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1. UvVOD Mat ko Mal eg

1 UVvOD

1.1 Antimikrobni peptidi

U borbi protiv patogena najlegie se koriste
bakterije su razvilZaht a2zlvi |ziat @ bryzame morpemgma
jer je nedavno procijenj enomrea infekcijamtpomnjhea 7 0 0
antimikrobndijekove[1] [2]. Paralelno, razvoj novih antibiotika je usporen te se javlja potreba za
pronal agenjem novih Brkddnandd mitkeiodwa jhuisiptoj
su antimikrobni peptidfAMP) koji su prisutni u svim organizmima kao prva linija obrane protiv

patogenaTos u mal i , uglavnom kationski pepti di K
veli ku obitel] | i ne T uzvojmie.2Antimikrobipi @gptidii dgeluju Ibao, o b | i
pokrivaju ¢giroki spektar mi kr oba, te patoge

djelovanja[4]. Osim direktnog djelovanja ngatogene, antimikrobni peptidi mogu djelovati i
posredno poticanjem i munol o {[k]loagelotwrgicwiprota or ¢
mikrobnih biofilmova te stanica rak8].

| stragi vaarujpa zANMR su se tij ekom 2zgadihibjojgagioval e s et
na tu temu iznosio ok8350u bazi WOSsl. 1).

4000
3500

3000

2000

1500

1000
° Iil
0 .|.||I||III|

O NMSTNUOUN DN A NNITNORNDNDANMTINGNODO N

w
=1

c:\c‘mc:\'aﬂemmoco**orooﬁo:—-oo:—-oo 38238899
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Slika 1 Broj radovau zadnjin30goding k| jul nim rijeli mabaA®@®$ i mi crobi
(www.webofscience.con

Potencijalno terapeutsko djelovanje istragu
organizamd7], pos e l8l.c €T atkeoblaer , di zajniraju se novi
antimi krobnog dj el ovanj adsikes nsatng neincee , t ogktsa
poznavanje svoj stl[8]vkao imjemn selektimasti AViae b o V &awistia e

indeks selektivnost{Sl, engl.selectivity index(k o j i se ponekad naziva i
[10]:

[0))

0 00

gdje je"@ koncentracija peptida potrebna za liziranje 5@%drocita (engl. concentration
causing 50% &molysig, a0 "Odninimalna koncentracijpeptida potrebna za zaustavljanje rasta
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1. UvVOD Mat ko Mal eg

bakterija(engl.minimal inhibitory concentratiof. Antimikrobni peptidi s indeksom selektivnosti
20 smatraju sg@ko selektivnima prema bakterijanfial].

Jedan od pri st upaje definiragjé mokekulamila degkrptora kb povezuju
strukturna svojstowd us kool e¢lk b nfengh Ruartitatiset i | k e
structureactivity relationship QSAR)[12]. Razvi jeni su i razliliti r

otkrivanju peptida koji [ Butdatomaptogranpkojig eadgmm a s v
peptidu pronal azi mut aci j e pr i mjl8]nbDesignéoe j i h
algoritam koji iz zadanih fizikaink e mi j ski h ogranil|l enja konstrui
velikim terapeutskim indeksorfill], iAMPpredii pr ogr am Kkoj i predvi Le

antiviralno i antigljivilno dj el ova-kgmgskie adan
karakteristikg14], i drugi[15].

Vige je poznati h baza antimikrobniD3itddfjti da
[16], na primjer baza DRAMP ima ukupno 220 antimikrobnih peptidapfistups i j €0Z&a)n |
od | d6@p@eptidizoliranai z ¢§i v i h hdp//dranp.icpgbaini@r.org).

| st ange@nehanizmadjelovanjaAM® ot kri va veliku r afdd,kap s | o ¢
gt o prd.Rapsujenlapak mogu se i zdvojiti -arkeksa z aj
znal ajna za ant 98k r obno dj el ovanj e

-

A Ukupni pozitivni naboj peptida koji pogoduje vezanju na negatiahtdsijsku membranu,

A Post ojanje hidrofilnih i hi drofobnih regi
membrane,

A Srukturna fleksibilnost koja omoguliuje pr

u konformaciju s kojom interagira s membrands@y.

Osim toga, antimikrobno djelovanj) e i20]f2¢]Lu os
te udrugivanju peptida i [2F23udj el ovanju s dr
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1. UvVOD Mat ko Mal eg

Smatra se da postoje dv-a25gl avna nalina djelo

1) Di rektno djelovanje na me mb r a f26]) odnbsn@ r a n j
toroidalnih (melitin[27], lakticin Q[28]) por a, kroz koje istjel
[ uni gtavanj e membr ane-37O|caaréin12[@0h),) em nj e

2) Transl okacija peptida kroz membranu u un
i nhibiciju vitalnih un3d]t{baforie it[2&)indblinidini33]pr oc e
humari - defensin34]).

Oplenito, d ja ed neeml@amy celvijaAs®l & dva koraka (tzv. model dva starga,
two-statemodel)[35]: i) vezanje peptida na membranu uzrokovano u prvom redu elektrostatskim,

a potom i hidrofobnim interakcijama membranskim lipidima. Ukdo je broj peptida premalen

u odnosu na broj lipida (magbeptid/lipidP/ L omj er ), oni e ostati v
defekata u membranama (stanjivanje, stvaranj
se tek kad jeo®/ gramjknogebdbmj er aipepida®etaljie L e n u
opisa svakog od koraka u modelu dva st-anj a
vremenska karakteristika procesa doprinosi da su in vitro eksperimenti za[@@lvpa se ka

njima komplementaran alat koriste simulaeijelekulskedinamike (MD)[22] [37] [38].

1.2 Simulacije AMP-a metodamanolekulskedinamike

Zbog ogranil|lenost. ralunalnih resursa u prvi
modeli ukojima me mbr ane i otapala nisu modelirani e k
preko funkcije potencijalg89][40]. | mpl i ci t ni modeli omoguluju d
dobre rezultate primjerice za vezanje, umetanje i orijentacipiigse unutar membrane, ali

nedostaju im bitni det al ji kKoj i karakteri zi

membranama bakterijskih i ljudskih stanica te njihove interakcije s peptjditha

Bolji uvid u detalje interakcija proteina ieambrane dobio se primjenom eksplicitnih atomskih

(end. all-atom AA) i krupnozrnatih(end. coarse grainedCG) mo de |l a. Kori gtenj
model a zahtijeva poznavanje trodimenzional ni
konfiguracije,tqp oznavanje svih interakcija izmelLu at
sila[42][43]. TakolLer , razvile su se numeril ke met oc
numeri | ki h termostata i simulagije (haprimjer listasusjedd)a k o
s | i [B4). oOptimizacija seprimjenjuje p r i tragenju balansa i zmel
razine detalja potrebnih zR@S5.specifilni proce

Napredak ralunalne tahmalzdgi jieih riagvegd§a oo
kompl eksnijih sustava, na primjer |ipidnog d
peptida[46] [43]. Leontiadou i suradnici 2006. prvi opisuju cijeli mehanizam spontanog nastanka
pore rajprije za magainkH2 [47], a potom i za melitif48],0d pol et ne agr egac
peptida, vezanja za membranu, do umetanja i stvaranjajijorau | aci j e potvr Luj u
stvaranja porelovoljno velikiP/L omjer[49] gt o | @ o I ehksejinentao, primjerice

3



1. UvVOD Mat ko Mal eg

neutronsk m r a s g50]g eijentiranm spektrimairkularnog dikroizmdCD, engl.circular
dichroisn) [51]. Nadalg pomenute simulacijekazuju nav aguoguudr ugi vamjia pe,;
umetanju membranu kreiranju pore g tjeau skladu s tezom da agregaaija ot opi ni o mo
peptidi ma da u k o nufankctonalmommteukilrirareom stanfplfl i@kd po

tom pitanju powji i suprotan stav prema kojemdr u g ipwarjil@ava utrogak
umetanje peptida u membranf85] [53]. Simulacijetak o L e r u kaauioguj nabijenih
aminokiselina te povezandtiktuacija membrane s kreiranjem pore.

Simul aci je pea eudirnaazllniilhi tAMP onrawdde itgfluonoathafolr o d a ,
(TFE)) potvr Lu|CD spekeoskodijapramaekojima peptid otopljen u vodi gubi
sekundarnu strukturu, dok u mjegavi[®[55 oda/ "
Studij e nadsklojos peptidat za veamj¢ ma membranu i poprimanje sekundarne
strukture na mjestima s velom zakri [g8l.j enost.

Slijedi nekoliko primjerakoji i | u st r i rsnjulacijskinastudijais ti st ragi vanj u
antimikrobnih peptida, posebice snagnu.vezu

Vagnu ulogu u borbi protiv ¢giroko@7 lopasimt r a |

izravne antimikrobne aktivnostiimaisp@ bnost poti canja i munol ogk
rana i druge funkcij¢57]. Simulacije LL-:3 7 , potvrLluju vagne aspekt
brge i jale vezanje te velu deformaciju modeé

uzvojnice, uodnosu na model neutralne membr{be]. Antimi krobnu ul ogu
fragmenti tog peptida. Primjerice AMP &@F (17 do 32 aminokiselina od kR7) koji se smatra

glavnim antimikrobnim dijelom LE3 7 . MD simulacije tog GDr agme
spektrimau o | enastrukturiranje u vod{55] i NMR spektroskopijomu t v r Btabitnast
strukture uzvojnice u kontaktu s modelom anionske membfa@e Osim toga simulacije

p ot v I NMR spektrometrijom detektirandoge pojedinih aminokiselingrimjericepresudnu

ulogu nabijenin Arg® i Lys® u pol etnom vezanju za anionsk
hi drofobnih aminokiselinskih ostataka s ugl
peptida u membrani60] [61].

Povezanost rezultata MD simulacija i eksperimenata demonstrirali su Mastmadnici (2011.
god.) usipmtredakailjiu ciklilkog AMP BPC194 | n
BPC193 s modelima anionske membrd6g]. EI ekt r of i z ijjaostrupegidna kozmj er e
me mbr anu pod r a z | dazdjuida samo akla g a n ivrageptigaaxokuge

kreiranje poralsti ishod je dobia se iu simulacijamap r i | emu r adiofigowmraju na st
onima iz eksperimenta. Osim toga, simulacije otkrivaju detalje mehangmaar al el ni pol
u ci kl i | ko mzogagep tineatnom gn&lagy) je odgovoran za antimikrobnu funkciju.

U simulacijama je korigteno GROMOS polje sil
do par stotinamanosekundi

Vagnost povezanost.i r ez ul ttatkeasstadeiulnWahga suiagniai s a
(2014. god.) ispitujul i [63 dnaizoreonjentadijskih @lfzijski al n i

4



1. UvVOD Mat ko Mal eg

[ nagi bni kut ovi) i strukturnih (oluvanje
fluktuacija AMP-a vezanih zamembran u razl i | i tim pol ji Nemesi | a
atomski modeli koji modeliraju svaki pojedini atoengl.all-atom modelsAA) bolje odgovaraju
eksperimentalnim rezultatima u odnosu na modele u kojima se neke funkcionalne grupe (na
primjer CH gr upe) zamj enj uj(angl. pneedratoonmmodels $A). iNadaljm

obzirom je red veliline trajanja promjene p
nekoli ko mikrosekundi , zakl juluje se sdmo si mlt
kvalitativne, te da su dulja simulacijska vremena potrebna da bi se postiglo i kvantitativno suglasje
s eksperimentalnim rezultati ma. Ova studi]j e
ukl julujuli polja sile, nap ddabir @rostorod ievkemdnske p C
di menzi j e s stodoaaidraju6d].s! i | no,

Do slilnih zakljulaka dol aze Tieleman i sur a
s modelom neutralne (POPC/ Chol) i  GHARMMN s k e
polje sila[65]. U simulacijama od nekoli ko mikroseku
neol ekivano izostaje formacija poDdanjaanaizao| =z
je pokazala da se energetska barijera za kreiranjepateo razlikuje£40k J / mol ) kod r &
polja sila, te je shodno tome kod nekih pol
opaganj e. Autor i uolavaju da je u velini S i
nekoliko stotinanarosekundi o pageno nastajanje pore, kor i

dulje simulacijsko vrijeme potrebno uz CHARMM polje sila. Studija je pokazala da je potrebno
validirati rezultatgprvih simulacija stvaranja porposebice utjecaj odabranog polja $86] [67].

Obzirom da ostvarivanje pore zahtijeva dugo simulacijsko vrijeme, da bi se ispitale njene

karakteristike i stabilnost, uobilajeno je s
u nekom od koraka u mehanizmu djelovanja peptidarbrane. Na primjer peptide se u strukturi
uzvojnice postavlija blizu povrgine membrane

povr ginom. Takoler bipsadtagljerna ad psptida ur&njenihr uanembeagueu
transmembranskoj orijentigicJedan odakvih primjera susimulacig heksameralameticina koje
su pokazaldormiranjeb a | v a s stabilreiijekone~ 7 ¢ 468] g t ou sklagu s rezultatima
difrakcije x-zraka na modelu membrane u prisutnosti alametic[68]. Analogne simulacije

tetramera melitin§70], te monei heterect et r amer a kojeg | ine[fEGLa i
pokazale su reorijentaciju peptida i kreiranje toroidalne pore, stabilugjeane5-9 ¢ sAnalize

udjela strukture wuzvojnice i orijentacije p
slaganje podacimaCD spektroskopijieNMR | vr st og utjetinm[72[73) ovisroi | ni |
O Vvrsti [ pol et noj ciit(pamlelsafadipatalelaah metida) u tetrameru.e n t
Osim toga, simulacije su omogulile uvid u de

koje doprinose stabilnosti strukture pore.

Simulacije makulatina (sa simulacijskim vremene#0¢ ¥ otkrivaju da agregacija AMR prije
il nakon vezanja na membranu nije preduvj e
sekvencijalnom oligomerizacijom oko poj edi |

5
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transmembransko stan[&4]. Pri tomepeptidi koji tvore poru mogu graditmultimere (38

pepti da) razli|litih oblika, propusnost. i 1
postojanje pora nije preduvjet za antimikrobno djelovanje, na primjer simulacijska studija, s
viemenimared¥y el i | ine 10 mi krosekundi , RGueo°a vi

pokazuje da peptidi spontano jedan pol6fledan
Da pora ne mora biti kI ¢ pa dea ekapajmantaindoddrugim o b n o
vrsta peptida[75], [76], [77].

MelLuti m, i uz velik broj st wvadppsebmo othiddji seloginose me h
na prijelaz iz stanja u kojem su peptidi vezani na membranu u stanje s deformacijama u membrani,
i dalje ostaje glavhom nepoznat. U studiji Liua i suradnika (2018. god.) interakcije melitina i

membrane, u modelu krupnog zrr,uger i r ano | e da, kod visoki!l
vezanja peptida za membranu, ne slijedi di
uo|l emelLukorak koji ukl juluje znatno | okalno
sferilnih ispuplenja u gornjem dijelu Iipidn

(~0.005¢ n u dijelu membrane koji ima velik broj peptida ve4@8). Moguil e j e da ¢
i spupl enj a mpotpune ekstrakeijgptda iz gornjegsloja membrane

Deformacije poput opisani h, i1 ako denmpeamiiejna p
su konfokalnim mikroskopom, nakon dodavanja meltne ncent r ac0.7jeaMnae | i h
neutralnevezikule [78]. lako u navedenim simulacijama, u vremer@0O € s nije dogl
kreiranja same pore, nitd.i se dogodila potpun
stvara asimetrija u membrani, a posljedilno
sni gavanj u ener ge stakak defelata,iofinesnoestvaranje pore.KPreduvjet zan
ovakvo djelovanije je veliki P/L omjer, odnosno visoka lokalna koncentracija peptida vezanih na
me mbr anu. Sl'ilna ispuplenja opisana su i u I
temporina B i L[79], gomezingd80], te simulacijama magainina[&1].

1.3 Cilj istragivanja
| s tuju sedrivrsteantimikrobnih peptida:

1) Adepantin-117 iz skupineadepantinaprvin AMP-ovaumjetno dizajnirarh alatomDesigner
Ima strukturu uzvojnice izrazito visoku selektivnost pren@amnegativnim bakterijama,
negt o ma@ramup opzrietmav ni m, [ v r | o skimastanicamaozkog i | n a
| ega I ma i 3lrindeks Adepantink manj& je od 50% homologan bilo kojem
drugom prirodnomili sintetskom AMRu [11] [82].

2) Kiadini - AMP umjetno dizajnirani QSAR metodama. Kiadii, -2 i -3 dobiven su
zamjeramaV a | GIY u dvostrukj sekvenc PGLaH, dok sukiadini-4, -5 i -6 umjetno
di zaj ni r designenlgontmd[11]. Tako Erimaju strukturu uzvojnice, bogati su
glicinomi I ma j usdektisnodti prémia bakterijama odnosno eukariotskim stanicama.
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3) Anisaxin-2S1i iz skupineanisaxina,AMP-ova identificiranih iz morskih parazita iz roda
Anisakis [83]. Ima strukturuuzvojnice i pokazuje jako dobru aktivnostprema Gram-
negativnim bakterjama ne gt o ma n jpazitivpim e k& j GF ajmul i i S0
razvili otpornost na klasilne antibiotike,

Zanimaju nas karakterst i | na svojstva koja definiraju ir
neutralnih i anionskin membran@pisane uodjeliku 1.4), kako bismo pred]|
mehani zma anti mi krobnog djelovanja. | zmelu o
antimi krobnih peptida moge wukljuliti ekstrak

Osnovne hipoteze

1) Simulacije interakcije antimikrobnih peptida s modelima plazma membrana-Gram
pozitivnih, unutarnjihi vanjskih membrana Gramegativnih bakterija, te neutralnih

membr ana eukariot a, ukazuju na mogaVeajua
svojstva, npr. realizacija sekundarne strukture, fleksibilmost,r u gi v an jvea gun ak | ¢
za antimikrobno I toksilno djelovanje.

2) Asocijacije AMPova mo g u p pastavijanju peptida up o | o ¢gkanformaciju
povoljnu za umetanje membranu

3) Polag a j i br o] aminokiselina Gly u aminoki
utjele na interakciju s membranom.
4) Mehanizam djelovanja AMR moge ukIl julivat:i ekstrakci

| okal ne koncentracije peptida na povrgini

1.4 Metodologija

Uovomradud st ousergailj udj ail okvaarnggkt er i sti ke sustava Kkoj
membranu i otapalo, simulacijskim metodamalekulskedinamike (MD)[84] [85] Vremenskim
usrednjenjem velilinaj a zordarleulnuajtui hs et isjveokjosnt vsai
mogu usporediti s eksperimentalnim vrijednostima.

U MD metodi zanemaruje se subatomska struktura atoma, te se atomi ili grupe atoma tretiraju kao

kuglice odrelene mase, s pojrawkevalentnianyvdzama,rdokm ¢t
je dinamika sustava opisana zakonima klasi /|l
"Y » 8 h»  koja predstavlja ukupnu potencijalnu energijl e st i ca u sustavu K
pol ogmj iomey . Funkcija potencijalne energije
koji aproksimativnoo pi suj u i nterakcije izmelLu kovalent
pr omj ena ukkavalentna ppvezitih atom@yzija) [ Anevezni ho || an

elektrostatske i van der Waalsove interak[8jg]:

Y Y Y Y Y Y
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Y » 8 hey

pe]
p>]
B
7
|
|

U gornjem izrazdYRY RY QY oznal avaju skupove svih koval
kovalentno povezanih atoma, sve t@zij sve nevezne parove respektiviio. 1 i
predstavlja udalQ@amestuti zmared ul e@srtii cksoval ent
nizu. Konstante®@i ® su odgovarajule konbtiaprteahmomedgn
vrijednosti] je kut torzije, maksimum torzijskog energetskog doprinosayroj minimuma

energije prilikom rotacije za 360°,rafazni pomaktorzije. - predstavlja minimum vrijednosti

Y koja se post i,jedokrjea] pardjanin aetnoojs t & B©Couldmbova
konstanta,

Opi sani parametri mededsweskhg geriihma mtteelrmmdk cn g ar
daj e r unkcieipdtandijadne €énergijea kog sej okgristi i naziv poliesila Post oj i
polja sila CHARMM, GROMOS, OPLS, AMBER, MARTINI, itdRazlikuju sene samo u

ti povi ma | est i gaiufunkgoaama foreni Takio npa pol sila GROMOS,
CHARMM i MARTINI s a éd @yd at n i opislupanergijesavjjanja izvan ravnin@eprava

torzija, engl.improper dihedralgorsion) [87]:

~
g

Y

N0

AR A
dokpol je sile CHARMM uidopnmogsavighvpld ut ar zzme lLsatdr ¢
| e st i cBradléypotentya¥?2]:

. Q
Y - —
G

hh

Uz poznatu funkcijiu potenci(Q tadiome energij e,

0 Y > Bhe
Rezultati simulacija su vremenski ovisne ko¢c
integracijom Newtonovih jednadghbi gi banj a
1 U novijim verzijama polja sila GROMOS (od verzije 43A1) a d i efi kaskarigisgy r al unanj

Bre — 1 1 [174]
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Qm,o 330, 0 330
[0 a Qo0 a

gieje» 0 wohdohx o vektor Pté olya@sitnenaenasa, a o sila
naQ tu | estica LOdtgroa'ramtaI'fuul'cg;;(‘)dndrzélhleju,ers;jtiilmtave
energije i temperaturu sistema.

Jednadgbe gibanja se r j e g a \eapjfrag ili nvalonigy r\érlét k i p
algoritma Leapfrog algoritamje zadani integrator u Gromacsuii koristip o | e » @ jbrzine
0.0 -30 dabiseodredilip o | i grzine nakon vremenskog koraan a s | j edel i n

°30 30 030 =30 2-1330

D0 30 PO 30toz0 -30

Vremenski korakkomor a biti dovoljno malen u usporedbi
period rastezanja veze reda veliline 10 f s,

(primjerice LINCS[88], SHAKE [89]) kojima se zamrzavaju neki

Vi bracije veze vodika s tegim atomom, 3gto om
¢f s u at oxi g ffs ukrigpnoarnatim simulacijama.

U ovom radu korie se tripolja sila CHARMM36m [42][90] polje sila za atomske modele
GROMOS poljesila [87] [91] za simulacije u kojima su atomi ugljika s kovalentno vezanim
vodicima tret i ri®MARTINIK22poljgsikaf®2] za mbdels krupnogzrnarid.
coarsegrained CG)u kojimaser educi ra kompl ek s mastp es wsdt gowao <
| ettiergik az af e chm o sm vpdicima teetiraujkap feih interakcijski centar (tj. jedna

| e s,temgkbaad mase 72 amu (egitomic mass unjts mj e gt e n  ugrupeatoma koje ma s
reprezentiralU MARTINI 22p ol ju sBluapbdsjietegene u | &t iri
neutralna grupa atoma Kkoj a G, éaidrdfobrie grupe atama) a L u
nepolarne i, grupe atom& oj e su dj el omi | no polone kojenose dj e
elektrostatski nabadfQ). Tipovi N i Q se nadalje dijele prema sposobnosti vezanja vodika (

donor vodikaa - akceptor vodikada - donokrili-akceptor vodikaD-one koj e ne veg
dok setipoviPiCdi j el e prema stupnju polarizacije ¢

standardnih podtipova Uk ol i k o mol ekul a sadrgi pegkaenads
pripadaj ul senretijuokdai oc i jmead nmemse 4% amukiojoj @e ondauz oznaku
standardnog tipdodaje oznak& U proteinimasunekims | ul a,j edda mai se i zbj

smetnje, bol ni trétimuolao posebapodtip te sesue dzmakuatandardnog tipa
dodaje oznakadA. Konsent e sil a u MARTI NI p &akg higibanjel a o
krupnozrnatih interakcijskih centara bilo fleksibilnii@dolleo ponagal w &t dming tai |
modelima.
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Za generiranje trajektorija ovom radwkoristi sesimulacijski paket GROMAC$3]. Dobivene
trajektorijeanaliziasep o mo | u r al un dilsepratimahagank ak s usat av a,
strukturna i t e rkoroedii rnaannji strukfama Jissanen Zsvi rvgaR. @ @o Is e

s | j e d eralnilh alataacQuark https://zhanggroup.org/QUARK/ [94], CHARMM-GUI
https://www.charmrgui.org/[95], Memgenhttp://memgen.ungoettingen.degP6], GROMACS

[93]. Simulacije se odvijaju n a superralunalwu Bur a s a
https://cnrm.uniri.hr/hr/bufaZa analizu rezultata korist s e s laj edal ini al ati
[93], APL@Voro [97], Fatslim[98], za vizualizaciju struktura programski pakévD [99],

Gnuplot (http://www.gnuplot.info/) za izradu grmva i GIMP (https://www.gimp.org/ za
grafil ku obradu sl ika.

Unutarnje membrane Granegativnih bakterijpredstavljgjusa ni ons ki m dvosl oj e
od lipida POPE1-palmitoyl2-oleoytsnglycera3-phosphoethanolamife POPG {-palmitoyt
2-oleoytsnglycero3-phospherac-glycero) u omjeru 3:1 u oba sloja[100]. Model Gram
pozitivne plazma memhne je anionski dvok o | salinjen od I i pi
(lysylphosphatidylglycerdli PVCL2 (kardiolipin) u omjerus7:38:5 u oba slojl01]. Za modele
eukariotskin membranakoriste se neutralni jednokomponentni lipidni dvosloji od POPT (
palmitoyl2-oleoytsn-glycerc3-phosphatidylcholing ili DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycerc3-
phosphatidylcholinglipida [102]. Model vanjske membrane Gramegativnih bakterija opisan je
uodjeljku 2.1.2

Svi pepti di k o r isg amedimani nau Ckraju (oeptidNHg).i Fosttnareslacijska
modifikacijiau vi du dodavanja amidne skupine[ldBp C Kk
doprinosi nji hovoj vel oj stabi I[104 9& su takvi b ol |
sintetiziraniik or i gotdegnoiv aur aj ul i m e k s peniludeksafadepentinh a  k o
[11], kiadini [54], anisaxin2S[83]).

Simulacijski sustavisu pravilnik u b isd bnidovima duljine 10-20 nm i 250-800 lipida, a
vremena simulacijguv el i | i ne miak rao soe(A)sinuditedd&tan(UA), odnosno
nekoliko desetaka mikrosekundi za krupnozrif@@) simulacije
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2 MATERIJALIT METODE

2.1 Adepantinl
211 Di zaj n i bi ol ogka aktivnost

Adepantinl (GIGKHVGKALKGLKGLLKGLGES 1NH2)? (sl. 3) jedan je od sedam peptida
nazvanih A Automatticaltyt Designeidl Pdptide Antibiotics), umjetno dizajniranih

p 0 moAMB-Desigreralgoritma[11],[82]. Al goritam je razvijen pomo
[11]1k 0] a s a dr ipdeksypselekavhok(il) premaE. coliza73 antimikrobra peptidau

obliku uzvojnice, izoliranai z  k o gi/éi njifoxilb sintetskih analogaDesignerkoristi D-

deskriptor, kb j i j € kosi nus sekventnin monenatdlob i deaj b s r a
ljiestvicama hidrofobnosti, indeks selektivnosti aminokiselina, indeks pravilnosti motiva i drugih
statistilkih pravila izdvojenih iz Ildktwrithe poc

peptidnih antibiotika.

o
- g

Slika3Po| et na adepantiel k ak a p r -QUARK lime jakli amfipatsku distribuciju hidrofobnih
(magenta) i hidr@]ilnih (gutih) ostataka

Adepantinl ima sedam glicina odkupno dvadeset i tamino kiseline od koj i h j e

polarnom sektoru(sl. 4. Nj i hova funkcija moge biti dv o:
nestrukturiranim monomerima da | ako prol aze
vjerojatnost prolazne agregacije noomera i stvaranja pora u citoplazmatskoj membfadb].

Adepantinl t akolLer sadr gi negativno nabijenu gl
negativno nabijeni ostaci Asp/ Gl u, koj i su p
peptidaut j el u na strukturu i di mer i z[B0G],i[J0A) pept i

Ova povoljna svojstva 4gezdtitag rizarsnim antnikzobnim ad
djelovanjem. Prethodno testiranje objavljengla] i [82] pokazalo je dag adepantifl jako
selektivan za Gramegativne bakterije, s vrijednostima MIC odl2 ¢ M [Ercolii i M 6 & M
protiv P. aeruginosa al i pr ek o S.lagr&sate Mrazporniskomive mo lomt i | k
aktivnost (HCso= 480 £ 60e M,)gt o r erlo wisokim indeksom selektivnostble.coi =
HCso/MICE.coi = 190+ 80, pogotovo u usporedbi s drugipnirodnim AMP-ovima (PGLa D5,
Ascaphinl 67, Magainin2 20 Pseudir2 18, Melitin 0.5, AMPad baz4l1])

2 U svim simulacijama u ovom radu peptidi su amidirani na C kraju ¢djfiljak 1.4)
11
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Hidrofobnost (H) Polarni ostaci + Qy (n/%) Nepolarni ostaci (n/%)
0.275 15/ 6522 8/3478
2D hidrofobni moment (uH) Nenabijeni ostaci + Gy Aromati | ni
0.596 His1, Serl, Ay 7 -
Ukupni naboj Nabijeni ostaci Posebni ostaci
+4 Lys5, GQu 1, Cys0, Ro 0
Hidrofobni sektor: A Polarni sektor: G GK GKKK EGK GG GH S

Slika 4 Svojstvaadepantingl, rezultatiHeliQuesmr e g n o g  k[108] (kttpd:/Adliquestipmc.cnrs.fofistup u rujnu 2022).

Ulazni podatak je pmarna sekvencadepantia-1, arezultati susrednjahidrofobnostpo aminokiselinskom ostatk(H), srednji

2D hidrofobnimoment( a mf i p )gpoaminakiseinskom ostatky € H09]i druga svoj stva peptida.
svoj st av a Fdudhéravd ljestvicafl10] sevrijednostimasrednjehidrofobnostiu intervalu f1.01, 2.25]i srednjeg2D

hidrofobnog momenta u intervalu [0, 3.ZBnos vektorgrikazanog nasliciHi dr of obni ostaci su-obojen
nabijeni plavom (+) i crvenom), polarnineu t r al ni n i j dergkciaimedanini $ivonbbojpbna s t e

Mijerenje spektra cirkularnog dikroizma (CI82] pokazuje da adepantinl nemastrukturu
uzvojnieu v odenom p uifudioje maljiod 5% &lidvorastrukturuuzvojnice u
prisutnosti organskih otapalakga o j e 50% t r i fudjelomuzeogiceadB88%). ( T F E
Za razliku odt i h o k w prigumost amipnskih velikih unilamelarnih vezikula (LUghgl.

large unilamellar vesiclg oblik CD spektra, posebnomijer elipticitetadrz2: 208 1, sugerira
mogul nost intragirguespit md me mbr an a mabliku wzvojmice ¢1hl] (S | u
udjelom uzvojniceod 55%)g tsoe p o s e b o spektrimdkawvaleatno povezah dimemra
adepantina2 i -3 (JADP-2].i [ADP-3]2) [82]. U prisutnosti neutralnih LUMva, i monomerni i

dimerni peptidi ostali su uglavhomazmotanigt o ukazuj e da se nisu
membrane Eksperimentiu k 0 j i ma s e peimgabilizacy vamjske ecitoplazmatske
membraneE. coli ukazuju dadimeri adepantin-2 i -3 b r g &ikasnijenar ugavaj u i n
membrae u odnosu ha monomeaglepantina St oga s e | iadepantidggogodujeme r i :
permeabilizacijivanjske icitoplazmatske membrar82]. Koncentracijalipida u gore opisanim
mjerenjimas koj i ma | e s 400gMil,iatpeptida26 oVl [88]dgbteo r ez ul t
omjeromP/L od 1/20, odnosio jedan peptid na 20 lipida.

12
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2.1.2 Simulacije

Atomi s t iikrupnazrnatéVD simulacijeadepantingl provedenesp o mo | u  pGromges a ma
2021.3[93]. Simulacijski sustaveasbjes e od |j ednog -l uronjemh u godu ua d e p &
blizini r a z | mémbanskin modelaPodaci o simulacijama (trajanje, broj peptida i sastav

me mbr ans ki h suopdkezam jablis 4, gedloet ne di menzije sim
u tablici 9 u Prilozima.

AAsimulacie u k!l j ul i vesieégnimsdvali dvhnadstp¢peda adepantihesr a z | i | i t i
trajanjemi z m®.BilL.6tOU nj i ma ssu j keoodsligemberangsl.5):

1) Model unutarnje membrane Gram-negativnih bakterija sastoj se od megativno
nabijerogdvoslops a | i nj RQOPE igPORGpidau omjerumi j e §:A[DOP].a

2) Model Gram-pozitivne plazma membranesastoj se od negativho nabijenog dvosloj
sal i nj ROPGgys-RGd PVCL2lipidau omj er u mi j[18ldanj a 57: .

3) Eukariotske stanicemodelirane sueutralnimPOPClipidnim dvoslogm|[58].

4) Model vanjske membrane E. coli: Unutarnjislojs a dawigterionskil-palmitoyt2-cis-
vacceniephosphatidylethanolamin(PVPE) (74%) te anionsle 1-palmitoyt2-cis-
vacceniephosphatidylglycero(PVPG) (21%) i PVCL2 (5%]112). Vanj skie sl o]
anionsle (naboj-10) molekué lipopolisaharida (LPS)LPS molekule sasje seod lipida
A (Tip 1 sa 6 acilnih lanacajezgre (K12) na koje su vezan2 O-antigena (glatik
membranasl. 6b) ili bez O-antigena hrapaa membrangsl. 6¢) [113]. Detaljna struktura
LPS molekulas nabojima pojedinih dijelovarikazana je nal.6a. Ok o | i ¢gs g terz¢gr e
neutr al i zi?dokauGantigenoneutralizirani ionima iz otopirigl4].

1.‘0—& e“ & “‘ } N5 O
P fodan. T A ‘\g{&} iww
oot i r?:; X . .t
: ‘ = fhe g0l
A 2 W o 3 |4 ¢ »
RIS o S T, £
P ORI g 3 P2 Ead 4. 0 L
T oY 2% FTL L
.%\:. &“M .‘: f‘“ “"\u\ '2' ‘i '." et ‘«:"i‘f tgt
& ¥ T F ai oS 1, ol
b * B L3 LK K Oy LAY
Ao L S S S 2 S ST SN 3 S :
: t\{:‘" f' o hsfoVr?,*‘f ts, : 94-:\‘
POPE POPG POPC Lys-PG ‘ PVCL2
e 4l @
;l:‘v 2 " ,8
I I -'ju‘-': ;
ps
Slika5Mol ekul e | i pida i Il i popol i sia GHARMM-GUI lfarePp&intakit16]r[116] {187 e u s

Vi ge de t-adrijazanoge nél.B.S
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i AGALNA (+0.18)
- 2
@ BGLC (+0.18) g
- -
o <
s BMAN (-0.18) <
b4 o
g ~
g - AGLCNA (+0.00)
] AGALNA (+0.00) £
< BGLC (+0.18) o
o
~ BMAN (-0.18) ”
T
-
L BGLCNA (0.00) =1
AHEP (0.00)
)
Q
© AGLC (-0.18)
[
1
S AGAL (+0.18)
AHEP (-4.00) °
AKDO (-2.00) S
—_ <
2 =
< 3
< Lipid A (-4.18)
T
2
-l % -
L a ' ﬁeriblasmic spaté'

Slika 6 Struktura molekuh lipopolisaharida(LPS) i naboji pojedinih dijelovau polju sile CHARMM [116], nazivi dijelova
molekuleodgovaraj)CHARMM-GUI nomenklatur{117] (a). Vanjska membrang. col, glatka @), hrapavag). PVPE lipidi su

zeleni, PVPG lipidi su naranlasti, P\Mi@gan®sajizdvojénjnia dionimaksjt , a | |
su prikazani kuglicama Podr ul j e predstavienoeje titkizin® bojom neutr aPiogdiupafdullj Cajezg
predstavljeni su tirkiznim kuglicama,a2®Ont i gena predstavl jena su | jubilastim |in
TablicalSaget ak MD si mil @i raazdddpdntmi maodel i ma membrana

Gram 1 POPC Gram + Grami_ vanjska m

Oznaka Broj Omijer

. . . Vrijeme Sastav Vrijeme Sastav Vrjeme Sastav 2 O-Antigena 0 O-Antigena  Sastav
simulacije peptida P/L

"I membrane "I membrane "I membrane Vrijeme "I Vrijeme “I membrane
AA-0 0 0/256 0.5 - 0.5 0.5 05
146 POPG Gorniji sloj:
AA-la* 1 1/256 1 192 POPE 0.5 1 0.5 0.1 Ormursio)
256 POPC 96 LysPG 50 LPS
AA-1b * 1 1/256 1.6 64POPG - 1.6 - - o
AAD ) 1128 15 15 14 PVCL2 Doniji sloj:
- : - : - - 105 PVPE
AA-12a* 12 U431 oo o000 05 1 pope 1 129922LPO:§ - 0.1 30 PVPG
ys
- 128 POPG 8 PVCL2
AA-12b * 12 1/43 1 0.5 1 28 PVCL2 0.4 0.2
CG12 12 1/43 25
CG24 24 1/21 425 384 POPE

CG2AA-12* 12 1/43 05 128 POPG
CG2AA-24 * 24 1/21 0.5

* Simulacije sustava s istim pod(msehibasédonf i gur aci jama ozna
** Zadnja konfiguracija u CG simulaciji transformirana je |
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2. MATERIJALI | METODE Mat ko Mal eg

CG simulacijeizvedene stsad vanaest il i dvades eluinterakcigg i r i
modelom unutarnje membra@amnegativnih bakterijfPOPE:POPG u omjeru 3:I)rajanja

CG simulacijaznosilasu2350z a sl ul aj sa dy@maedtul|mgp tiiad a via
peptida(vidi tablicu 1).

Konal na st an) wansfor@irasasumat a mi p & i (sl.k2D) te neosonaladcija
nastavljena kao AA sisterfoznaka CG2AAu tablici 1) kako bi se dobili bolji uvidi u detalje
interakcije peptida s membranoRostupakransformacijegCG u AA, poznat i kadackmapping
napravijen jep o mo CHARMM-GUI Martini to All-atom Convertea [118]. Postupak je

ukl julivao kor ilptkeandipga kpnyerzhugpeptidflkol. KakotC& Martini

i pi di i maju odgovarajule AA | i mabdie niswiipol j u
potrebni dodatni ioni.

Br. AK BB SCl SC2 SC3 Br. POPE  POPG 5
1 Gly Qd 1 Qd P4 Sy W ’
2 lle Nd ACL w
3 Gly Nd 8 &7 ©
4 Lys Nd C3
5 His Nd SC4 SP1 SP1 5 c1 c1 ; "
6 Val NO AC2 12 43 EH o e
7 Gly NO 7 c1 c1 %
8 Lys NO C3 Qd 8 c1 c1 |V S
9 Aa C5 9 c1 c1 &

10 c1 c1 "
11 Lys NO C3 Qd 11 c1 c1 lle His Leu -
12 Gly NO 12 c1 c1 val Ala 9 V

4
4
14 Llys NO C3 Qd }Hy H&*(\O; %‘g}%
15 Gly NO Gly % v t V
u Lys U Glu

18 Lys NO C3 Qd
19 Gly Na
21 Gly Na

Slika 7 Tipovi i ilustracije interakcijskih centaradepantinél (c), POPE(a) i POPG (b) lipida u CG simulacijamaAK i
aminokiselina, BB tipl esti ce ko] a izzokosnce(anglhagkieongaSCxime p o v i |l estica koje z
i z bol n(enylsideachad) ansinokiselina

Po|l et ne satlepantindl ur do bi vene G-QUARK onmroeeduaplikacije
(https://zhanggroup.orglQUARK/ pristupus j e POR3.)[04].Pr edvi L a&mogelaf e da
model 1 sa strukturom U-uzvojnice i n an pouzdanostiprocijenjeni TM rezultat = @76 +

01499k 0j i | & aloorpiodteea ma st r udrugeimodelewd sastrukiurdmi- c i j a n
uzvojnice i prijelomomu blizini Leut®,

Modeli za lipide i lipopolisaharidgsl. 5) preuzeti su iz baze podataka CHARMBUI [117]. Polje
sile CHARMM36m[90] i model vode TIP3120]k or i gt eni su u AA si mul ;
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polje sile za CG model@©2]. Poloentfnoer nkaci je za AA simul acij
CHARMM-GUI (https://www.charmrgui.org/pr i st up u sMemerdne Buildeaa2 0 2 2 .
[115] [116], dok su poletne ko nkr@rangpaocmigieu zQFGMRGVMs i |
Martini Bilayer Makern [121][122].

Ukupni naboj peptida ot¢l5 definiranjenapH 7,u z i maj ul i u -terimimali meutmalai b i | e
amidirani Gkraj te neutralni histidinMartini Bilayer Makern e ma mo dgzolanagt i | i t

nabijenih zavrget alas mwojperdi nkad msotgr upkecpitjiid ap o |
simulacijenajprije odabrali da oba terminala budu nabijenaatimu svakom peptidmanualno

uklonili naboj na @&erminalu zamjenom Qa kuglice za P5 kugljit@3] (vidi odjeljak 9.1.111I

u Prilozima).

l znad i i spod membrane dodan je vodeni sl oj
molekula vode po lipidu u AA simulacijama i ~2%lekula vodepo lipidu u CG simulacijama.

Sustavi su neutralizirani s'"K Cl" ionima u koncentracijiod5Mw dodat ak neutr e
Ca&'kationa u podauulsj wl jag g rs-aegativevanjske aen®rareem

Peptidi su inicijalngpos t av |l j eni u otopinu u ravnini par a
iznad nje, s hidrofilnom i hidrofobonomatm om j ednako wudal j en@®l@. od p
Za s | ud, savg vezana peptida iz simulacija ARb uzetsuz a po| et nWCGCR24 r u Kk t

simulaciji, peptidi sunicijalnor as por el eni u dvije paralelne r
nm (sl. 9). Dva (alh)tasAA-dai AA-12 melLusobno supel¢trmal
orijentaciji odnosnorasporedupeptida. Detalji o kreiranju poletnih

adepantingl nalaze se adjeljku 9.1.1u Prilozima.

e @

YRR e
KA i Qo

o o000
..‘;:
& @ ete

e ¢g¥W

Slika8Po|l et ne konfigur aci j enekinpAAgirhutadjamnaaA-1bsaPCGPE:EOPG mentbazdg) 0AA- u

1b sa Gram+ membranortb), AA-2 (¢), AA-12b sa POPE:POPG membranda). Peptidi su prikazani kaozvojnice s
aminokiselinskim ostacima kao kuglicamma gent a za hidrofobne i g etsupredstavijieh i dr o f i
kuglicama atoma P zelene boje za POPE lipiddar an| a s t plavozalyP GP G| j ubi | digide.dstaliaton®ivV CL 2
molekule membrana, kao i molekule vode i iona nisu prikazani radi preglednosti.
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W SR Y

N

Slika9Pol et ne konfiguracije (pogl e.di-sslaulsajr asn ed vite-sbdenszegjop) s pud MCaGH e
l etiri peptida. BeppiMd g et a ri &aa bidrdfilodlostaie.eMabranajje gredstavljena

kuglicama atoma P zelene boje za POPE 1|lipide i naran| aste
vodei ionanisu prikazani radi preglednosti.
Ekvilibracija | e nap mpepoiujareanCHARMMYUe [§17]. Zk prvaa k a ,

dva koraka kor-igobbepopanpe( NY®) er mizateemnaizebbraal a | ¢
(NpT) dinamika (konstantni tlak i temperatura) U s vi m Kk or aBerendgenoy e K ¢
termostat barostatTemperaturge bila fiksiranaza vrijemeekvilibracije i produkcijena 310 K.

Tijekom ekvilibracije primijenjena sur azlodrnami | enj a naoqrigrmilloevmej
promjenet @@®HK iohk agkimwo nsae p o | peftideme shir ukhalrajnije

og r a n ivértkalnpgagibanjaP atoma lipidk a k o b i sravningpaodwr rggail e ume mb |
ograni lveenijea prraomj ene di hedralnih kutova kakc¢
promjene tijekom ekvilibracijfleo g r ani | a v a postiipesmanjitales s\@kom sogom

koraku ekvilibracijg117] (vidi tablicu 10u Prilozimg.

Uvjeti NpT ansamblau simulaciji zadani suNoseHooverovim termostatom i Parrinello
Rahmanovim barostatom, s vremenskom konstantomQopislza temperaturu i®ps zalak, uz
kompresibilnosiod 4.5 t 10° bara[124], [125]. Ko r i ¢ teapirog jntegrators viemenskim

korakom od 2 fsave e melLu at omi mEANCSatboritmamm|[8h 2apgs wr al un
elektrostatskih interakcij& o r i g tPaticlaMegsh&wald (PME) metoda[126] sgr ani | ni m
radijusom za elektrostatski doprinos b& nm Van der Waalsaxsileo g r a n i fake daeza s u
udal jenosti vele oqgdpt.inakinemuoOn en mi zpnod sienjneu Ing i |

Gromacs alattlustsizetraj, densityisasak or i gt eni u s o uz peptala gdaljernpgti
hi drofobnih/hidrofil ni hproosftialtaa kgau sotdo [ser eddui gg t na
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povrgine pepti ddokdojsa uperleu md arprddS3Palatom{IRT,ur a
[128]. ProgramAPL@Vorq koji setemelji na Vorowmijevoj partigipovr gi ne | i pi da
kKl j ul neglaaamalnepiud a, korigten je za izralunava
lipidu (area per lipidAPL)[97]. Za odrelivanje parametara red
je Gromacev order alat

Amf i pat iptidnopisaha jeprednjim2D hidrofobnim momentonpo aminokiselinskom
ostatkukoji za adepantii iznosi 0.596(mogu e vrijednosti nalaze se u intervalu [0, 3.26]),
odrelen inree ganmgeliQues{108](sl.d)k oj i kori st i ugwojoigeek ci |
na ravninu okomitu najenu os Fauchérewu ljestvicu [110] za dodjeljivanje hidrofobndissvakoj

amino kiselini iz intervab [-1.01, 2.25] Mr egna a BD-HM akaelkulatar

(https://www.ibg.kit.edu/HM/ pristup tavanj 2022) [129] dajer eal i st i | ni j i trc
hidrofobni moment (3EHM) temeljen naaspodjelh i dr of i | ni h i imabdjima f o b n
pojedinih atomaRezultati3D-HM kalkulatoraza adepanttd u razl i | i tim st a

odjeljku 3.1.1
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2.2 Kiadini
2.2.1 Dizajnibi ol ogka aktivnost

Kiadini su skupinad 6linearnihpeptidau obliku uzvojnice baziranih nasekvenci peptida PGLa

H (KIAKVALKAL) ili umjetnodizajniraniQSAR metodam{b4]. Kiadini -1, -2 i -3 dobiveni su
supstitucijamaVval © Gly u dvostrulkj sekvent PGLaH (diPGLaH) kiadin-1 supstitucijom

Val'® Y Gly, kiadin-2 supstitucijomval’Y G |, ya kiadin3 supstitucijomoba vdina u glicin (V°

MG + VI G). Kiadini -4, -5 i-6 suab initod i z aj ni r ®esignemplgorimdprema
definiranom skupu pravila temeljenom f[la. pr om
Ukratko, ovapravila zahtigvajuprisutnostp onav !l j aj ul i h motiva -koji
ovimasa strukturonmuzvojnice, kaoi dovoljnua mf i pat i | nost , dopugtaju
fleksibilnost tako da s€tuzvojnicamog e  p r qrémal 3jo i konformaciji Nadalje,slijed
aminokiselinebi t r ebao r ez u-teskriptomkoji dajevisokjindetsnselektivrostiD
(S).Na t a pobiveai paptidimajuO 50 % r a z |aiu bdndsu naliP@LaH, a ti azkme L u
ostalog kiadini4 i -5imaju pol e t i r ina rgjdstimeA’ M@ + L' ThG + K4HG + K®¥MG

i KTHG + L'ThG + KMIG + LY THG, respektivnpa kiadin-6 ima jedan glicinK*hG. Bez
obzira na postupak di zaj na sykajrmaPR0bstaaksale k5v0e% c e
i d e n t(tablica 2)) kla se mogu smatrati jednom obitelji nazvarioadini [54].

Navedeninsupstitucijama ukupni nabpgptida(+7) nije promijenjeni iakosrednjahidrofobnost
poaminokiselinskonostatkuo p ada s p o agidingnjoem braxjl i | i to utj
strukturu, tako da kiadindi-5, s a gloi dierta riimaj usradizDwhidrbfobnii  n aj
moment & mf i p a)tpo dnmmnoksdlinskom ostatku i zr al unat prema Ei s
[109]i Fauchérevoj ljestvici hidrofobnost[110]p o m oHeliQuestg[108] (sl. 10i tablica 2).

Slika 10 Projekcije uzvojnica kiadina, dobiver pomocuHeliquestaplikacije [108]. Strelice prikazuju srednje 2bidrofobne
momente p@minokiselinskom ostatksivrijednostima prikazanimtablici 2 Hi dr of obni ost aci su-obojen
nabijeni plavom (+}e glicini i alanini sivom bojom.
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Tablica 2 Sekvence osnovnef i z -kdmliske karakteristike kiadina d r e L e n eHelipuestaplikacije[108].Za pr or al un
hidrofobni h s v &qushéreovdastvicagldO] gvrijednoatimgsrednjehidrofobnosti u intervalu-L.01, 2.25]i
srednjed2D hidrofobnog momenta intervalu [0, 3.26] (iznos vektora prikazanogshd 0), te 3DHM mr e gni [1R% | kul at c

Peptid Sekvenca NaboP  Hidrofobnost®  2D-HMd ~ SP-HM®
(kTAle)
diPGLaH KIAKVALKALKIAKVALKAL- NH +7 0.44 0.42 23.5+0.5
kiadinl  KIAKVALKALKIAKGALKAL- NH +7 0.38 0.48 18.1+0.7
kiadin2  KIAKGALKALKIAKVALKAL- NH +7 0.38 0.41 23.2+0.9
kiadin3  KIAKGALKALKIAKGALKAL- NH +7 0.32 0.46 23.9+0.9
kiadind Kl GKALGKALKALGKALGKA- NH +7 0.21 0.65 20.2+£04
kiadin-5 KIA GKAGKIA KI AGKAGKIA - NH +7 0.16 0.37 16.3+0.8
kiadin6  KIALKALKALKALGKALKAL- NH +7 0.40 0.49 20.2+0.7
aio uvane amiohzoomha sléncdiP@LaH su obojee zeleno.Amino kiselinedobivene drugim metodama
razl i | i tdPGlaH swcmé anGlysupstitucije su podebljane.

b i naboj je definiran na pH =7

ci srednja hidrofobnogio aminokiselinskom ostatku

d i srednji2D hidrofobni momenpo aminokiselinskom ostatku

ei 3D hidrofobni momenpeptidau p ol et noj st r uk {kUAfe), kjeBpltiznapnova koastant®je temjperaturau
u K, A je 10°m, aeje elementarni naboj

Kiadinip ok az uj u z n amtimikrobeojaktianasti, kakogoremm&ramnegativnim, tako

i prema Granpozitivnim bakterijamg54]. Njihove o d g o v aMI@ {minimalna inhibitorna
koncentracija) i MBC (minimalna baktericidna koncentracija) vrijednostu v r |,@d s | i |
sugerira da su kiadini baktericigdra nebakteriostatskidiPGLaH pokazues nagnu akt i v
premaobjevrstebakterig, u sub ili nisko-mikromolarnim MIC i MBCvrijednostimaZamjerom

Val®Y G| ydiPGLaH (kiadinrl) dobi va se nprdgivB colpadok gktwvnost k t i v
protiv S. aureusastaje istaZamjena jednog glicina diPGLaH na drugon mjestu(val’Y G 1,y
kiadin2) znal aj no poveE.a&aia alkit ijvgubiztdmdpardradreus
(tablica 3) [54], dok zamjen&val*?Y G|, kiadin6)uzj o g n e k o | tallica 2)pakamjljee n a  (
donekl e smanj enu m&idjivpje damalenvariadijg¢ Llesekieadk rezeltirdjuj e .
znal ajnim varijacijama u ulinku, baktajskam s | u
spektruUv oL enj e dv o s glicinakldadis3du pislitii t|ueftuvgeerj cosgt rnekk e  z
u kiadind znal ajni je smanj uj e baktérijg\alnmanje zap. rcait i v
L etverostriiom supstitucijom glicina nalrugim mjestimau z j oge n dKkadinb5)z a mj e
pot puno satimkobnalgitnest a

S obzirom na hemiBGLAHI | Ruumkerenosicpdi2@t cekVs i |

(tablica 3). Kiadini -1i-2i maj u s | i |HCs, dokjeikipdm@&l nosdal aj no cito
Kiadin-3p a k i ma n e k &lCsiplodjenjerunt eko 95M.I Kiiadin-4 (4 Gly)i kiadin-6

(1 Gl y) i maljamonlaijtsinlakjun soegpkatoi vinlo setM. sSiadikd @ge s |
Gly) nije hemolitl an ni u naj vkongeotfacijipr i mi j enj enoj
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Tablica 3 Antibakterijk a akt i vnost iHikiadikags54].l nost di PGLa

E. coli S. aureus RBC
Peptid MIC 2 MBC® MIC MBC HCsc®
diPGLaH 15 15 0.75 1.5 22+ 2
kiadin-1 0.75 0.75 0.51 15 22+ 2
kiadin-2 0.250.5 0.51 8-16 8-16 26+ 6
kiadin-3 4 16 16-32 32 95+ 10
kiadin-4 8 16 16-32 32 11+1
kiadin-5 > 64 > 64 > 64 > 64 nd.
kiadin-6 1-2 2-4 4 4 10.5£ 0.5
ai Minimalna inhibitorna koncentraciiMIC) -naj ni §a koncentracija peptida koja ne
inkubacije preko noli;
b i Minimalna baktericidna koncentracifMBC) -naj ni ga koncentracija bez vidljivog
inkubacije preko noli ali kvota peptidnih bakterija uzetih i
c T VrijednostHGoi zr al unata je kao koncent(RBCEeéngl.eedbtoodjcael)l uzrokuje 50%
Sve vrijednosti su izragene u €M koncentraciije.
2.2.2 Simulacije
Simulacijemolekulskedinamike provedene su m#PGLaH i gest dizajnirani

zatvorenom okrugenju koje se sregativoo nabijeood n e L
POPE:POPG dvosloja uronjenog u vodRo | e kamfermacijeza sve peptide dobivene su
QUARK prediktorom[94], koji je rezultirao strukturam&tuzvojniceza sve sekvence. Gromacs
verzija 2019.393lk or i gt ena | e zngenanvGROMOS rtbd1) polaisile[@7], pr i
[130], [91] na molekule peptida i DLPC lipida i GROMGEP polja sile na POPE i POPG
molekule lipida[131], [132], [43] dok je SPCmodel (engl. simple point charge kor i gt en
molekule vodg133].

Provedene spo dvije simulacije(o z n a kaseiik case? za svaki peptid sa svakom vrstom
membrane. Wcasd simulacijamapeptid je postavijemparalelng25 nm wudal jen od
l i pidnog dvosloja (udaljenost izmelu srPedi gt
u gornjemsloju), okrenut prema njemu svojom polgom stranom U case2simulacijamapeptid

je rotiran zal80°okoosiuzvojnicetakodajeu pol et nojbikend kgematci pn en
membrane svojom hidrofobnijommt r an o m. Ruwdciedrikazanekswnalfll
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SlikallPo| et ne k aMD singladijeena kigdiea seutralnomDLPC i anionskom POPE:POR@embranomPeptidi

su predstavljeni kao Mymlsd @tcii mmo die Imia g® nh iadistakfptinilys iosméinrm u g ut
prikazanimg t fa ip iMdembranski fosfolipidi prikazani su plavom bojom za DLPC membrgoee) i zel enom i nar a
bojom za POPE i POP@dlje), sP atomimgredstavljeninkuglicamai acilnim lancimakao linijama.

Neutralni lipidni dvosloj kreiran postavljanjem128 DLPC molekula u svalsloj, uronjenje u

vode n 0 0 k takeo Jaenmer wode i lipiddbude >50. Anionskisustas al i nj en j e od
sa 96 POPE i 32 POPG lipida wakom sloju( o mj er mi j eganj a 3iDt, s ]
POPGkonfiguracija[134]),ur onj ene u somptrem vodeo lipidd0.iKgnfiguragje

POPE i POPGIipida preuzete suiz Lipidbook repozitorija [135]. MemGen online alat
(http://memgen.ungoettingen.depristupu ve | ij2821) k o r i j&zia generiranjgnembrana

Detalji o kreiranju inicijalnih struktura opisani swdjeljku 9.1.2u Prilozima.

Nabojpeptida(+7) definiranje napH 7 (tablica2)u z i maj ul i u -kr@gizamidirars | o b o
C-kraj.Zaneutrali zaciju pept inkembradneodaniso Cleni, dokssil ul| a
Na'ioni dodani za neutralizacijuegativno nabijenog POPE:POP@eptidsustava Kor i gt en
postupak temperaturnags k | a L(engl. eemgerature annealirygza ekvilibriranje sustava na
referentnu temperaturnutlak (T = 310 K;p = 1 ATM), uz odabranu temperaturu koja definira

lipide ufluidnoj fazi (Tw= 272 K za DLP(136], 300 K za POPEL37]i 269 K za POPG138]).

Ti jekom ekvi |jedgordama @ ef i Kkoirn a@n jeen itod kviam j &t ;mma
S t r u kuzwojnie. Pradukcijske simulacij@d 300 nsg t odovplippz a pr omatr anj e
vezanja peptida na peswurizgtermngd znoebnalrri d meo,m i(zkvoendse
ansambl u ( k-Haovers termbsiati PerorellsRahman barostat, s vremenskom
konstantom od 6 ps za tempatum i 2.0 ps za tlakuz kompresibilnosbd 4.5 10° bar)[124],

[125]. Vremenski korak eapfrog integratora bio je fiksiranna 2 fs,azve s u olNC§ av a n ¢
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algoritmom [88]. ParticleMeshEwal® (PME) metoch [126] k or i gt enpar oy @ | wna
elektrostatsih interakcip dok suvan der Waals® i nt er akci jl@ nm\girermeni | en
simulacijabilo je 7x2x300ns=®2 ¢s zaPOPLEP®OPG sust askepno gt o
od 42 x2 =82 simulacijkog vremena.

Postsimulacijke analizeprovedene sk o r i g Gremmagsevitprogramamindisti density[93],
DSSPaplikacije [128] i 3BD-HM mr e g n o g (kttast//kvanliba.kite@du/ddM/pristup u
vel j al [129 02 1)

Programmindistr a | broj kontakata mi ni mal nu wudal j en @a®mai niza me L u
drugih grupaU ovom r adubrsog rkaolnum&kamt a unut aGnmgr ani
k or i aveketdrije:i)akosej edan i | ipeptidanjeelleru toanra gr aniod ne u
atoma Fosfolipidau n aj &ldjui gtean s e r al u n a) akosebilo kojeatbmavih k o n t
lizinad o L e g n a huadljenestod Patomd os f ol i pi dsbjuu tnoa jsbel irgael nu
jedankontaktuzimaj uil i u obzir moguinost vigestrukih

Profili gustole izralunati su za GQGremacsgvogh 10
densityprogramai)di st ri buci ja atoma P def i niraspodijeda | e
atoma peptidadefinirda jep ol o g a | iiipdispiliucija atgmasvih lizina definirala je
udaljenost Lys ostataka od membrane.

Vremenska ovisnost sekundarne struktwed r e@ljeen pomo i u DPSP §188%. a ma

Ei senbergovi hi dr of ob n HeliQuestme redgikalkolatoedlG8n3D s u
hidrofobni moment(3D-HM), temeljen natrodimenzionalnojstrukturi peptidaz a p oil et nu
konal nu konformaciju (nakon 300 ns vr+#ldhena s
kalkulatora[129] . U o v o mveksof hidrofolpnag, momentae o d r e iz wagpedjele
hidrofilnih i hi drof obni htakp dachiewdggpal ennahbopa\
strukturuuzvojnice, kao gt o | e s |2DHidaofobnisn mEmestem djee @ o & Imu
HeliQuest

3 Polje sila GROMOS je parametriziranbz  k o r reakrifskogjola (engl. reaction field za dugodoseg
elektrostatske interakcijmjok a o gt os j po § | ok ky kojima je preotndkatitzirang validirano je
korigtenje i [1l%]padPME mgtodeamjestorg¢alkcijsieog poljdl76][177], koja se | esto
novije vrijeme pogotovo u simulacijama nehomogenih sustawput membranskifiL78]. Osim toga, prametri za
lipide u polju silaGROMOSCKPd obi veni su kor i[48t enjem PME metode
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2.2.3 Eksperimentalne metotle

Metoda cirkularnog dikroizma (CD). Spektri cirkularnog dikroizma dobiveni J710
spektropolarimetrom (Jasco, Tokyo, Japaejultat sut r i skeniranja prov
koncentracijom peptida u prisutnosti anionskin (DPPG 1,2-dipalmitoylsnglycerc3-
phosphoglycerdl i neutralnin (DOPC 1,2-dioleoil-snglicero-3-fosfocholing LUV-ova
koncentracije 10 mM Postotak strukture uzvojnice d r e L emjeroi e~ T—, gdje je

— molarn elipticitet po aminokiselinskom ostatkemjeren navalnoj duljini 222 nm a—

o d g o v amolarji alipticitets a v r (guevojeice isteduljine [139].

Povrginska pl az m&kPR KezanjepeptidamanautalngOPd LUV -ove
koncentracije~1 mM ispitaro je i po v r gom mplazknonskm rezonancipm (engl. surface

plasmon resonan¢eSPR)p o mo [-100 iXstrumenta (Biacore, GE LifescienceR)a z | i | i t ¢
koncentracije peptida otopini (0.5 1, 2, 4, 8 i1 6 cinMktiranesubr zi nom od 10
tjekom540s,na k on | e g d20p ®disacijacijgZ& svaku koncentracijsenzogrami su
dobiveni p o mo | aplikaBije W & 1v Svhkueksperiment jponovljen tri puta za

pojedini peptiduz ispiranje puferm nakonsvakog mjerenja

4 Eksperimati sudio kolaboracieRon| evi i T., Maleg M., Sonavane.rdd , Gui
u pripremi
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2. MATERIJALI | METODE - Anisaxin-2S Mat ko Mal eg

2.3 Anisaxin2S
231 Di zaj n i bi ol ogka aktivnost

Anisaxin su skupina odpet cecropinus | ih lpaptich sa strukturomuzvojnice, s primarnim

slijedom od 31 amino kiselinglentificiranih rudarenjem dostupnih genomskih i transkriptomskih
podatakazamorsle parazie iz roda Anisakig83].1 st r agmuaaj agki htama akci
prokariotske mikrobe su vrlo vagna jer se pr
ne ogteluju eukariotske stanice StogaeMPioma ko
izolirani iz parazita mogu biti obea v a j u [ iencijalnilviijekovap omal om tHld®. s i | nc

Anisaxini ima j u shagan ant i mioksu odelotvorni ip ovitre nscMIG a |
koncentracijama< 1 € Mprotiv Gramn egat i vni h Haktierii j@aneukdtj pd r
ljekove, n e g t oi perhaadberentnim Grampozitivnim (MIC koncentracije2 i 6 4 & M)

bakterjama neakti vni prema nji hovi mMBCIl(hakieriddke) m i z
vrijednosti protiv svih testiranih sojevel i | ne su MI C (ijedadstima r igao sot a
sugerira da su anisaxini baktericidni, a ne
ukl juluje interakciju s membranom i kasniju

ispodMICgt o | e ifPb(dropididmdodidg@o z n a | a baataijp. e m

Rezultatinadaljesugeriraju da bakterjemaj u sposobnost oporaako ti s
se tretirajukoncentracigma ispod MIGa. Oslikavanjesustavom za mikroskopiju atomskih sila
(engl.atomic force miroscopeAFM) sdrugestranee pokazuj e vidljuva o

prisustvupeptida | ak ni pri koncentr ac,aljsema o akal iskna
veliline bakQveor ijjes knee usotbain|iacjeekod@amfipaaskhipeptitisa e n e
strukturomuzvojnice, primjericemelitina, koji uzrokujejako curenjunut ar st ani | nog

kroz anionske ali i neutralne membrabez vidljivih lezija na njima[141], [142]. Nadalje nisu
pri mij el e nakrorposomskpj BNAeijekom replikacije ili interferencija s nukleinskim

kiselinamalli sintezom proteinl o koncentracija nekol i.kol opuwtna |
da mehanizam djelovanja anisaxinawme& | j ul uj e i nhi bi ci,jodnosmordat ar s
ani saxini dj el uj u niesskplejculfiiMoni Mma i meé rmbra&kmcu j an

mikropermeabilizacij¢83].

CD spektripokazujuda su anisd n i nestrukturirani uustruktauw i [
uzvojnice u 50 % otopini TFE/odai micelama natrijevog dodecil sulfatéSDS)koje imitiraju
membr ans[B3.Nakwki § s a dizvgjnicgu TEBEvadailSDSu imaju anisaxini

-2S i-3 (~50%).Omijer elipticiteta— F7— >1lsugerramanimogul nost da pept i
sme mb r an a maiu ablikuuzavgjea. i

Anisaxin2S SWLSKTWKKLENSGKKRIAEGIAIALKGGLR  -NH>), najpotentnijije peptid
izskupinesa MI C vr i j ednoseE.cohia 4 de P.aeugnbsaaypokaztuje v

I dobru aktivnost protivGrampozitivne bakterijeS. aureusa MIC vrijednostima o@-4 & M

Poput ostalih anisaxina immaz anemar i vu toksil nost pihemai st

25



2. MATERIJALI | METODE - Anisaxin-2S Mat ko Mal eg

prikladnim kandidatima za nove lijekoV&3]. Za usporedbumelitin, koji imas | i | ne MI «
vrijednosti, je jaketboghksnl|l pe pogoH3[ldd]z a mil i

Slika 12P o | estruktaraanisaxina2Su obliku uzvojniee kakoju p r e d v-QUARK [@1] . Hidrofobni ostaci su
prikazani magenta boj om, hidrofilni gutom s istaknuti

Hidrofobnost (H) Polarni ostaci + Gly (n/%) Nepolarni ostaci (n/%)
0.256 19/ 61.29 12/ 38.71
2D hidrofobni moment (uH) Nenabijeni ostaci + Gly Aromati | ni
0.252 Ser 3, Thr1, Asn 1Gly 4 Trp 2
Ukupni naboj Nabijeni ostaci Posebni ostaci
+6 Lys6, Arg 2, Glu 2 Cys0,Pro0
Hidrofobni sektor: AGLGLG
Slika 13 Svojstva anisaxin@S1 rezultatiHeliQuestmr e g n e a108].iHk alc iojf ® b n i ostaci su
bojom, polarninabijenicrvenom €) i plavom (+), polarnneutralnil j ubi | a s t teglicimsivomabojenmaza a

proralun hidr of ob n iFduchéreowjestvicadlM@ s \ijedndstineseednphidjofebnostipo
aminokiselinskom ostatk(H) u intervalu {1.01, 2.25] isrednjeg2 D hi dr of obnog moiypant a (
aminokiselinskom ostatk( € Hu)intervalu [0, 3.26] (iznos vektora prikazanog na slici).
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2. MATERIJALI | METODE - Anisaxin-2S Mat ko Mal eg

2.3.2 Simulacije

Prediktor strukture QUARKh(tps://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARNiIstup uve | j al i
2022) korigten je za dobivanj g¥4mo®ekdvitepel st
naj vi gi m r ez ulUuaadjnias prgelomosnhar QK itcijelr peptidus t r ukt ur i
uzvojnice. Odabran je drugi model jer se o n f o r muazeojnife auglawhom Koristi u
simulacijama AMPa(sl.12. Takoler , o |sddnjegrukiursrmGd'a plagese u
QUARK modeliranju, pojaviti u simulacijama.

At omi st i | kneolelaulskedinamékeproyedenesusajednm, gest jdvatlesetn ae st
|l etiri Anpxip23% da zatvorenom okrugenj wabijenrmg e s ¢
POPE:POPG o mj er B1]) il avgterionskag POPCGnembranskoglvosloja uronjenog u

vody, s P/L omjerima 0d./256, 1/128, 1/641/32i 1/32 respektivho(tablica 4). Detalji koji se

odnose na kreiranje inicijalnog zvjezdastog rasporeda anisa$imalaze se adjeljku 9.1.3u

Prilozima.

Ispitujle semo gui nost ostavarivanja ekstrakciij,e |1/
fenomenkoji je u o | weeaksperimentima i krupnozrnatim simulacijama melitina u intajiak
neutralnom membranori¥8]. Radi usporedbesa anisaxinor2S, atomistil kim s
ispituju se i interakcije melitina obje vrste membraneP/L omjeru 1/32t@blica 4).

Tablica4dSaget.i popi s sdSmmelitimaa intgrakcijiss POPE®QHAGH ROPC modelima membrana.

Simulacija Peptid quj Membrana -BI.‘OJ P/L Pol e t Trajanje
peptida lipida pol og (es)

I Anisaxin-2S 1 POPE:POPG 192:64 1/256 Iznad 0.5

II-a Anisaxin-2S 6 POPE:POPG 576:192 1/128 Na pov 1.0

II-b Anisaxin-2S 6 POPE:POPG 576:192 1/128 Iznad 0.5

-1 Anisaxin-2S 12 POPE:POPG 576:192 1/64 Napovr 1.0

-2 Anisaxin-2S 12 POPE:POPG 576:192 1/64 Na pov 0.5

IV-a Anisaxin-2S 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Na pov 2.8

IV-b Anisaxin-2S 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Iznad 3.0

V-a Anisaxin2S 24 POPC 768 1/32 Na pov 21

V-b Anisaxin-2S 24 POPC 768 1/32 Iznad 1.0

Vi-a Melittin 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Na pov 0.4

VI-b Melittin 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Iznad 0.2

Vil-a Melittin 24 POPC 768 1/32 Na pov 0.4

VIl-b Melittin 24 POPC 768 1/32 Iznad 0.2

*Pol pohogaj peptida u odnosu na povrginu membrane: F
(Alznadd) i peptididj el omi | no umetnuti u (pR@l apromvgr gp engaj el mor 8 ) @

membrangVidi sl. 60 - 67)

Simulacije suzvedenegp o mo | u Gr o ma ¢ g93]\s ealjemisije CHARMM3E.[90] i

TIP3 modelom za molekule vodg20]. Pol etne Briprenfj ernma cs y e pom
CHARMM-GUI Membrane Buildera(http:/www.charmmgui.org/ pristup uve | | al ) 202
[118], [116]. Modeli membranaastojali su se od POREPOP G | i pi da u omj er L

27


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/
http://www.charmm-gui.org/

2. MATERIJALI | METODE - Anisaxin-2S Mat ko Mal eg

(576:192 192:64) koji modeliraju unutarnju membralBucoli[100]i zwitterionskihnPOPC lipida
kojoponagaj u membr an (58]eUkupranmabogeptsdiaod +6 dediirannenac a
pH 7 wuzimajul i -termimalh meutralini anaidiranij Graj.i SlojNVode debljine
pribligno 5 nins pdood ame nebezuiiraensad®Onoolekula vode po lipidu.
Sustavi su neutralizirani dodatkdfii Cl- ionau koncentraciji od 0.£M.

Ekvilibraciiaj e napr av |l | eprema pepaueasna CHABNH@IUK [A17]. Izotermne
izohoma (NVT) dinamika korg t e nza pryaalva koraka, a Npdinamika(konstantni tlaki
temperatura)k or i gt eorsda aja Ued igsvi nkokarkaci ma e Kkor
termostat i barostat.emperatura je fiksirana tijekom ekvilibracijprodukcijena 340K. Tijekom

ekvilibraa j e pri mijenjena su razlilita ogranilen
pologaja tegkih atoma peptida kako se pol et
ogranilenja vertikalnog gibanjaoPRPrgtaoamamkempr
ogranilenja na vele promjene dihedralnih ku
promjene tijekom ekvilibracije. Te ogranil av

koraku ekvilibracijg117] (vidi tablicu 10 u Prilozim3.

Uvjeti NpT ansamblau simulaciji zadani su Noselooverovim termostatom i Parrinello
Rahmanovim barostatom, s vremensKkanstantom od 1.0 ps za temperaturu i 5.0 ps za tlak, uz
kompresibilnost od 4.810° bara[124], [125]. K o r i ¢ lteapifirog jntegrator sa vremenskim
korakom od 2 fs, a Vv e z edIN@tealgoritmant[88mi Ma @d rog a\
el ektrostatskih i nt&esabkwald (PRE) etaddl?p} sekalanskgme P at
granicom na 1.2 nm. Vemedeu Wakbsoaezailealbp
one iznose nula, pri | emu nakon 1.0 nm polin
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3 REZULTATI

3.1 Adepantinl

Simulirenesui nt er akci je jednog 1 lu wadyen opseght k ndjae gsua
od: 1) POPE i POPG lipida, modeta Gramnegativnhe membran@) POPG, LysPG i PVCL2

lipida, modeh za membranu Graspozitivnih bakterija;3) POPC lipida, modelza eukariotsku
membranu, #) modeh vanjskanembrae Gramnegativih bakterip (vidi odjeljak 2.1.2.

Gl avni fokus je na istragivanju melluaterakcijipr ne
s bakterijskim i eukariotskim stanicama. Pretpostavieeianizam djelovanja promatran je u tri
koraka:

. pol etni kontakt peptida | nakupljanje na
Il. adaptacija peptida na polarnhidrofobrap o d r memprane, i
. mo g urbnalokacija peptida i/ili stvaranje pora.

311 Istr agi v an peptidasanutarmjirmnkemlirgnandA modeliranjem

U prvim simulacijamgedan peptipost avl j en | e bl oripntiraptake dagd n e
hidrofilne i hidrofobne regije podjednako udaljene od membkaaeo  grikazan¢ resl. §ab.
Adepantinl s e br z o -negatiyme Grmmpodtiviemmembrane, ali ostaje u otopini kada

se postavi u bliznuP OPC membr ane. Pol et ni kont akt pep
prvenstveno je posljedica elektrostatskih interakcija jeaf@jena stranpeptidausmjerena prema

pol arnoj povr gi-iiM s eme porvsed mevlataor»Dn usmj er eni
membrae (Sl. 14a, tablica 5). Tijekomd ugog kor ak a, pol ogaj pepti

djel omi |l no vezanog i nevezanog st-BBMyektorazgt o r
umetanje §l. 14b). U ovom koraku, peptiderazmotava o kkake Wi schidrofobrom strarom

pri oljiegz gr i me mbr ane, gt o | e v i-HM \ektovaopremaz pr
unutragnj osltldc) .meMebp taince, (el &t in m Mmembrene fijekgmu
simulacie odr eda veliline ,jeanpr end k&agaésiiik mehdnegmuy n i

djelovanja adepantinra ni j e opagen.
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A B
&Y BT RS
Electrostatic contact Adaptation Hydrophobic insertion

Slika 14 Prikazadeptantingl u interakciji s Granmegativiom (goré i Grampozitivnom (dolje) bakterijslom membraiom, gdje

stanje &) pokazuje elektrostatsko vezivamabijenih ostataka s lipidima gornjsipja, stanje b) prikazuje promjenu konformacije

peptida umetanje i okretanj@a(c) predstavlja konalno stanje s hidrofobnim oc¢
HM vektor je prikazan kao sivstrelica, gdje duljina strelice odgovara-BIM vrijednosti ¢ablica 5). Peptidi su prikazani kao

vrpcei kuglice, s hidrofobnim ostacimaumagent pol arnim i pozitivno nabi jtekiziom ost a
boji. Gornji sloj membrane predstavljen fgiglicamaP atonak o j i su prikazani zelenom bojom z
POPG lipide, plavom za Ly 8 G | i pi de i |l jubil]astom za PVCL2 | ipide. Radi

molekule vodee ioni, nisu prikazani

Tablica 5 Moduli 3D-HM vektorai k ut i z me L uuizdwejentmstanpma koja-bdgovaraju onima opisanimasha4.

Za i zsal koei @tien e kd vii j| en5eza pepticuorjea o dtapinw 7Bo | et nom s tOaapeptid (t =
na granici izmedju otopine i membrariani stadiji interagije peptida s membranorsl(14a) su elektrostatske prirode i uzrokuju
rotaciju nabijenih ostataka pams3DM pektmar membhkani I3B-gpos| j |
HM vektora od membrane (ks +z osk 9 0 A ) . Nakon poletnog el ektrostatskog Vv
peptida i promjenu njegove kizno$a3DrHMaektbra &. 140)z r okkownjad nio , s maempjt & ndj
svoje hidrofobne ostatke prema maDadMrvekiora prama membrani (keh kzodber pr a
90°) (l. 14c).

_ S s Modul *UU0wbaoli
Simulacija Oznaka stanja t #Bl Ol Ol 3D-HM vektor a 3D-HM vektora
nasl. 14 (ns) konstanta (AKT/e) i +2-0si (%)
0 78.5 15.6 82.4
AA-la a 100 20.0 60.7 50.0
POPE:POPG b 580 20.0 354 37.7
c 1000 20.0 29.0 112.0
0 78.5 155 82.6
AA-1b a 50 20.0 54.2 48.6
Gram+ b 1290 20.0 28.4 35.1
c 1600 20.0 33.2 102.4
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Slika17Pr o f i | hidrafobrsh{mademrta) pozitivno nabijenih lyso s t a t a kteapeptidp (cin@) ) P atoma lipida (zeleno)

u AA-1 simulacijamau sr ed nj e ni vnemens&im imtarVakmzai td ranim fazama interakcije peptida s membranom,
peptid je usmjesenpoai tiakme mabi npewmia | i zi n ghoslojamegothidrofobnib | i § i

ostaci (osim za POPC memban gdj e ne dol azi do vezanj a) podrgavajuli ul
biU kasnijim fazama hidrofobni 0 § tubazije n@kietabglpeptida tijekom erdnmegan j o j r
(osim za POPC membrankod kojene dol azi do v ez aih jntarjkcig s lipidaig famcisna uglikbhitrata f o b n

nakon poletnog el@kitmoptamjs&kog diegamnijBucije hidr onficafeni h i
peptida pr ema un u kamaiguiagie Rrdfili su mapravienGromacsovim aladordensity
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Slilno ponaganje u dva koraka opageno je kad
membrangsimulacije AA12POPE:POPG i Gram+tablica1l). Osimtoggpr oces vezanj a
je ukljulivao vr | dorinari klasterimaudidrpfaboeiogtaike pkentaktu d a .
jednisdr ugi ma okrugene hidrofilnim ostacima ko
membranegq]. 18i 19). Ovastruktura klastera sgotommijenjan a  n a $eihidrofildi @staci u
kontaktu s povraagii lnwom im2imdg ainie n e k enentomni(dhi dr o f
19c). Za vrileme simulacijg ~1 e s)ostkdjastetrabil ni nvae | p onvormg i
hidrofilnih ostataka okrenutih prema molekulama vode i nekim hidrofobnim ostacima u kontaktu

s lipidnim lancimaUd r ugisewanja&kol er opaga u simulacij am:
izostajevezang na membranuli serijetko d o g aalklasterse stvaraju u vodis(. 24). Vrijedi
napomenutidardr ugept i di , u vodi il u kontaktu s
strukturuC-uzvojnice (sl. 16 i DSSP dijagramnasl. 72 - 76 u Prilozima.

Electrostatic contact Hydrophobic insertion and migration

Slika 18 Prikazi dvanaest peptida adepantina interakciji sunutarnjommembranom Gramegativne bakterijeStanjea je
rezultat simulacije AAL2 kge pokazuje elektrostatsko vezivanje nabijenih ostataka s lipidigeanjem slojuSanjeb je rezultat

simulacije CG2AA, kogprikazuje daljnje korake u interakcijarpaptida s membranomkojimase peptidi povezani pri p
vezanjunamembranno d v aj aj u i mi griraju dug povrgine membrane s hidr
Peptidi su prikazani kao vrpcékuglice s hi drof obnim ostacima u magenta boji, p

i negativnimGlu u tirkiznoj boji. Gornji sloj membrane predstavljen feiglicamaP atona koji su prikazani zelenom bojom za
POPE lipidei nar anl ast o mOsmlaatomi ORokkule menibidree, kao i molekule vadéona uklonjeni suradi
preglednosti.

a t=0ns b t=100ns c t=800ns

Slika 19 Prikaz prostorih distribuciahi dr of obni h ( magent a) i h i drenatimau AA-12 ( gut o
simulacijamggore: POPE:POPG, dolje: Gram+). Prikajmsamo gornji slonembrane, predstavljen @omima(POPE zelena,

POPG nar arlG optla,v albLy PV E@LRo |l g turbd i| edeteebsitsleo vezivanje nabijenih ostataka s lipidima
gornjegslojacihi dr of obni ostaci polinjw. se umetat:i U unutragnjost
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Osim vizual ne
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Il nspekcij e,
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di jel ovi ma
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Slika20Povr gi na

grupirajuucentry okr ugeni

na njihovo

pepti da soversdceessiblasurtat8APArkaodunkcija wamlena AA-12 simulacijama
Smanjenjp ov r §gi nep edpotsitduippmae ukazuj e
otapalupojedinh dijelova peptida(hidrofobni, hidrofilni) ukazujena stu kt ur i r anj e

udrugowvmagimmre idaodtu
k Isahglrofebni aijelova

nal i

hidrofal wnant di Gred masdsanavi m progr amom
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Broj klastera kao funkcija vremena, prikazanstigama 21ab, znatno manje varira za peptide
vezane na Grarpozitivhu nego za one vezane na Giaagativhu membranu, ali uglavhom se

prema kraju simulacijgormiraju dva klastera w b a

s. listalamhraaza klastere u vodi,

promatrana u simulacijama s neutralnom membranom, pokazuje promjenjivi broj klastera koji

sadr ge dva (Bl.Ric). vi ge pepti da
8
Casel
7 Case2
<
]I
33 : LT ul
S I IIII“\I(\ T dﬂw‘m I
D3 | I
T L | | [T LT
=4 |
: POPE:POPG b POPG:Lys-PG:PVCL2 C POPC
0 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 o000 0 100 200 300 400 500
Time (ns) Time (ns) Time (ns)

Slika 21 Broj klastera kao funkcija vremena za simulacije dvanaest peptidagsamnegativnim, ) grampozitivnim i (C)

neutralnim membranamé&rafovi su napravljeni Gromacsoviatatomclustsize uz uvietdgp e pt i d
udal jenost

ako je

Ost al a

Svoj stva

i zmelu

K |

nj egovog.3aMmo ma i

astera

kao

reprezentativn&onfiguracijeklastea prikazana su nslikama 22 - 24.
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Slika22Anal i za

Number of peptides in cluster

pripada odr el
bilo kojeg at oma
gto su najvel e

it e S, T
iR T8

k1l ast er aimipmgrambnulusiizeik o Grad mac Kk &lasteriaigAd 1122 ROPE:ROPG

simulacipma a, b T rezultati za casel c, d i rezultati zacase2 a, c gore: broj klastera( | j ubi | ast o)

klasteru (zeleng)

rezul tat.i

dolje: raspodjelav e | i | i n ebroja deptiolss wn ldasterimgpokazuje formira j e
najvjerojatniji dimerib, d gore: pogled odozgo na klasterd ur e n u t; ik didolfe: pegked sa strane dastereu
s prikazanim P atomima i bez njiilike pokazuju da urenutkul
s e hidrefilnid ivhidrpfebmilj ostatakan a

Uol ava

pokazuju

dj el omi | me mbz lao§ & o imPeptidi supgkazarjingge nt o m
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AA-12 Gram+ casel AA-12 Gram+ case2
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Slika 23Anal i za klastera i zr al| uclustsizai G&roonnaa cnseo vk am fpi rgoukp réGeamo ne k| a
simulacijamaa, b rezultati za casel c,d i rezultati zacase2 a,c gore broj kl astera (ljubilasto)
klasteru (zeleno), rezultati poklazutjear a acadeli gdhogedikiododragdgl ast er

malog klastera male case2 a, ¢ dolje: raspodjela veli i odasno broja peptida u klasterima, u ovom sl ul aju di
veliku vjerojatnost;b,dgore pogl ed odozgo nab,&dolesptoegrlee du star esnturtaknue 1n ae sk;l as
s prikazanim P atomima i bez njih. Slike pokazuju s | iulfatim@a Grarenegativhe membrane z n adzdvajanje hidrofilnih

i hidrofobnih ostataka, na nalin da klasteri i majunshkoindr of ob

okrugenju. Peptidi S u pr utkmeboj@mza hidnoflmeestatke m za hi dr of obne i g

AA-12 POPC casel AA-12 POPC case2
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Slika 24 Anal i za k|l astera i zr al udustdizai Ckroonmaalcnseo vk onn fpirgoubPrR@iptojme k| &

simulacijamaa, b1 rezultati zacasel ¢, d i rezultati zacase2 a, c gore broj kl astera (ljubilasto)
klasteru (zeleno)y, e zul t at i pokazuj u r adistiblucijomk basofjeka azaeslaubajusperiadl
a, ¢ dolje: raspodj el ao bwja peptidd inkéastedmpnooksa z uj e da su pri sprtini | kihasse
vjerojatniji klasteri s manjim brojem peptidé;, d gore: pogled odozgo na klastere u trenutkGie sb; d dolje: pogled sa strane

na Kkl ast er e ukazanineMatomikali bek njib. Slikespokazdjla s e k|l ast er i stvaraju u v
ni kakvo il rijetko vezanje na POPC membranu, te da je tal
Peptidi su prikazani magentoraz hi dr of obne i gutom bojom za hidrofilne osta:
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Analizaklastera e pokazala da u gotovo svim slulajev
dvaju peptidaSlka 26 pokazuj e da se di mer. formiraju s
strukturomU-uzvojnice, s hidrofobnim aminokiselinama u bliskom kontaktu i s-patialelnom
konformacijom, u kojoj se @erminalne negativno nabijem Glu aminokiselie nalaz na
suprotnim krajevima dimeraez kontakta s drugim peptidomMA-2 simulacije pokazale su

pol etni elektrostatski kont akt i proces pril
nagnutogp ol ouyagdnosu na povrginu membrane. Melut:i
u hidrofobni kontakt s membranom, a dimer | e

1. 5 sl.&9. Détaljniji prikaz hidrofobnih interakcija dimera adepantiha stanjima sal. 26
prikazan je nal. 46.

Lys hydrophobic 2 peptides POPE:POPG Lys hydrophobic 2 peptides Gram+

COM distance LYS - membrane
COM distance HYDROPHOBIC - membrane
membrane surface

COMLYS residues
COM hydropbobic residues
membrane surface

L.

200 400 600 800 1000 1200 1400
Time (ns)

(=]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time (ns)

Distance from the membrane center (nm)
Distance from the membrane center (nm)

Slika25Ud al jenosti od sredigta limimbuananel doi caehptiahmdsef 6 BOMh (
funkcija vremena, za simulacije dvaju peptida ¢2As Gramnegativnim [jjevo) i Grampozitivnim (desng membranama.

Smela |ishiajvaj predosj el ni pol ogaj povrgine membrane, koja |
alatomAPL@Voro97]) . Gr afovi pokazuju poletni elektrostatski kont ak:
i nagnufjagupobaoagau na povrginu membrane. Melutim izlaganje

simulacije od 1.5 0

Electrostatic contact Hydrophobic insertion

Slika 26 Prikazi dvaju peptida adepantitau interakciji s membrano@ramnegativne bakterijea - stanje u trenutku 200 ns u
AA-2 simulaciji pokazujeelektrostatsko vezivanje nabijenih ostataka s lipidima ggrsjojab - stanjedvaju (od 12)peptidau
trenutkul8 nsu CG2AA-12 simulaciji koja prikazuje daljnje korake u interakcijama membrane i peptida, gdje sedtijmetira
tako dahidrofobni ogaci dolaze u kontalg hidrofobnom jezgrom membrari@etaljniji prikaz hidrofobnih interakcija u navedenim
stanjima prikazan je rel. 46. Peptidi su prikazani kao vrpc&uglice s hidrofobnim ostacima u magenta boji, polarnim i pozitivho
nabijenim ostaci ma uirkiznoj bofi.jGormji slaj megnbrane predstavijendaiglicamaP atona koji su
prikazani zelenom bojom za PORE nar an| ast o mOstalatomientrathej kad idnelekule vode i @misu
prikazani radi preglednosti.
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3121 st ragi v anmjpeptida sn tinagarnprk ariefnbranomGramnegativnih
bakterijaCG modeliranjem

Kako bisepristupiod ul j i m vremeni ma si mul ac iujmembranemo g u |

iz vr g@hsenulacie s dvanae€G-12)i | i dvades @€G24) &iditablicu lp e p t i
u interakciji sa Grarmegativnhom citoplazmatskom membranom vodenomkok i sd e j
pol et nel udimiemmae u AA si mul aci j anmmapeptidalodabranise vi

kako bi se i stragi otdaillipida @k~1/64i P/L~1/B2) naimbhanizam) e r a
djelovanja.

Usredd o Ismd se na Gramegativne membrane jer je adepetitin u|l i nkovi t- j i p
negativnih nego Graspozi t i vni h bakterija, a simulacij
efikasnije Nadaje, simulacije su nastavljener et var anj em konal ni h koni
AA modele(takve simuhcije su nazvane CG2AA, vithblicu 1) kako bise dohkio detaljniji opis
interakcija imo giwpiolazakpeptidakroz membranii nar ugavanj e n$lik@®og i r
prikazujepbd et ne k onf FHBilCG2Msimjlaeijam. CG

Ti j e k om sinblacgesivaiacst peptida u interakciji s bakterijskim membranama pokazalo

j e @l ud nukpouv aantjoemi st ijjdmai( m) sipmbleaoo vezanje s
peptida, od kojih su gotovo svi bili dio jednog klastera s hidradabjezgromni polamim stranama

u kontaktu svodom ilipovr gi nom membr ane,; crnr adaptaci
kl asteru reorganiziraju izlagul:i h ipdri o B8eebmue
neeki od njih gire psmulpdavnagiedujei Vraé immma npee pk a Ida
povezana u jednom velikom klasteru tijekom vremena simulacije, a oni koji su migrirali uglavnom
ostaju pojedinalni Pl tvore agregate od dva
agregata ili nepovremenosamostalno prodirun e gdulle uunut r agnj o,xlt se me mb
zadr glizuamjou arnog Spobdnal jp@.naga nijueCG pimalacijanmaesl e n o
dvadeset i l et i ri peraubdcijomd membranea uzrakavanoragmi j o m
povrginskom napetosti pdptidg veleg P/ L omjera
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Slika 27 Nastanakelikih agregata ranim fazam#é-15 ns)simulacija CG12 (@) i CG-24 (b). U pogledusa stranégore) i odozgo

(dolje), pepti di su prikasdgirzia kadr ¢ mphidrefing ostatke.tvembeana ja predstavljena
kuglicama atoma P zelene boje za POPE |lipide | naran| ast e
vode i ioraizostavljenisu radipreglednosti.

Slika 28 Agregati peptidana kraju simulacijaC& 2 ( 2&iC&2 B ( 4 2b), pogledsa)straiegore) i odozgo (olje).
Vidljiva je migracija peptidai usporedbsa stanjima nal. 27. Raspored boja analogan je onimash27.

40



3. REZULTATI - Adepantinl Mat ko Mal eg

CG 25 us

B Conversion
P’ to atomistic

Slika29Tr ansf or maci j a kr upn oSlikaaparteodgs tua \alt joani psa |i d tkni o nbypeastaylia z a CC
konal no st anj ko€ GZzgrikengeltransformirani @GssustavuAAsustdkional no st anje CG2AA
nakon 500 nsRaspored boja je analogan onimash27.

U CG2AA simulacijama, neki su se peptidi pomaknuliblle u membranu, ispod polarnog
podrul ja membrane, ostajulid
okrenutompremar e di gt e(sliB® mbprrainnlaeé my n o stzuktwhirarjeauwkdiku u
Uuzvojnie, kao gt o $l&sbiRebdbdaasreSERijagraanimasl. 76au Prilozimg

MeLlLut i m, I i ni se da nema vidljive
simulaciji CG2AA.

gotovo paralelni

def or maci

a

Slika 30 Zadnje konfiguracije u CG2AA simulacijama (500 nsg dvanaest(a) i d v a d e s e t(b) peptida @eptidi su
predstavljeni kao vrpce i linije, s hidrofobnim ostbhaci ma
Membr ana | e

predstavljena kuglicama

atoma P zelene boje za
membrana, kao i molekule vode i idmndstavljenisu radipreglednosti
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Analiza klasterar CG simulacijamatkriva da peptidi preferirano tvore klastere od dva peptida,

ostaju kao jedan peptoidd piirdzultatesA sintilacja Oveeulvideg k| ¢
potvelupyetna korelacija izmelLu broja klaster
postg anje jednog velikog klaster a, t e kdjiijemod all
naj uol |l jivij#tl 2u sgldyleajsw &KG2arsA eri podijeljeni

s jednim i dva peptida, a drugkastereo d

Number of clusters / peptides
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Slka 31 Anal i za
odrelenom kl asteru

Number of peptides in cluster

d

ako j e

Number of peptides in cluster

e

k | a sGromacaovimclugtsadprograanonaza CG12 i CG2AA12 simulacije Peptid pripada
udal jenost

i zme lLu rRezalgtoza 0G)2

simulaciy prikazani su w, b, ci e, dok su rezultati za CG2AA2 simulaciy prikazani ud i f. Dva gornja retka prikagu broj
kl astera

i b) odnogn a
(CG12 25

zbog znatno duljih vremena

ili tvore dvopeptidne

i maksi malne veliline klastera,
karakter distribucije veliline
veliline (jedan i dva peptida)

p ol €2 samulacia®.5
€ s-1205C63 AA
CG2AA-12(f). Rezul t at i

(l'jubil asto) i
EAS)
dok treli
pokazuju
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Slika32Anali za Kkl aster a iclstsedprogrambniza @324 inCGGR2ANRA sinmalacije Peptid pripada
odrelenom klasteru ako je udaljenost izmelu njegovog4 at oma
simulaciy prikazani su wa, b, ci e,dok su rezultati za CG2AR4 simulacije pikazani ud i f. Dva gornja retka prikazuju broj
kl astera (ljubilasto) i maksi mal nu velil|linu klasteduwa (zel er
ib)odnose na-2poilneulakciCG (0. 5 ¢ s reduid)Surezsltatiza ukuprofvrgeme simulaci r u g o m
(CG24425¢e s i QGR.AA £5s) , dok treli red prikazuje rasplddijelu b

CG2AA-12 (). U simulaciji CG2 4 , u poletku se peprt,idgt @r ju@zrodopapdiip amhidjtea an  k
rasporedom peptid@idi sl. 9b), alis vremeneom se r o j kl aster a | ovalje podtadi jaka suprotra kaaetadijh | z i r a

i zmelu broja klastera i maksi malnog banfdeaapepiteéedal askénaat ma
u distribuciji veliline klastera, ali samo za -28®rojpeptidal aci j ¢
u jednom klastempuisviuganvariia bk @i anjmge)lzbiog rihoye blizinej zbog togge e | i | i n

bimodalnadistribucijamanjei z r auj eunsap or ed b i s al2.¥iijedro g pranijetitiC&s A dbje simulacije CG2AA
najvjerojatniji klasteri oni s dva peptida.
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U klastermaformiranim tjekomAA-1 2 s i mu | a did ppzdivhd nadijenitr By} ostataka
ostaje blige sredignjo]j ravish38a),gmemisugree i od
di nami ka umetanja sporija nego usll Reguligtiu | e

simulacija CG2AA12 (dobiveninaen 25 s CG i 0.5 e€s CG2AA
ponaganje kao u slulaju jednog peptida: neki
membrane nego nabijeni lizifsl. 33b), gt o ukazuj e na okretanje n
tijekom vremena i vagnost hidrofobnih intera
U unutragnj®dsgo wreernebjguaisie opreo fuiklaizuj u i na ukup

centralnoj regiji membrane nakon duljeg simulacijskog vremena

12 peptides POPE:POPG case2 990-1000 ns CG2AA 12 peptides POPE:POPG 400-500 ns
120 120
Lys Lys
100 hydmphobl; : 100 F hydmphobl; -
2] oM
E 80 E 801
Qb op
- =
2 60 2 60
g 40 g 40
20 20
0 : s . ‘ ‘ 0 NN N
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Slika33Pr of i I i gustole hidrofobnih ( mageustednpenubzpakehi mner embh

intervalima uAA-12 (lijevo) i CG2AA-12 (desno)simulacipma U klasterima formiranimijekom AA-12 simulacija( ~ 1 nig s )
doglo do reorijentacije hidrof olleno). Ha taljé goteebno suferaplacisko arijemen ut r a g
gt o pokaz dgoiveni nakonld t g 0 CEBCG2AA simulacija(desnd. | zr al unato uz pomol Gr «
density

SASA analiza CG2AA simulacija pokazuje znal a
(=100 nn%) u odnosu na AA12 simulacije (<160 nAi (sl.34zel ena | inij a), g
podjednake strukture znal i v bljgemetangemakonddjegyv e z a
simulacijskog vremena. Pritomep ovr gi na hi dr of i | nirmanaa~+1¥4d ov a

(sa~90 nina~80nm guta | inija), a povrgina hledr of o
(sa~70 nrina ~20 nM, magentdinija) gt o potvr Luj e pomenutu reor
pri kojoj se hidrofobni dijelovi me Il u dubl je u u(idiish3afynj ost me ml

POPE:POPG AA-12 case2 POPE:POPG CG2AA-12
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Slika34Povr gina peptida dostupna ot aga(lijevo) (CSBAB-A)(dednsimulaciam& ci j a

peptidau interakcijisaPOPE:POPG membranoda k on dul jeg simul acijskog vrejmena po

manjaza~6 2 %, povr ¢i dijgovaza~d d &f i laniplo v r § kandl% h i ¢dtr oo freothentaiii pemida u

klasterima | zral unat o pomoshsa Gromacsovog al at a
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3.1.3 Promjene u membranama izazvamerakcijom s peptidima

Nekoliko svojstava membramed r e Isastaviorh lipidau o | e Ria 0 s U I kojp pFidonosei
aktivnosti AMRa [145], [146], [147]. Polanosti nabojin a  p o imagno pridonose vezanju
peptida, gto zatim dodatno inducira razne st
zakrivljenosti[56], stanjivanje membra{148], [149]ten a r u ¢ @ateguitatq membrand50],
[151],[65]. Ovdj e je wulinak izazvan inftfl)@emak i jnama i
lipidu (engl.area per lipidAPL), (1) debljinom membrane (lll) parametrom reda lipida.

.LPovr gi na ARDoSlikaB5dijevd, prikqzujeo mj er p o v r ¢APL) gornjegpfal i pi ¢
koj i s e VYyidadnjegslpjemembrachd desnodebljinu membraneusrednjee tijekom
zadnjihn100nsz a sve sl ul ajsamulacijafstali rezultaGAPA dgornjeg i donjeg

sloja, te debljina membrangyikazani sunasl. 36 - 40i u tablici 6. G| av n i vidljivi
smanjenje APLau gornjem slojubogmjest mi | zhijanga lipida izazvanog umetanjgraptida

u polarnu regiju gornjegloja, g kboggjie enj a membrane uzrokoval
sloju (vidi sl. 771 78 u Prilozima) SmanjenjeAPL-a je manjeu AA simulacijama ali postaje

vidljivije kadase proces interakcije pepigmembraoem promatra tijekom duljeg vremeneCG

i CG2AA simulacijamaRezultati CG2AAsimulacijat ak oL er podr gavaju | in
P/L uzrokuje v#&lisi viulgi ma ke /e gobjdgli domjeg sldfate vi ge
smanjuje. Rezultati zaramnegativne iGrampozitivne membrane razlikuju se kada se
promatraju vremenske ovisnotibiao gt o | esl.3prd40kadzamsomeruk upno po
slilno.

B PE:PG M PGLys-PG:PVCL2 PEPPG M PG:Lys-PG:PVCL2

39
38
3.7

0 peptide 1 peptide 12 peptides 12 peptides 24 peptides 0/256 1/256 121512 12/512 241512
AA AA CG2AA CG2AA AA AA AA CG2AA CG2ZAA

APL up/down leaflet ratio
Thickness (nm)

Slika 35. Omjergomje( na koju se privod ownj epoidpdu@Blpusreddiendijekom zadnjih 100 &
(lijevo) i debljina membrane sednjenctijekom zadnjih 100 ngdesng za izdvojeneAA i CG2AA simulacije l zrwal uni
napravljenip o m opfogramaAPL@voro[97].

45



3. REZULTATI - Adepantinl Mat ko Mal eg

Tablica6 APL,ukupna povrgina | i pi dausrednjgndaieken zadnjih A0 Ind simulacggza3me mbr an e
Tt g 3 Tdtpi zralunat o pARh@Vow( fpg dgpenfisojpa koji se pr, v ditdod | weq
i donjisloj).

Povrgina po 13 pidDeblina Ukupna povr g#h

Simulacija Membrana

Lipid gore dolje omjer (nm) gore dolje omjer
AA-0 Gr ami_PE:PG 0.59 0.59 1 4.13 75.63  75.63 1
PG 0.65 0.64 1
AA-0 Gram+ LPG 0.64 0.64 1
BVCL2 077 077 1 3.97 83.15 83.15 1
svi lipidi 0.65 0.65 1
AA-la Gr amiPEPG 0.56 0.60 0.93 4.09 70.64  76.40 0,92
AA-1b ' PE:PG 0.54 0.59 0.92 4.10 69.68  76.21 0,91
PG 0.61 0.65 0.94
Lys-PG 0.62 0.64 0.97
AA-la BVCL2 0.75 076 0.99 3.97 80.14  83.9 0,96
Gram+ _Svilipidi 0621 0.652 0.952
PG 0.59 0.66 0.89
Lys-PG 0.61 0.66 0.92
AA-1b BVCL2 0.75 074 100 3.91 77.94  84.89 0,92
svi lipidi  0.606 0.664 0.912
AA-12a . . PEPG 0.50 0.58 0.86 417 128.16 149.80  0.85
AA-12b ' PE:PG 0.50 0.58 0.86 417  127.70 14954  0.85
PG 0.50 0.64 0.78
Lys-PG 0.58 0.64 0.90
AA-12a BVCL2 0.53 075 071 402 137,00 164.88  0.83
Gram+ _Svilipidi 0531 0.646 0.823
PG 0.52 0.64 0.81
Lys-PG 0.56 0.64 0.88
AA-12b BVCL2 0.58 076 0.76 401 136.70 16570  0.83
svilipidi 0538 0.646 0.833
CG2AA-12 Gr ami_ PEPG 0.47 0.63 0.74 3.98 12120 160.60  0.75
CG2AA24 Gr ami_ PEPG 0.40 0.65 0.62 3.90 102.47 164.84  0.62
Il. DebljinamembraneRe zul t ati za debl jinu membrane sl i|j
al i s jednom i zni mkom, u tome gto je debl ji:i
vela nego u AA simulacijama s jednim ikdoi b e:
proces prilagodbe u kojem peptidi Il zvl al e di

uo| enoj u sl ul < l4b). Sjmelacije €G2AA, s prige sha, ko(e kao nastavak
CG simulacija uzorkuju stanja u mnogo kasnijim ttema u odnosu nAA simulacije, otkrile

Ssu znalajno smanjenje debljine membrane, Kkoj
gt o uhkaavisnogt deformacija membranevoemenskom trajanju interakcijeP/L omjeru.

Ove pojave opisuju stanjivanje membrane, gto
AMP-a [65]. MeLuti m, sve uolene promjene u ibakte
ograni |l ene na gornji sl o] S peptidi ma, kao

debljine §l. 77 - 81 u Prilozima)
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APL POPE:POPG APL Gram+
0.8 5 0.8 5
0.75 t 0.75
07 Pt ot 4 0.7 Wikttt s e 4
° El 9 El
£ o065 B £ 065 g
= @ = 2
2, 0.6 b 3E = 0.6 1 350
S 055 | e S 0.55 3
8 = g =
< 05 {25 < 05 ] 2F
045 | Upper leaflet 0.45 Upper leaflet
L()\'."Elj leaflet L{“\?Clj leaflet
04 Thickness 1 04 Thickness 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Time (ns) Time (ns)
Slika36Povr gi na(ARLpi Ildiepbildjui na membrane kao funkci | a-0simuleaied n a Z a

Rezultati pokazuju da Grapozitivha membranadésnd
membranomlijevo). Vrijednosti APL-adobro se & g u
nn? na 313K zaPG:LysPGCL (Gram+)[131] membranski model

APL 1 peptide POPE:POPG casel
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=
E
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pokazuj e

S

negto velu

f-negativhoma c i j u

p odac i0éanmi na 310K za ROPEROP&160]i 0.62

04 1
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APL 1 peptide POPE:POPG case2

Time (ns)
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e g ' TN L
E
)
3%
£
Q
g
| 2F
Upper leaflet
Lower leaflet
) ) ) Thicknle.ss 1
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Slika37Povr gi na (ABLY i débljimaiménbrane kao funkcija vremena za AA simulacije Gnagativne membrane
(POPE:POPG)Gornji red prikazuje simulacije AA, a donji red simulacije AA 2. Rezultati pokazuju da je za simulacije s jednim

peptida

peptidom razlika LAPL-u gornjeg i donjeglsjav r | o mal a, al i se povelava s vremenom,
ta razl i ka <109 ihsipstaje stabibtiekoen vranmenat Rebljingpntembrame pokazuje male, ali
pr omj e n e eblinoma&dpliedognreimbu aunsspkoorge cshuistsavda bez peptida,

pri mjetne

vremena.
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APL 1 peptide Gram+ casel

APL 1 peptide Gram+ case2
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Lowe( leaflet Lmvef leaflet
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b c

Slika 38 APL i debljina membrane kao funkcija vremena za AA simulacije Guagitivne membrane (POPG:Ly&G:PVCL)
Gornji red prikazuje simulacije AA, a donji red simulacije AA2. Gramp oz i t i vna
usporedbisgramegat i vnom me mbr an o mptopkeaementhrare bgz peptidds36a ki r ahbl ma pon:

kada se promedju promjene WAPL-ui zazvane

nego kod membrane bez peptida i stabilna tijekom vremena.

Area/lipid (nm?)

APL 1 peptide POPC
0.8

0.75
07 Inwhyrmionlyigemsgmptiymy A
0.65
0.6
0.55
0.5

0.45 Upper leaflet

(98]

[Se]

Lower leaflet
Thickness
04 :

Time (ns)

- - - 1
0 100 200 300 400 500

~

Thickness (nm)

membr an &PLiama vel u

p e p t i-négathardm megbranhnma,odebgjira anembrane je manja

Slika 39 APL i debljina membrane kao funkcija vremena simulacij@&asimulacije neutralne membrane (POPEjikazani su

rezultati simulacije AAL

al

i sto ponaganje je

uol eno

u drugi m

za membranupa rezultati odgovarajeksperimentalnim podacinza membranu bez peptida64 nn? na 303K [152].
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APL 12 kom POPE:POPG CG2AA APL 24 kom POPE:POPG CG2AA
0.8 5 0.8 5
Lower el Lot el
Vi ower leatlet
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~ 07 | 4 . 074 |4
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£ 065 E g° g
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Slika 40 APL i debljina membrane za CG2AA simulacije Graegativhe membran@POPE:POPGkao funkcija vremena

Rezultati simulacije CG2AA 2 su lijevo, a rezultati simulacije CG2A24 desno. Rezultapokazuju da je za simulacije s 24

peptida u usporedbi s simulacijom s 12 peptida debljina manja, a razlika fnjegslojau CG2AA2 4 v e [ UECG2AA-g O

12 imanjazadonglo, oboje u uspor edlsli36s, |gitsot orme znuel nbirraan ovne [(ARh-auk upno
slojevaz a s | u| a2#.U @je 8ussitulacije sva svojstva stabilna tijekom vremena.

lll: Parametar reda lipida.Svost vi ma membr ane takolLer se pri
lipida. Ovdje su prikazanparametirkoji mjere orijentacijsku pokretljivost €l veze za svaki tip

lipida i svaki acilni lanacusrednjenctijekom zadnjih 100 ns simulacij&lika 41 prikazuje

rezultate za POPG i POPC lipide dok su ostali rezydtétazani nasl. 82- 84 u PriloguU | 1 n a k

koji je posljedicainterakcijapeptida s membrananmeAA simulacijama je mali, ali primjetan. U

s | ul a j-negafivnog dvoslojésl. 41ab) vezanje jednog peptida blago smanjuje pokretljivost

CH veze, dok u interakcijama s (eadalgagdm pep:t
povelanja parametara reda u odnosu na sl ul a
pozitivne membranes(. 41cd), nema gotovo nikakve razlike u parameeda kad nema peptida

il kad | e v hagnembpaew 4 smdnilge kadazjajedan peptid u polarnegiji
membraneKao gt o se i o0 | e k paramétraeda 6. élefwiptisastvuv | @& P (
peptida a to vrijedi i za drugavojstva neutralne membrarnsti su kao i oni za membranu bez
peptida
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Slika4lPar amet adyzaradinedance & (lijevo) i sn2 (desno) kao funkcija indeksa atoma ugljilravi red &, b)

prikazuje rezultate za POPG lipide u POPE:POPG membrani, dok drugjdgd (pr i kazuj e i zral une- za PO}
PG: PVCL2 membr af)i ,prd ktarzalljie ried al une za POPE€ d ikdrdieg tiwe P O®rCo r
programorder.

SI'il no drugim svojstvima membrane, znal aj ni j
je interakcija peptida si amembramiomentzacHvjas lae
veza acilnog lancasl.41ab, crvene i | jubi]laste | inije). Uk

nalin da nakon poletnog kont ak®a wkerpuliujae bpark
membranu, a zatim jeako gt o j e prikazano u CG2AA si mul
ponaganje zabiljeadaelhd. j e i za druge AMP

3.1.4 Interakcijapeptidas vanjskom membranom Gramegativiih bakterija

Antimikrobni peptidi morajuinteragiratii p r okroz vanjski membran Gramnegativnih
bakterija prije negpotencijalnon a r utg@gdatetunutarnje membrané54], [155]. Pretpostavlja

se da se permeabil i zaci jtainehanizma kamopoticamii56la ne d
Prema ovoj hipotezi, nakgmo | et nog Vv e z a n joe nk nedativmomabkenehLPSA M P
skupine, AMPovi se natj el u s (QioMg#)kai nekonaleningiovezuju o n i m
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molekule LPSa. Kationski AMRovi naposljetku istiskuju dvalentnekatione jer imaju najmanje
tireda veliline vele af ipntomedokatonzaar ulLgPaBiegiiteurhn o g
vanjske membranstvaranjenpukotina krozk 0 j e mo.g uMeplrwtiiim, j og uvi j
detaljno objagig7lenj e ovog procesa

CHARMM-GUI [116]mr ea@piikacijak o r iajg zad&anstruiranjeompleksiih modelaGram-
negativiih vanjskh membrana koje imaju @/glatka)ili bez (hrapava O-antigenavezarnh na
LPS (vidi odjeljak 2.1.2. Koliko je poznatcautoruovo je prvi put dag simuliranaakva vrsta

membrane, | iji specifilni sastavi ,umedkciis r aj u
peptidima. At o mkessimuldciles | ul aj evi s jednim i dvanaest
ispitao afinitetadepantindk za razli|lite sl ojeve vanjske me
U simulacijama glatke vanjske membrane (s-2@t i gena) , peptid(i) se

membranu unutar keliko nanosekund(sl. 42), ali uglavnom ostaju u regiji @ntigena tijekom
simulacije(vidi tablicu 1i sl. 45d). S druge strane, adepanfirpokazao je nizak afitet za grubu

vanjsku membranu (bez-@ntigena) gl. 43 i 45¢), budul i da u simul acij
nikakvo ili tek s p o r akdahjenpeptidaPo d r u | j ePSja,aspunjene dvovalentnim
kationimamo g e dj el o v avezanjulpeptida maPScTparkeoklae r mo ge se pr
jako vezanje za @ntigenskislop mogul uj eppgptdndi smlar ugenj e za i
tedaljnjeprodiranje kroz jezgrenislojsil ul aj u gl at ki h membr ana.

Slika 42 Vanjske membraneGramnegativnih bakterija 2 Gantigena (glatka) interakciji sjednim peptidom §) ili dvanaest
peptida b) nakon 500 nednosno 400 neptidi suinicijalno postavljeni u otopinu 2 nmiznador nj e nEemlrangSvin e

peptidi uglavnom ostaju vezani membranu tijekom vremena simulacipPVPE | i pi di su zeleni, PVPC
PVCL2 je ljubsiasta saviipudpredet avl | en iLPS@predgtavijerio jeigiznim kugl i ¢
l'inijama, rCeuianir ua | p @ d m & lj jredisiayljenizsg tirkiznim kuglicamaa 2 Qantigena predstavljensu

Il jubilastim |Iinijama. Pepti di su prikazani kao vrpca, s po

boji. Molekule voda ioni iz otopinenisu prikazanradi preglednosti
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Slika 43 Vanjskemembrane Gramegativnih bakterijdoezO-antigena lfrapava u interakciji s jednim peptidona ili dvanaest

peptida b) nakonl00ns Pept i di

i skal siimuyarijske
Kao gto

umet anj e
zabiljegile

je navedeno u

su inicijalno smjegteni ~2 nm
k u sldj. Rasporied boje& apalogan ¢ orEnas]. 420 n j i

|l i t e,satograi ,selL S

iznad

me mk

iorhae kw

tij ekom 400nmaondsekundjls574 Sukladdaatome,esimuldcije sue

samo

p-bletwankeokhomkne mbdepaomj nal

razlike u interakcijama peptida s-@tigenom ip o d r ujézgre vanjske membraneDaljnja

i stragioyanudbpal vf amena

potrebmsuz a i stragivanje

memlyane.

Tablica7Pr osj el na

poAPL)A i m& upom al ippivdgi na

simulacije 500 ns)lz r a | oprogaamomAPL@Voro

. - - Ukupna
Simulacija Lipid APL (nm?) Povr gning
. Lipid A 1.90 94.60
oE'ngrl:tiog/lra PVPE:PVPG 0.65 87.99
9 PVCL2 0.80 6.37
. Lipid A 1.04 96.79
ZE('}C;']'ﬁOg"m PVPE:PVPG 0.67 89.79
9 PVCL2 0.85 6.90
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APL OME. coli 0 O-Antigens 0 peptides APL OME. coli 2 O-Antigens 0 peptides
5
2 > 2
1.8 1.8
T L6 4 16 4
E 1.4 g E 14 E
; : Upper leaflet (Lipid A) 3 ; ; : 7 Upper leaflet (Lipid A) 18
E* 1.2 Lower leaflet (PVPE. P\rPG_hl:i\Cr‘g‘I;;i J E __§“ 12 Lower leaflet (PVPE, PVPG_}]}:\;&I;;i < E
3 : 3 2
< 08 2= <08 2k
0.6 0.6
04 1 0.4 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Time (ns) Time (ns)
) a

Slika44Po v r gi n a(ARLpi ddblinpamediorae (bezLPSa)k ao funkci ja vremena za-0liste
simulacije) a - rezultati zehrapavwanjsku membran(s 0 Gantigena)b i rezultati zglatku vanjsku membran(s 2 Qantigena).
P r o r aunapravljenprogramomAPL@Voro

Lower |leaflet P-atoms
Lipd A P-atoms
Water O-atoms

Ca2+ ions
LPS Core AGLC
0O-Antigen BGLC

Lipids
Peptides
OM 0 oantigens 0 peptides 400-500 ns OM 2 oantigens 0 peptides 400-500 ns
1000 1000
800 800
E E
Bb 600 = 600
2 Z
£ 400 - £ 400
% %
] A
200 200
4 6 -4 2 0 2 4 6 8 8 6 4 2 0 2 4 6 8
Distance from bilayer center (nm) Distance from bilayer center (nm)
) a
OM 0 oantigens 12 peptides 25-50 ns OM 2 oantigens 12 peptides 300400 ns
1000 1000
800 800 |
(a2} m
g E
B 600 = 600 |
2 2
£ 400 £ 400
U 4
s s
200 | 200
. . . . . LY e . . . . L h { f )
0 0 VAN
-8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
Distance from bilayer center (nm) Distance from bilayer center (nm)
b c
Slika 45Pr of i | i gustol e ko mp osmedneaitickom naa n p b Erencegae nibz ra@rbemacsavimi

programomdensity Prvi red prikazuje rezultate za simuladijd sanjeke membrane, beza@ntigena ) i s 2 Gantigena f).
Drugi red prikazuje rezultate simulacija vanjske membrane s 12 peptida;drgigénac) i s 2 Gantigenad). Legenda se nalazi
navrhu slike.
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3.1.5 Diskusija

Simulacije su se pokazale iznimno korisnima u otkrivanju funkcionalnosti membranski aktivnih
peptida s at ond7s[83][83k[19%h dkectnatlijniumar ano poyel an

ulinkovito RorkgobenjeaGPb)] atomistil kih i gr
sa simulacija pojednostavljenih model a membr
membrang158]. Nadal j e, kori gt enjn dostupmm pragcamima zad o b r
izgradnjusimulacijskihsustava i postsimulacijsku analizu. Ovdjeiavedenea t 0 mi AA)ii | ke |
krupnozrmate@G)u ko mbi naci j i s AA simulacijama, s p
potencijalnonprocesw e z a nj a,l smukwrjluzvoijnjer a koj u se ol ekuj
poprimtinakon vezanj a. Svaka od adbilagecushijerédna nah st

promat r anj dijelasupnehanizinu djefowagja adepantiha

Rezultati simulacg pokazali su da se agantinrl s nagno vege na obje v
membrana, Gramegativhu membranu modeliranu preacoli i Grampozitivnu membranu
modeliranu prem&. aureusMale razlike u strukturi i dinamici peptidao | e n imterakcipma

s Grampozitivnimi Gmamnegati vnim sl ul aj evi ma, al i te r.
velu antibakterij sk H cdiMIE-awsporedbsMICrzaSrmaurgugvidie n u  k
odjeljiak 2.1.). St oga se moge pretpavtaawsittaini dai mnkem
bakterijslom vanjskom membranoifli slojevima peptidoglikang155], [159, mogu bi t i v
u definiranju spktra aktivnosti i selektivnosti adepantitaza Gramnegativie bakterig.
Simulacije su potvrdile da su dimerizacija | mydte pt i dne asocijacij e
aktivnostipeptida iz skupin@ d epant i na, kao gto je sugerirart
adepantindl s anionskim LUVovima,tev el om bi ol o g k oemoma kovalenno ¢ | u
vezane dimeradepantina? i -3 ((ADP-2]2i [ADP-3]2) [82]. Uol ena ni ska -hemol
1 takolLer je dobro predstavljena rezuilltsat i m:
POPC membranom (model eukariotskih staniotkyila malo ili jako slabovezanja peptida.

Gt oeyposioji korespondencija s mjerenjima CD spektara adepahtingrisutnosti neutralnih
LUV-ova, jer oba pokazuju destabilizacgtrukture peptida koj a s e, melLuti m,
ugl av no m nelagsenyane pemide.

Melutim, moguli mehani za mlshnentbtamosslaanoa K tei W ed to
obuhvalien simulacijama, a opageni rezul tatdi
vezanja i procesa umetanja. Adepaiitjrkao pojedi a | ni di memprei i,stipau k1 a s

interakciju S bakterijskom membr anomtanosmm pol
povr gmennobbnm ane nakon | ldgofobni bstajalead ih i Wmetf ambjner un

membrane Sl i | no ipmoinjagjiaenoe jpe za an[il60lmi kkopmi uijp
reorijentaciiju i di merizaciju. G| avlneavisakn a| a |
afinitet Zza asocijaciije. Kl aster.i nastaju u

membane. Ovi agregati prvenstveno nastaju zbog hidrofolomtirakcija gto je wvid
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hi drofobne jezgr e iNadagl| aronvee zpaonvir goienpet ikdlia sutge re
strukturuuzvojnice, gt o ukazuje da agr e g srukiuriran@apgeptidal j e | ©

O utjecaju agregacije peptida nanarmujergamiek r o bt
ovisi o vrsti peptida. Na primjer,zin a | arpdo, Gemguptasur. pokazai suda agregacije na

il blizu membrane osiguravaju kritilna | ok
stvaranjen pora[48]. U nedavnoj studiji52] tvrdi se da samoasocijacije peptida ispoljavaju
antimikrobnu aktivnostako da osiguravajamfipg s ko o kr ugenj e pdpranarge i m
strukture uzvojnice. Suprotan stav zastupaju Zou i sur. koji su pokazali da se antimikrobna
aktivnost gilaninom modificiranog magainina Il decropin A-melithas manj uj e s povVv
samoagregacijom peptidapjado pr i nos i up Gavegdrgienzaumetanjepeptida u
stani | nu[l6i¢ mbr anu

Ovdjejeuo | @mo se pepti di koj i Ssu inicijalno pove
di fundiraju u polarnoj regiji me mbr ane, ugl ¢
parove tvorel:i ant i parsa pretdostaviti dhiagnegacija | & gal ar

postavljanje peptidap o | o Kpafgrmacijupovoljnu za umetanje,a strukturomJ-uzvojnice i
hidrofobnom stranom u kontaktu s hidrofobnom jezgrom membrane.

St oga, na tgmaenejlwicnmalE@npol arni h i hi dseof obi
sl jedel i Uneshragnii zpdepargingajenjegova amfipatskstruktural-uzvojnice,

koja je ugralena u njegov dizaj n-a alifsednjemaci t e
uglavnom raspravlja kao o povoljnom svojstvu za prilagodbuogdpeptida na polarnu i
hidrofobnu okolinu membran@62] [163]. U ovom radus mo s e u sasamdasdci@adije | i

peptida koje potile amfipatska struktura. U
samoasocijacija peptida je povoljnija, a agr
aminokiselinamar unut r able| o&temgregdt & Hadubljegu me mbr anu, dol
kontakt s hidrofobnom okolinom, hidrofobni ostgco s t a j uu n wztl roaggemji o,pr | me

| e mustalsil@ost agregata smanjuget pakdovodi do odvajanja peptida od agregata.

Meluti m, t epidaditegiftegradijgna mipr ane ni su @trao mi g teil lekn
niti u simulacijama grubog zrnatogamo ¢ e pratpostavitidasu potrebney e i e koncent |
peptidadauzrokijuv e per e mmé mpean e, p ot e n probijaamjanmembrames v 0 d €
[65]. Osim toga vrijedi napomenutla prema literaturi polje sie CHARM daj e znal a]
doprinos visokoj stabilnosti membranskih i peptidnembranskih sustava, a translokacija ili
stvaranje pora nije vjerojatno, za razliku od simulacija s poliem sileSORdjeje v e | a
Vvjerojatnost o maenpanaujnteraktigssAMRokima[66],d160]. U ovom radu

vele koncentracije, odnosno veli P/'L omjer:i
ograni | enost ral unall anjhe rlesajra ape Ntaii dn@ , u prow
fluktuacija i melLusobnih repulzivnih interak
vel il ini simulacijske kutije dovode do prel
posl jedihovwog wezanja za donj i sl o] me mbr ane
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Konal no, napor.i da s eantimikrabninip eup tli idji erkao vd o ntad me
ukl juluju fino podegavanje razlilitih struk
ppvelanja baktericidne al5dli vihalsdliemnzs s maat reeh
kako bi se razvila opienitija slika specifi
antimikrobni potencijagl s el ekti vnosta Kadrgga pskaagjwuani
biti potrebno razmotrit.i u |-avan[B6k]. Osdgenpdkazaro c i j a
rezul tat.i dobr o pot vr L ujDesigperugjer ditamirana ramfipadskae n t i
sekvenca snagno definira -inol Phdhanone khebagtoe
s.L46pol ogaji manjih (Gly i Al a) i vell iohmo(glLueluu)j
stvaranjeudaljenijinh 6l.46a) i | i sl. 484) hidgofolnih kontakata, a aminokiselina Glu na C

kraju doprinosi stvaranju antiparalelnog dime3tanja nasl. 46 odgovarajwnimanasl. 26.

a LEU 20 AA b CG2AA

\ - GLU
oL LEU 17 D 1EU20
L

-%,ig?; LEU 16 %  GLY19
ILE 2 %‘ s ég’t LEU 16
" LEU 10
< y ¥ - .
VAL 6 XQZ i, ALAO ALA 9 “‘\t—& %‘ %f §-¢ LEU13

1”‘&"»

) GLY 12
8 ;ﬁ" = VAL 6 GLY 12
ALAS - QFE LEU 13 ALA 9
LEU 10 h’g‘@"& ILE 2 GLY 15
LEU 13 2! A LEU 16 %? A,
. @ o) a
LEU 16 g4 GLY 19
Fe P e 13
LEU 17 ‘“I“f%ﬁ' LEU 20

GLU
LEU 20 \ GLU

Slika 46 Prikazi hidrofobnih kontakata u dvopeptidnoj asocijadiika s lijeve strane je iz simulacije A2 i prikazuje kontakte

di mera kada je el ekt r ost astamnjdnksli 26ay. Sikzas desrne atrane (e VzICGAAA simulaajerkbja a n e
prikazujekontakte kada je dimer dublje u membrastafje nasl. 26b) . Udal jenost izmelu ddH+ pepti
0.75nm) nego u a (~wWPAEHMLV r(p | madeliis obojenim aminokiselinama prikazuju peptidastaknutesu
aminokiselinekoje sudjeluju thidrofobnimkontaktima. Glu jéstaknut kako bi se bolje vidjebntiparalela konfiguracipdimera.

Kriterij za hidrofobni kontakt je da je bilo koji atom iz jednog ostatka unug& @m od bilo kojeg atomadrugom peptidu.

| st r a (pidepaatimgsa u tijeku, u nedavnoj studiji adepantih modificiran je s tri

ami nokiselinske supstitucije kako koztwiei dobi
Gramnegativni h bakterija wuz zadrogsatviang & zscrl a
stanice [164]. Supstitucije su oda[3], eanasalogpadepantiiia al a
GIKKAVGKALKGLKGLLK ALGESNH: (supstituirani ostaci su podebljani) pokazao je
pobol jganu antibakterijsku akti Gtosti g€, uage
GIGKHVGKALKGLKGLLKGLGE Ci NH> s modifikacijomserinau cistein[82luvr gt en | e
jedan od kandidata za | i jperke gklog din [tal.j|vliagnek uo b e
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3.2 Kiadini

Aminokiselinski sl i5%sdw vs | sljgdomtiPGtaHakladinid,-2vi g e

i -3 seoddiPGLaH razlikuju samau supstitucijama glicinaa jednom ili dva mjesta primarnom

slijedy, dok sekiadini -4, -5 i -6, osimu glicinimarazlikuju i u jgnekim aminokiselinama (vidi
odjeljak 2.2.1i tablicu 2). Glicini nisu ni polarni ni hidrofobni, kao najmanje aminokiseline oni
unosefleksibilnost u konformacije peptiddd ovom dijelu istraguje se
u aminokiselinskomlgedu mijenja svojstvapeptida ut j el e na nji hovu int

Mol ekul ar no di namuliran& symo |Imeett oed afmaaz es i nt er akci j

membram formiranh od zwitterionskh DLPC fosfolipica( k o j i model iraju euk
membranu) ili POPE POPG fosfolipid ( k 0 j i model iraju anionsk
membrany o mj er Mi[l34A Faj@prvak o3r:alk ko j i kasnije moge
umetanjau membrae i vi ge liilnkamaintjieh ul i Rezdlt&tiisimulacgeldjua ni z a
mi kr oskopski uvid u ovu poletnu fazu, koj a r
djelovanja

Oba membranska sustava su najprije podvrgnuta simulacipanapeptida(DLPC 100 ns,
POPE:POPGZ ns) pod istim uvjetima i parametri ma
peptida. To je rezultiralo pr o<g7a®IlPComembRruy r § i
i604/KRza POPE: POPG membranu, ¢ tlieratpreod 63.2s+0.84 as | u
za DLPC na 300 K166]i61.5 + 0,2 & za POPE:POP@®a 310 K[100] .

U si mul aci j amanembrarne e peptifterppijenjenajsw umjereno duga vremena
simulacija(300nsr az |l i | i t i m sogpeptidapdaebkbtii paht skuti m pr
membrane (polarna stranacaséd. i hidrofobna strana zease, sl. 11) kako bise potpunijelobile
informacije onjegovoj interakciji splanarnommembranomu v o d e n o mispitak sul i g u
razlaspeki t i

1) Interakcijei kontaktipeptidapr al enj em a kkupmtogk dtraji zme L u |
i membranskih P atomagrednjendijekom zadnjih 100 ns simulacije) i broja kontakata
iz matbmalizinai membranskih P atoma (a k audrezimjeno tijekom zadn;ib00 ns

simulacije);
2) Utjecaj na strukturupeptida; pr al enjem varijacija u sekt
simulacia( na t emel ju dijagrama izralunatih por
3) Ul oga amfipagtipmalsenj e migwfabrdaomenigd eno@na
p ol e@nkdoorfognakrajusimulaej ( 300 ns), i zHMMUEreRINOG [
kalkulatora

4) Pozicioniranje i vezanje peptida@,r al enj e m p (usvetnjehdiiekog wadnjilo | e
100 ns simulacije)cijelog peptida ili lizina u odnosu na one za membranske P atome.
Ovime se dobivaju inforacije otome&k ak o j e pepti d nsemphprangat en r
uz vizualzaciju strukturiranja peptida opisuj@jegovo vezanje
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3.2.1 Interakcigi kontakti peptida

Pralenjem
s e

prosjelnog
da

vidjeti

Case 1

uodlaavkaat i onsKki
anionskom POPE:POPG membranom negmestrallom DLPC membraom (sl. 47). Iz
kont ak at al.48iislj8®ukPdlocimgamalne i e 1

stvaranj a

broj a

K i

kont akat a
adini

i maj u

i zme L u

pepti
tendenciju

Mal e g

dn

post oj ediPGLal ekiadinZln iSmkse ,v apraij ul emuy e
neutralnom membranom u nekim simulacijama.

Case 2

P - Hydrophilic
80 b Hydrophobic

Number of contacts

Number of contacts

Number of contacts

%
& o

Number of contacts
[ -
S

|

3
S S

Number of contacts
13 3 (-
< < =

[ -
S 5 & &

Number of contacts

°

Number of contacts
2 @ =
S & o°

[*]
S

o

50 100 150 200 250
Time (ns)

300 S0 100 150 200 250 300

Time (ns)

DLPC

Slika47Br o0 j

nm.Vi gestruki
peptidul z

kontakat a
POPE:POPG@nembrangdesngo dr e L e n

dijagr ama

kont akti

se moge

Kiadin-5 Kiadin-4 Kiadin-3 Kiadin-2 Kiadin-1 diPGLa-H

Kiadin-6

odredi ti

Case 1

Case 2

g &

<3
S

Number of contacts
&
=

©

P - Hydrophilic
P~ Hydpophobic

80

Number of contacts

Number of contacts

[ -
S S &

Number of contacts

<

Number of contacts
P OB o
=3 =3 =) <

=]

SRS o
8 & 3 8

Number of contacts

]

o

%
2 g

Number of contacts
(SR
S 8

=]

50 100 150 200 250
Time (ns)

<

50 100 150 200 250 300
Time (ns)

POPE:POPG
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vezanj a

Kiadin-5 Kiadin-4 Kiadin-3 Kiadin-2 Kiadin-1 diPGLa-H

Kiadin-6

k a o hidrofinih odngsreo higrofabninegijagepiidai Matdima DLPJ(lijevo) i
Gr o ma c smindist Ko pir @tge mano jme
i R aoebrua | autncamau  ps%eaki kéddozdgteeljdj peddtke @ gednom
trenut ak

g rkentaktdod @6 udal j

svakog p
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160

140

|
100 ‘ | |
5
20 1 I
0 L

diPGLa-H kiadin-1 kiadin-2 kiadin-3 kiadin-4 kiadin-5 kiadin-6

= S =

Total No. of contacts (last 100ns avg.)

)

® DLPC - casel mDLPC - case2 ® PE:PG - casel ®PE:PG - case2

Slika48Pr osj el an broj kontakat a i zmakfdsfatnirs atomimanerbeaneaisrédmgrijekopr i pad a
zadnjih 100 ns simulacije Za svaki peptid, histogr acasel qgaseX svakwvystu mgmbrarej el an
kako je naznal eno.

Kontakti koje stvara polarna strana peptida (atazima)s at omi ma membr anskog
su informativni §l. 49). Uo| ava sekilomagenada peptidi Vi ge
njihovim N-terminalnim krajem posebno s obzirom na anionsku membrafa neutralne
membr ane postoj eiadinZni mke, kao gto | e

Slika49Pr osj el an broj k o nt atdma tizenai membnangkin fogfatnjh atdmamednjemdijekom zadnjih

100 nssimulacijeodr el en Gr omac snoindistidopr ggeamoifme granil|l na udeakij enost
kont akt i z me Jeqatoma liecimdilo kojed Poatoweomembramea | u n a s ePrikazaro su jreeuttati measel

icassez a oba tipa membrane. L iaz innaiz nsaul eonzinma |iesnpio dr ahzilsitloigtrianmab.o j
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