je vSak aj chromozomalne kodovany bakterialny transportér vonkajsej
membrany TolC (Garrido et al., 1988; Pons et al., 2004; Solbiati et al., 1999). ATP binding cassette
(ABC) transportéry zabezpecuju pohyb molekul cez plazmatickii membranu, bud’ v smere do bunky
(importéry) alebo z bunky (exportéry). PrenaSané molekuly su rdzne, od esencialnych metabolitov po
xenobiotika. ABC transportéry sa skladaji z transmembranovej domény (TMD), ktora interaguje
s prenasanou molekulou a domény viazucej nukleotidy (NBD), ktora vyuziva energiu z hydrolyzy ATP

k pohonu transportu substratu (*Beis, 2015).

Z mikrocinov triedy II je najlepSie popisany export mccV. CvaB, ABC exportér kodovany
v génovom klastri mccV, obsahuje navySe k TMD a NBD aj peptidazovu doménu, preto sa nazyva
»peptidase containing ABC transporter*. Peptidazova doména zabezpecuje odstiepenie 15 aminokyselin
dlhej veducej sekvencie z N-konca peptidu (Gilson et al., 1990; Wu & Tai, 2004). Ako som uz zmienil
v kapitole o Struktare (2.3.4), takato vedicu sekvenciu s motivom glycin-glycin obsahuju aj ostatné
mikrociny triedy II, ale aj niektoré bakteriociny grampozitivnych baktérii, ktoré pre export vyuzivaju

tiez ABC exportéry s peptiddizovou doménou (Havarstein et al., 1995; Van Belkum et al., 1997).
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V génovom klastri mccV je navySe k ABC transportéru koédovany aj protein membranovej fuzie
»membrane fusion protein®. Tento protein sprostredkuje prepojenie ABC transportéru na plazmatickej
membrane a TolC, na vonkaj$ej membrane, ¢im je vytvoreny kandl cez obe membrany. Jedna sa o verziu

sekre¢ného systému typu I (Kim et al., 2023)

ABC exportné systémy mikrocinov triedy I neobsahuju peptidazovii doménu (Garrido et al.,
1988; Gonzalez-Pastor et al., 1995; Husada et al., 2018). Na rozdiel’ od mccV sa v ich genetickych
klastroch nenachadza gén kodujuici protein membranovej fuzie. Garrido et al., (1988) navrhli, ze ulohu
tohto proteinu moéze nahradzat’ iny, chromozomalne kdédovany bakteridlny protein. Naopak Beis &
Rebuffat, (2019) tvrdia, Ze mo6zu byt transportované najprv do periplazmatického priestoru a az
nasledne cez vonkajSiu membranu. Ako by vsak bol v tomto pripade energizovany transport cez TolC

ostava nejasné.

2.5.2 Import do ciePovej bunky

Import je dolezitym krokom pre fungovanie bakteriocinov. Pritomnost’ ¢i nepritomnost
receptorov alebo prendsacov rozhoduje o tom ¢i je bakteridlna bunka citliva k danému bakteriocinu
alebo nie (*Braun et al., 2015). MccB17 prekonava vonkaj$iu membranu cez OmpF (Lavina et al.,
1986). OmpF je porin, neSpecificky transportny kanal, ktory umoznuje pasivnu difuziu malych
polarnych molekul cez vonkajsiu membranu. Ako receptor a translokon ho okrem mccB17 vyuZzivaju aj
niektoré koliciny (Yamashita et al., 2008). VSetky ostatné mikrociny pre transport cez vonkajSiu
membranu hostitel'skej bunky vyuzivaju sidereforové receptory FepA, FhuA, Fiu a Cir (Chehade &
Braun, 1988; Destoumieux-Garzon et al., 2005; Pons et al., 2004; Vassiliadis et al., 2010). Tento
transport je energizovany protonmotivnou silou prostrednictvom systému TonB (Destoumieux-Garzon

et al., 2003; Li et al., 2021; Salomon & Farias, 1995).

Mikrociny triedy II nevyzaduji transport cez plazmaticki membranu, interaguju
s transmembranovymi proteinmi. MccE492 interaguje s man-PTS (Biéler et al., 2010), mccH47 s ATP
syntazou (Rodriguez & Lavifia, 2003) a mccV s membranovym proteinom SdsC, ktory bezne v bunke
zabezpecuje transport serinu (Gérard et al., 2005). U ostatnych mikrocinov skupiny II zatial’ nebol
popisany mechanizmus interakcie s membranou hostitel'skej bunky. Mikrociny triedy I musia byt
naopak transportované cez plazmaticki membranu aby sa dostali k svojim intracelularnym ciel'om.
MccB17 amccel]25 vyuzivaji protein SbmA (Lavina et al., 1986; Salomon & Farias, 1995). Tento
transportér je pohanany protonotivnou silou a vyuzivaji ho aj iné antimikrobne peptidy (Ghilarov et al.,
2021). MccC7 je transportovany importnym ABC transportérom YejABEF, zatial’ s neznamou funkciou
(Ackroyd et al., 2024).
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2.6 Imunita a rezistencia proti mikrocinom

Existuje viacero mechanizmov, ktorymi je zabezpeCené, aby mikrociny nezabili produkujiucu
bunku. Prvym z nich, v pripade mccl25 aj jedinym, je aktivny export z bunky (Solbiati et al., 1996).
Druhym mechanizmom su enzymy, ktoré Gpravou mikrocinu spdsobia jeho inaktivaciu. Ako priklad
uvediem mccC7. MccC7 je aktivny inhibitor apartyl-tRNA syntetazy az po proteolytickej hydrolyze
peptidovej Casti, ku ktorej dochadza v hostitel'skej bunke. Avsak, moze sa stat, Ze tato maturacia nastane
uz v produkujicej bunke (Severinov & Nair, 2012). V génovom klastri mccC7 st kodované dva
imunitné proteiny. MccE je acetyltransferdza. Acetyluje a-amino skupinu maturovaného mccC7. Této
acetyléacia brani vzniku vhodnej vizby medzi mikrocinom a jeho cielom, aspartyl-tRNA synthetdzou
(Agarwal et al., 2011). Druhy protein, MccF, je serinova proteaza. Stiepy N-acylfosforamidovu vizbu
(vyznacenu modrou $ipkou na Obrazku 3) v maturovanom aj nematurovanom mccC7, ¢im ho deaktivuje

(Agarwal et al., 2012).

Dal§im moznym mechanizmom obrany produkujicej bunky je interakcia imunitného proteinu
s cielovou Struktirou mikrocinu. Protein McbG, koédovany v génovom klastri mikrocinu B17 zatial
neznamym mechanizmom interaguje s DNA gyrazou a chrani ju tym pred mccB17 (Garrido et al.,
1988). Tento protein patri do rodiny tzv. pentapeptide repeat proteins. Ich terciarna Struktara je valcovita
a napodobnuje vlakno DNA. Viazu sa do DNA gyrazy namiesto vlakna DNA a znemoznuju tym aktivitu
inhibitorov (Feng et al., 2021). Zaroven tym vSak samotné imunitné proteiny blokujui DNA gyrazu.
Moznym vysvetlenim, preco st aj napriek tomu pre bunku vyhodné je, Ze urcité zniZenie aktivity gyrazy
dokazu bunky tolerovat’, naopak uz malé mnozstvo dvojvlaknovych zlomov sposobené inhibitormi
DNA gyrazy moze byt pre bunku smrtel'né (Tran et al., 2005). Podobny mechanizmus, teda interakciu
imunitného proteinu s cielovou §truktirou mikrocinu, ndjdeme aj v pripade mccE492. Jeho imunitny
protein MceB je transmembranovy protein a predopklada sa, Ze brani oligomerizacii molekul mccE492
a tym brani tvorbe péru (Huang et al., 2021). Co sa tyka ostatnych mikrocinov triedy II, tiez si koduji
svoje imunitné proteiny. Podobne ako MceB obsahuju transmembranové domény, takze budu
pravdepodobne tiez interagovat’ s membranou (Corsini et al., 2010; Pons et al., 2004; Vassiliadis et al.,

2010). Viac sa vSak o tychto proteinoch povedat’ neda, nakolko zatial’ neboli blizSie skimané.

Okrem produkujucich buniek, sa proti mikrocinom brania aj cielové bunky. Ako podotkli
Baquero et al., (2019), v takom pripade uz nehovorime o imunite ale o rezistencii. Rezistencia je
zabezpeCena mutaciami v buneénych Struktirach. Ako priklad uvediem mccB17 a uz spominanu
mutaciu tryptofanu na pozicii 751 v podjednotke DNA gyrazy (Del Castillo et al., 2001). Omnoho
CastejSou pricinou rezistencie si vSak mutécie v transportnych systémoch, napr. FhuA, FepA alebo
OmpF (*Telhig et al., 2024). Rezistencia moze byt zabezpecena aj chromozomalne kdédovanymi ABC

exportérmi ako to je v pripade Yojl, ktory z bunky exportuje mecJ25 (Delgado et al., 2005).
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Zaver

V sedemdesiatych rokoch minulého storoCia bola na zdklade malej molekulovej hmotnosti
vytvorena skupina antimikrobnych peptidov izolovanych z enterobakterii a nazvanych mikrociny. Jedna
sa o skupinu vel'mi rozmanitd v mnohych aspektoch. Pri popise mikrocinov sa iba tazko daju ich
vlastnosti zovSeobecnit tak aby platili pre celtl skupinu, vzdy sa néjde aspon jeden mikrocin, ktory sa

v danom aspekte odliSuje od ostatnych.

V tejto praci su zhrnuté aktualne poznatky o tom ako st mikrociny syntetizované, transporotvané,
akym spdsobom je zabezpecend imunita a rezistencia bakterialnych buniek a ako mikorciny interaguju
s ich cielovymi bunkovymi $truktarami. Moderné 3D zobrazovacie techniky umoznili detailne popisat’
fungovanie niektorych mikrocinov (Braffman et al., 2019), zatial ¢o mechanizmy ucinku inych
zostavaju nejasné aj po desiatkach rokov $tadia. Vel'mi zaujimava je aktualne aj ekologickd tloha
mikrocinov v prostredi (*Baquero et al., 2019) avSak tym som sa uz v tejto praci nemal priestor blizSie

zaoberat’.

Aj napriek tomu, ze bakteriocinom grampozitivnych bakterii sa vo vyzkume kladie vécsia
pozornost’, stale su publikované nové ¢lanky aj o mikrocinoch. Tie sa prevazne zaoberaji moznym
vyuzitim mikrocinov v praxi, najcastejSie v stvislosti so stipajucou rezistenciou baktérii proti
antibiotikdm (Mortzfeld et al., 2022). Diskutovany je aj potencial vyuzitia mikrocinov v protinadorovej

liecbe (Soudy et al., 2017; Varas et al., 2020).
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