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1 UVOD

1.1 Antimikrobni peptidi

U borbi protiv patogena najceSce se koriste antibiotici, no zbog njihovog velikog koristenja
bakterije su razvile razli¢ite vrste otpornosti. Zahtjev za ubrzanim rjeSavanjem problema je velik
jer je nedavno procijenjeno da najmanje 700 000 ljudi godiSnje umre od infekcija otpornih na
antimikrobne lijekove [1] [2]. Paralelno, razvoj novih antibiotika je usporen te se javlja potreba za
pronalaZenjem novih vrsta antimikrobnih spojeva [3]. Jedna od obecavajuéih klasa takvih spojeva
su antimikrobni peptidi (AMP) koji su prisutni u svim organizmima kao prva linija obrane protiv
patogena. To su mali, uglavnom kationski peptidi koji sadrze do 100 aminokiselina, od kojih
veliku obitelj ¢ine linearni peptidi u obliku o — uzvojnice. Antimikrobni peptidi djeluju brzo,
pokrivaju Siroki spektar mikroba, te patogeni teze razvijaju otpornost na njihove mehanizme
djelovanja [4]. Osim direktnog djelovanja na patogene, antimikrobni peptidi mogu djelovati i
posredno poticanjem imunolos§kog odgovora organizma na infekciju [5], a djelotvorni su i protiv
mikrobnih biofilmova te stanica raka [6].

Istrazivanja AMP-a ubrzala su se tijekom zadnjeg desetljeca, tako da je u 2022. godini broj radova
na tu temu iznosio oko 3350 u bazi WOS (sl. 1).
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Slika 1 Broj radova u zadnjih 30 godina s klju¢nim rije¢ima ,,antimicrobial peptides* u bazi WOS
(www.webofscience.com)

Potencijalno terapeutsko djelovanje istrazuje se za antimikrobne peptide izolirane iz razliCitih
organizama [7], posebice zaba [8]. Takoder, dizajniraju se novi antimikrobni peptidi s ciljem jaceg
antimikrobnog djelovanja i smanjene toksicnosti na ljudske stanice, Sto zahtijeva dobro
poznavanje svojstava i na¢ina djelovanja [9]. Kao mjera selektivnosti AMP-a obi¢no se koristi
indeks selektivnosti (SI, engl. selectivity index) (koji se ponekad naziva i ,.terapeutski indeks*)
[10]:

HCsg
MIC

SI =

gdje je HCs, koncentracija peptida potrebna za liziranje 50% eritrocita (engl. concentration
causing 50% hemolysis), a MIC minimalna koncentracija peptida potrebna za zaustavljanje rasta
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bakterija (engl. minimal inhibitory concentration). Antimikrobni peptidi s indeksom selektivnosti
> 20 smatraju se jako selektivnima prema bakterijama [11].

Jedan od pristupa u istrazivanju AMP-a je definiranje molekularnih deskriptora koji povezuju
strukturna svojstva s bioloskom aktivno$¢u, koriste¢i statisticke metode (engl. quantitative
structure-activity relationship, QSAR) [12]. Razvijeni su i razli¢iti racunalni alati koji pomazu u
otkrivanju peptida koji ¢e imati pozeljna svojstva, kao §to su: “Mutator” - program koji u zadanom
peptidu pronalazi mutacije primjenom kojih se povecava terapeutski indeks [13], “Designer” -
algoritam koji iz zadanih fizikalno-kemijskih ograni¢enja konstruira primarne strukture peptida s
velikim terapeutskim indeksom [11], ,,iAMPpred* — program koji predvida antibakterijsko,
antiviralno i antigljivi¢no djelovanje zadanog peptida na temelju strukturnih i fizikalno-kemijskih
karakteristika [14], i drugi [15].

Vise je poznatih baza antimikrobnih peptida (DRAMP, DBAASPv3, CAMPr3, APD3, itd.) [7]
[16], na primjer baza DRAMP ima ukupno 22 480 antimikrobnih peptida (pristup sijecanj 2023.),
od ¢ega 4 462 peptida izolirana iz zivih organizama (http://dramp.cpu-bioinfor.org/).

Istrazivanje mehanizma djelovanja AMP-a otkriva veliku razinu slozenosti i raznolikosti [17], kao
Sto prikaz na sl. 2 opisuje. Ipak mogu se izdvojiti neka zajednicka svojstva AMP-a koja su
znacajna za antimikrobno djelovanje [9] [18]:

. Ukupni pozitivni naboj peptida koji pogoduje vezanju na negativnu bakterijsku membranu,

= Postojanje hidrofilnih i1 hidrofobnih regija, koje olakSavaju umetanje u hidrofobni sloj
membrane,

. Strukturna fleksibilnost koja omogucuje prelazak iz konformacije koju peptid ima u otopini

u konformaciju s kojom interagira s membranom [19].

Osim toga, antimikrobno djelovanje izmedu ostalog ovisi o vrsti lipida u membranama [20] [21]
te udruzivanju peptida i medudjelovanju s drugim spojevima [22] [23] .
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Slika 2 Nacini djelovanja AMP-a. Preuzeto iz ¢lanka Nguyen i suradnici (2011) [24] uz dopustenje izdavaca (Elsevier)
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Smatra se da postoje dva glavna nacina djelovanja AMP-a [25]:

1) Direktno djelovanje na membranu stvaranjem bacvastih (alameticin [26]) odnosno
toroidalnih (melitin [27], lakticin Q [28]) pora, kroz koje istjeCe unutarstani¢ni materijal
ili uniStavanje membrane miceliranjem njenih dijelova (LL-37 [29], aurein 1.2 [30]),

2) Translokacija peptida kroz membranu u unutrasnjost stanice gdje peptidi djeluju na
inhibiciju vitalnih unutarstani¢nih procesa u bakteriji [31] (buforin 11 [32], indolicidin [33],
human S- defensin [34]).

Opéenito, djelovanje AMP-a na membranu odvija se u dva koraka (tzv. model dva stanja, engl.
two-state model) [35]: i) vezanje peptida na membranu uzrokovano u prvom redu elektrostatskim,
a potom i hidrofobnim interakcijama s membranskim lipidima. Ukoliko je broj peptida premalen
u odnosu na broj lipida (mali peptid/lipid P/L omjer), oni e ostati vezani i neaktivni, ii) stvaranje
defekata u membranama (stanjivanje, stvaranje toroidalnih ili ba¢vastih pora, miceliranje) dogada
se tek kad je P/L omjer veéi od grani¢nog omjera za odredenu vrstu membrane i peptida. Detalji
opisa svakog od koraka u modelu dva stanja jo$ uvijek nisu u potpunosti poznati. Prostorno-
vremenska karakteristika procesa doprinosi da su in vitro eksperimenti zahtjevni [36] pa se kao
njima komplementaran alat koriste simulacije molekulske dinamike (MD) [22] [37] [38].

1.2 Simulacije AMP-a metodama molekulske dinamike

Zbog ogranicenosti racunalnih resursa u prvim simulacijama koriSteni su implicitni membranski
modeli u kojima membrane i otapala nisu modelirani ekspliticno (kao atomi) ve¢ se koristio opis
preko funkcije potencijala [39] [40]. Implicitni modeli omogucuju dulja vremena simulacija i daju
dobre rezultate primjerice za vezanje, umetanje i orijentaciju peptida unutar membrane, ali
nedostaju im bitni detalji koji karakteriziraju pojedina¢ne molekule i njihovu raznovrstnost u
membranama bakterijskih i ljudskih stanica te njihove interakcije s peptidima [41].

Bolji uvid u detalje interakcija proteina i membrane dobio se primjenom eksplicitnih atomskih
(engl. all-atom, AA) i krupnozrnatih (engl. coarse grained, CG) modela. Koristenje atomskih
modela zahtijeva poznavanje trodimenzionalnih struktura lipida i proteina koje definiraju pocetne
konfiguracije, te poznavanje svih interakcija izmedu atoma, odnosno definiciju parametara polja
sila [42] [43]. Takoder, razvile su se numericke metode za racunanje elektrostatskih doprinosa,
numerickih termostata i barostata, metoda koje su ubrzavale simulacije (na primjer liste susjeda) i
slicno [44]. Optimizacija se primjenjuje pri traZzenju balansa izmedu pouzdanosti simulacije,

razine detalja potrebnih za specifi¢ni proces i racunalnih resursa [45].

Napredak racunalne tehnologije i razvoj modela razli¢itih lipida omogucio je simuliranje
kompleksnijih sustava, na primjer lipidnog dvosloja s viSe razli€itih vrsta lipida, u interakciji s vise
peptida [46] [43]. Leontiadou i suradnici 2006. prvi opisuju cijeli mehanizam spontanog nastanka
pore najprije za magainin-H2 [47], a potom i za melitin [48], od pocetne agregacije nekoliko
peptida, vezanja za membranu, do umetanja i stvaranja pore. Simulacije potvrduju da je preduvjet
stvaranja pore dovoljno veliki P/L omjer [49] $to je ranije uoceno eksperimentalno, primjerice
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neutronskim rasprsenjem [50] i orijentiranim spektrima cirkularnog dikroizma (CD, engl. circular
dichroism) [51]. Nadalje pomenute simulacije ukazuju na vaznu ulogu udruzivanja peptida pri
umetanju u membranu i kreiranju pore, $to je u skladu s tezom da agregacija u otopini omogucuje
peptidima da u kontakt s membranom dodu u funkcionalnom strukturiranom stanju [52], iako po
tom pitanju postoji i suprotan stav prema kojem udruZivanje povecava utroSak energije za
umetanje peptida u membranu [35] [53]. Simulacije takoder ukazuju i na ulogu nabijenih
aminokiselina te povezanost fluktuacija membrane s kreiranjem pore.

Simulacije pojedina¢nih AMP-a u razli¢itim okoliSima (voda, mjesavina vode i trifluoroethanola
(TFE)) potvrduju rezultate CD spektroskopije prema kojima peptid otopljen u vodi gubi
sekundarnu strukturu, dok u mjesavini voda/TFE ju u odredenom postotku zadrzava [54], [55].
Studije nadalje potvrduju sklonost peptida za vezanje na membranu i poprimanje sekundarne
strukture na mjestima s ve¢om zakrivljenosti membrane u odnosu na planarne dijelove [56].

Slijedi nekoliko primjera Kkoji ilustriraju vaznost simulacijskih studija u istrazivanju djelovanja

antimikrobnih peptida, posebice snaznu vezu izmedu simulacijskih i eksperimentalnih rezultata.

Vaznu ulogu u borbi protiv Sirokog spektra patogena ima ljudski katelicidin LL-37, koji osim
izravne antimikrobne aktivnosti ima i sposobnost poticanja imunolo§kog odgovora, zacjeljivanje
rana i druge funkcije [57]. Simulacije LL-37, potvrduju vazne aspekte antibiotskog djelovanja:
brze i jac¢e vezanje te vecu deformaciju modela anionske membrane uz o¢uvanje veceg sadrzaja
uzvojnice, u odnosu na model neutralne membrane [58]. Antimikrobnu ulogu imaju i razli¢iti
fragmenti tog peptida. Primjerice AMP GF-17 (17 do 32 aminokiselina od LL-37) koji se smatra
glavnim antimikrobnim dijelom LL-37. MD simulacije tog fragmenta takoder potvrduju CD
spektrima uoceno nestrukturiranje u vodi [55] i NMR spektroskopijom utvrdenu stabilnost
strukture uzvojnice u kontaktu s modelom anionske membrane [59]. Osim toga simulacije
potvrduju i NMR spektrometrijom detektirane uloge pojedinih aminokiselina, primjerice presudnu
ulogu nabijenih Arg?® i Lys® u podetnom vezanju za anionsku membranu, te interakcije
hidrofobnih aminokiselinskih ostataka s ugljikovodi¢nim lancima koje favoriziraju umetanje
peptida u membranu [60] [61].

Povezanost rezultata MD simulacija i eksperimenata demonstrirali su Marrink i suradnici (2011.
god.) usporedujuci interakciju ciklickog AMP BPC194 i njegovog neaktivnog linearnog analoga
BPC193 s modelima anionske membrane [62]. ElektrofizioloSka mjerenja struje iona kroz
membranu pod razli¢itim naponima pokazuju da samo ciklicka varijanta peptida uzrokuje
kreiranje pora. Isti ishod je dobiva se i u simulacijama, pri ¢emu radijusi nastalih pora odgovaraju
onima iz eksperimenta. Osim toga, simulacije otkrivaju detalje mehanizma, paralelni polozaj Lys
u ciklickom peptidu (koji izostaje u linearnom analogu) je odgovoran za antimikrobnu funkciju.
U simulacijama je koristeno GROMOS polje sila, a pore su uocene ve¢ nakon nekoliko desetaka
do par stotina nanosekundi.

Vaznost povezanosti rezultata simulacija sa eksperimentima su takoder istaknuli Wang i suradnici
(2014. god.) ispitujuéi pouzdanost racunalnih simulacija [63]. Analizom orijentacijskih (torzijski
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1 nagibni kutovi) i strukturnih (ouvanje sekundarne strukture u interakciji s membranom)
fluktuacija AMP-a vezanih za membranu u razli¢itim poljima sila uo¢eno je neslaganje. Naime
atomski modeli koji modeliraju svaki pojedini atom (engl. all-atom models, AA) bolje odgovaraju
eksperimentalnim rezultatima u odnosu na modele u kojima se neke funkcionalne grupe (na
primjer CHx grupe) zamjenjuju jednom cesticom (engl. united-atom models, UA). Nadalje,
obzirom je red veliine trajanja promjene poloZaja u odnosu na membranu i strukture peptida
nekoliko mikrosekundi, zakljucuje se da simulacije reda veli¢ine mikrosekundi mogu biti samo
kvalitativne, te da su dulja simulacijska vremena potrebna da bi se postiglo i kvantitativno suglasje
s eksperimentalnim rezultatima. Ova studija naglasava potrebu da se simulacijske studije,
ukljucujuéi polja sile, modele molekula, postavke simulacija, odabir prostorne i vremenske
dimenzije sustava i slicno, strogo validiraju [64].

Do sli¢nih zaklju¢aka dolaze Tieleman i suradnici (2016. god.) istrazuju¢i interakciju AMP CM15
s modelom neutralne (POPC/Chol) i anionske (POPE:POPG) membrane koriste¢ci CHARMM
polje sila [65]. U simulacijama od nekoliko mikrosekundi, s jednim ili grupom od Sest peptida,
neocekivano izostaje formacija pore unato¢ znacajnim perturbacijama membrane. Daljnja analiza
je pokazala da se energetska barijera za kreiranje pore znatno razlikuje (~ 40 kJ/mol) kod razli¢itih
polja sila, te je shodno tome kod nekih polja sila potrebno vece simulacijsko vrijeme za njeno
opazanje. Autori uocavaju da je u vecini simulacija, u kojima je relativno brzo (reda veli¢ine
nekoliko stotina nanosekundi) opazeno nastajanje pore, koristeno GROMOS polje sila, dok je
dulje simulacijsko vrijeme potrebno uz CHARMM polje sila. Studija je pokazala da je potrebno
validirati rezultate prvih simulacija stvaranja pore, posebice utjecaj odabranog polja sile [66] [67].

Obzirom da ostvarivanje pore zahtijeva dugo simulacijsko vrijeme, da bi se ispitale njene
karakteristike i stabilnost, uobi¢ajeno je simulacije zapoceti strukturama sustava koje su o¢ekivane
u nekom od koraka u mehanizmu djelovanja peptida i membrane. Na primjer peptide se u strukturi
uzvojnice postavlja blizu povrSine membrane ili uroni u povrsinski dio membrane paralelno s
povrSinom. Takoder pocetna struktura moze biti sastavljena od peptida uronjenih u membranu u
transmembranskoj orijentaciji. Jedan od takvih primjera su simulacije heksamera alameticina koje
su pokazale formiranje bacvaste pore stabilne tijekom ~ 7 us [68] $to je u skladu s rezultatima
difrakcije x-zraka na modelu membrane u prisutnosti alameticina [69]. Analogne simulacije
tetramera melitina [70], te mono- i hetero- tetramera kojeg ¢ine PGLa i analozi magainina 2 [71]
pokazale su reorijentaciju peptida i kreiranje toroidalne pore, stabilne za vrijeme 5 - 9 us. Analize
udjela strukture uzvojnice i orijentacije peptida pokazale su zadovoljavaju¢e do jako dobro
slaganje s podacima CD spektroskopije i NMR ¢vrstog stanja u sli¢nim uvjetima [72][73], ovisno
o vrsti 1 pocetnoj transmembranskoj orijentaciji (paralelna/antiparalelna) peptida u tetrameru.
Osim toga, simulacije su omogucile uvid u detalje interakcija izmedu peptida te peptida i lipida
koje doprinose stabilnosti strukture pore.

Simulacije makulatina (sa simulacijskim vremenom ~50 pus) otkrivaju da agregacija AMP-a prije
ili nakon vezanja na membranu nije preduvjet za stvaranje pore, nego da se moze stvarati
sekvencijalnom oligomerizacijom oko pojedinacnog peptida koji je spontano preSao u

5



1. UVvOD Matko Male$

transmembransko stanje [74]. Pri tome peptidi koji tvore poru mogu graditi multimere (3-8
peptida) razli¢itih oblika, propusnosti i trajanja. Nadalje, simulacijske studije otkrivaju da
postojanje pora nije preduvjet za antimikrobno djelovanje, na primjer simulacijska studija, s
vremenima reda veli¢ine 10 mikrosekundi, PGLa na viSim temperaturama (120 °C — 160 °C)
pokazuje da peptidi spontano jedan po jedan mogu proé¢i kroz membranu bez stvaranja pore [66].
Da pora ne mora biti klju¢na za antimikrobno djelovanje opazeno je i eksperimentalno kod drugih
vrsta peptida [75], [76], [77].

Medutim, i uz velik broj studija detalji mehanizma djelovanja AMP-a, posebno oni koji se odnose
na prijelaz iz stanja u kojem su peptidi vezani na membranu u stanje s deformacijama u membrani,
i dalje ostaje uglavnom nepoznat. U studiji Liua i suradnika (2018. god.) interakcije melitina i
membrane, u modelu krupnog zrna, sugerirano je da, kod visokih P/L omjera, nakon pocetnog
vezanja peptida za membranu, ne slijedi direktno umetanje peptida u membranu, veé je
uocen medukorak koji ukljucuje znatno lokalno mijenjanje morfologije membrane u obliku
sferi¢nih ispupcenja u gornjem dijelu lipidnog dvosloja, promjera reda veli¢ine debljine membrane
(~0.005 um), u dijelu membrane koji ima velik broj peptida vezan [78]. Moguce je da ovakva
ispup¢enja mogu dovesti i do potpune ekstrakcije lipida iz gornjeg sloja membrane.

Deformacije poput opisanih, iako dimenzija puno vecih od onih u simulacijama (~1 pm ), uocene
su konfokalnim mikroskopom, nakon dodavanja melitina koncentracija ve¢ih od 0.7 uM, na
neutralne vezikule [78]. lako u navedenim simulacijama, u vremenu ~20 us , nije doslo do
kreiranja same pore, niti se dogodila potpuna ekstrakcija lipida, autori predlazu da se na taj nacin
stvara asimetrija u membrani, a posljedi¢no 1 mijenjaju njena mehanicka svojstva, §to doprinosi
snizavanju energetske barijere i olakSava nastanak defekata, odnosno stvaranje pore. Preduvjet za
ovakvo djelovanje je veliki P/L omjer, odnosno visoka lokalna koncentracija peptida vezanih na
membranu. Sli¢na ispupenja opisana su i u recentnim MD simulacijama krupnozrnatih modela
temporina B i L [79], gomezina [80], te simulacijama magainina 2 [81].

1.3 Ciljistrazivanja
Istrazuju se tri vrste antimikrobnih peptida:

1) Adepantin-1 - iz skupine adepantina, prvin AMP-ova umjetno dizajniranih alatom Designer.
Ima strukturu uzvojnice i izrazito visoku selektivnost prema Gram-negativnim bakterijama,
nesto manju prema Gram-pozitivnim, i vrlo malu toksi¢nost prema ljudskim stanicama, zbog
Cega ima izrazito veliki S| indeks. Adepantin-1 manje je od 50% homologan bilo kojem
drugom prirodnom ili sintetskom AMP-u [11] [82].

2) Kiadini - AMP umjetno dizajnirani QSAR metodama. Kiadini -1, -2 i -3 dobiveni su
zamjenama Val — Gly u dvostrukoj sekvenci PGLa-H, dok su kiadini -4, -5 i -6 umjetno
dizajnirani pomoc¢u Designer algoritma [11]. Takoder imaju strukturu uzvojnice, bogati su
glicinom i imaju razlicite selektivnosti prema bakterijama odnosno eukariotskim stanicama.
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3) Anisaxin-2S — iz skupine anisaxina, AMP-ova identificiranih iz morskih parazita iz roda
Anisakis [83]. Ima strukturu uzvojnice i pokazuje jako dobru aktivnost prema Gram-
negativnim bakterijama, nesto manju prema Gram-pozitivnim, ukljucujuci i sojeve koji su

razvili otpornost na klasi¢ne antibiotike, te vrlo malu toksi¢nost prema ljudskim stanicama.

Zanimaju nas karakteristi¢na svojstva koja definiraju interakciju ovih klasa peptida s modelima
neutralnih i anionskih membrana (opisane u odjeljku 1.4), kako bismo predlozili detalje
mehanizma antimikrobnog djelovanja. Izmedu ostalog raspravit ¢emo da li mehanizam djelovanja

antimikrobnih peptida moze ukljuciti ekstrakciju lipida.
Osnovne hipoteze:

1) Simulacije interakcije antimikrobnih peptida s modelima plazma membrana Gram-
pozitivnih, unutarnjih i vanjskih membrana Gram-negativnih bakterija, te neutralnih
membrana eukariota, ukazuju na moguce razli¢ite mehanizme djelovanja i naglasavaju
svojstva, npr. realizacija sekundarne strukture, fleksibilnost, udruzivanje u klastere, vazna
za antimikrobno 1 toksi¢no djelovanje.

2) Asocijacije AMP-ova mogu pomoc¢i postavljanju peptida u polozaj i konformaciju
povoljnu za umetanje u membranu.

3) Polozaj i broj aminokiselina Gly u aminokiselinskom slijedu mijenja svojstva peptida i

utjece na interakciju s membranom.

4) Mehanizam djelovanja AMP-a moze ukljucivati ekstrakciju lipida ostvarenu uz velike

lokalne koncentracije peptida na povrSini membrane.

1.4 Metodologija

U ovom radu istrazuju se medudjelovanja i karakteristike sustava koji sadrzi antimikrobne peptide,
membranu i otapalo, simulacijskim metodama molekulske dinamike (MD) [84] [85] Vremenskim
usrednjenjem veli¢ina izraCunatih tijekom simulacija odreduju se svojstva sustava koja se potom
mogu usporediti s eksperimentalnim vrijednostima.

U MD metodi zanemaruje se subatomska struktura atoma, te se atomi ili grupe atoma tretiraju kao
kuglice odredene mase, spojene elasti¢énim Stapovima koji odgovaraju kovalentnim vezama, dok
je dinamika sustava opisana zakonima klasi¢ne fizike. U srediStu metode je empirijska funkcija
U(rq,...,ry) koja predstavlja ukupnu potencijalnu energiju N Cestica u sustavu koje se nalaze na
polozajima r; = (x;, y;, Z;). Funkcija potencijalne energije tipi¢no se sastoji od “veznih” ¢lanova
koji aproksimativno opisuju interakcije izmedu kovalentno povezanih Cestica (rastezanje veze,
promjena kuta izmedu kovalentno povezanih atoma, torzija) i “neveznih” ¢lanova koji opisuju
elektrostatske i van der Waalsove interakcije [86]:

U= Upeza + Uyt + Utorzija + Ugs + Upaw
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a; b;
U(ry,..,ry) = Z 71 (rj — Tijo)z + Z EL (Bix — 9ijk0)2

i,JESY i,j,keSyk
C 0; 12 0, 6
[ ij ij
+ Z fl [1 + cos(na)ijkl - )/ijkl())] + z 4‘811 \(r) - <r—> ]
i,j, ) lE€STK i,JESN Y y
N Z L qlCIj
I,JESN

U gornjem izrazu Sy, Syk, Stk @ Sy 0znacavaju skupove svih kovalentnih veza, kutova izmedu
kovalentno povezanih atoma, sve torzije i sve nevezne parove respektivno. r;; = |r; — 7y
predstavlja udaljenost izmedu Cestica i i j, a 6 kut izmedu tri kovalentno povezane Cestice U
nizu. Konstante a; i b; su odgovarajute konstante harmonijskih sila, 7350 i 8;jxo ravnotezne
vrijednosti. w je kut torzije, c; maksimum torzijskog energetskog doprinosa, n broj minimuma
energije prilikom rotacije za 360°, a y fazni pomak torzije. ¢;; predstavlja minimum vrijednosti
Upaw koja se postize na udaljenosti g;;, dok je g parcijalni naboj Cestice, a k Coulombova
konstanta,

Opisani parametri meducesti¢nih interakcija podesavaju Se eksperimentalno na razli¢ite nacine §to
daje razlicite funkcije potencijalne energije, za koje se jos Kkoristi i naziv polje sila. Postoji vise
polja sila; CHARMM, GROMOS, OPLS, AMBER, MARTINI, itd. Razlikuju se ne samo u
tipovima Gestica i parametrima, nego i u funkcionalnoj formi. Tako npr. polja sila GROMOS!,
CHARMM i MARTINI sadrze dodatni ¢lan koji opisuje energije savijanja izvan ravnine (neprava
torzija, engl. improper dihedrals torsion) [87]:

di 2
Uneprava torzija — ? (wijkl - wijklo)
i,j,k,l

dok polje sile CHARMM uz nepravu torziju sadrzi i doprinos savijanja kuta izmedu tri nevezane
Cestice (Urey-Bradley potential)[42]:

e; 2
Uy-p = Z 5 (63 = Bijko)
i),k
Uz poznatu funkcijiu potencijalne energije, moze se odrediti sila na i — ti atom:

Fi = _VriU(rl, ...,rN)

Rezultati simulacija su vremenski ovisne konfiguracije sistema koje se dobiju numerickom

integracijom Newtonovih jednadzbi gibanja

1 U novijim verzijama polja sila GROMOS (od verzije 43A1) radi efikasnijeg racunanja Koristi se U,,,, =
ZiJ'GSV(Z (I.] 110) [174]
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d?r;(t) _ F;(t) dv;(t) _ Fi(t
dt? m; ’ dt m;

gdje je r;(t) = (xi(t),yi(t),zi(t)) vektor poloZaja i —te Cestice, m; — njena masa, a F; (t) sila
na i — tu Cesticu u trenutku t. Odgovaraju¢e brzine Cestica v;(t) odreduju njihove kineticke
energije i temperaturu sistema.

Jednadzbe gibanja se rjeSavaju numeri¢ki primjerice pomoc¢u leap-frog ili velocity Verlet
algoritma. Leap-frog algoritam je zadani integrator u Gromacsu koji koristi polozaje r;(t) i brzine

v;(t — %At) da bi se odredili polozaji i brzine nakon vremenskog koraka At na sljedeci nacin:
1 1 At

1
ri(t + At) = r;i(t) + At - v;(t + EM)

Vremenski korak At mora biti dovoljno malen u usporedbi s periodom najbrzih vibracija. Kako je
period rastezanja veze reda veli¢ine 10 fs, a ostalih interakcija 40 fs, to se koriste razliciti algoritmi
(primjerice LINCS [88], SHAKE [89]) kojima se zamrzavaju neki stupnjevi slobode, najcesce
vibracije veze vodika s teZim atomom, §to omogucuje koristenje tipi€énog vremenskog koraka At =
2 fs u atomistickim i At = 20 fs u krupnozrnatim simulacijama.

U ovom radu koriste se tri polja sila; CHARMM36m [42][90] polje sila za atomske modele,
GROMOS polje sila [87] [91] za simulacije u kojima su atomi ugljika s kovalentno vezanim
vodicima tretiraju kao jedna ¢estica i MARTINI 2.2 polje sila [92] za modele krupnog zrna (engl.
coarse grained, CG) u kojima se reducira kompleksnost sustava tako §to se grupe od prosjecno
Cetiri teSka atoma zajedno s pripadaju¢im vodicima tretiraju kao jedan interakcijski centar (tj. jedna
Cestica, engl. bead) mase 72 amu (egl. atomic mass unit) smjesten u centar mase grupe atoma koje
reprezentira. U MARTINI 2.2 polju sila ¢estice su podijeljene u Cetiri osnovna tipa: polarne (P,
neutralna grupa atoma koja se lako razgraduje u vodi), apolarne (C, hidrofobne grupe atoma),
nepolarne (N, grupe atoma koje su djelomi¢no polarne a djelomi¢no apolarne) i one koje nose
elektrostatski naboj (Q). Tipovi N i Q se nadalje dijele prema sposobnosti vezanja vodika (d -
donor vodika, a - akceptor vodika, da - donor-ili-akceptor vodika i O - one koje ne vezu vodik),
dok se tipovi P i C dijele prema stupnju polarizacije (od 1 do 5), Sto rezultira s ukupno 18
standardnih podtipova. Ukoliko molekula sadrzi prstenastu strukturu, tri teSka atoma s
pripadaju¢im vodicima se tretiraju kao jedna Cestica mase 45 amu, kojoj se onda uz oznaku
standardnog tipa dodaje oznaka S. U proteinima se u nekim slucajevima, da bi se izbjegle stericke
smetnje, bo¢ni lanci aminokiselina tretiraju kao poseban podtip, te se uz oznaku standardnog tipa
dodaje oznaka A. Konstante sila u MARTINI polju sila opéenito su male kako bi gibanje
krupnozrnatih interakcijskih centara bilo fleksibilnije i bolje oponasalo gibanja u atomistickim
modelima.
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Za generiranje trajektorija u ovom radu koristi se simulacijski paket GROMACS [93]. Dobivene
trajektorije analizira se pomocu racunalnih alata kako bi se pratilo ponasSanje sustava, te izraCunala
strukturna i termodinamicka svojstva. Kreiranje pocetnih struktura sustava izvrSava se pomocu
sljede¢ih racunalnih alata: C-Quark https://zhanggroup.org/C-QUARK/ [94], CHARMM-GUI
https://www.charmm-gui.org/ [95], Memgen http://memgen.uni-goettingen.de/ [96], GROMACS
[93]. Simulacije se odvijaju na superratunalu Bura sa SveudilisSta u Rijeci
https://cnrm.uniri.hr/hr/bura/. Za analizu rezultata koriste se sljedeci racunalni alati: GROMACS
[93], APL@Voro [97], Fatslim [98], za vizualizaciju struktura programski paket VMD [99],
Gnuplot (http://www.gnuplot.info/ ) za izradu grafova i GIMP (https://www.gimp.org/) za
graficku obradu slika.

Unutarnje membrane Gram-negativnih bakterija predstavljaju se anionskim dvoslojem sacinjenim
od lipida POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) i POPG (1-palmitoyl-
2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-glycerol) u omjeru 3:1 u oba sloja [100]. Model Gram-
pozitivne plazma membrane je anionski dvosloj safinjen od lipida POPG, LPG
(lysylphosphatidylglycerol) i PVCL2 (kardiolipin) u omjeru 57:38:5 u oba sloja [101]. Za modele
eukariotskin membrana koriste se neutralni jednokomponentni lipidni dvosloji od POPC (1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine) ili DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine) lipida [102]. Model vanjske membrane Gram-negativnih bakterija opisan je
u odjeljku 2.1.2.

Svi peptidi koristeni u simulacijama su amidirani na C kraju (peptid-NH>). Posttranslacijska
modifikacija u vidu dodavanja amidne skupine na C kraju peptida uobi¢ajena je u prirodi [103],
doprinosi njihovoj vecoj stabilnosti i boljem antimikrobnom djelovanju [104], te su takvi
sintetizirani i koristeni u odgovarajué¢im eksperimentima na koje se upucuje u tekstu (adepantinl
[11], kiadini [54], anisaxin-2S [83]).

Simulacijski sustavi su pravilni kubi¢ni sa bridovima duljine 10-20 nm i 250-800 lipida, a
vremena simulacija su veli¢ine mikrosekunde za atomisticke (AA) i united-atom (UA), odnosno
nekoliko desetaka mikrosekundi za krupnozrnate (CG) simulacije.
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2. MATERUALI | METODE Matko Males

2 MATERIJALI I METODE

2.1 Adepantin-1
2.1.1 Dizajn i bioloska aktivnost

Adepantin-1 (GIGKHVGKALKGLKGLLKGLGES-NHz)? (sl. 3) jedan je od sedam peptida
nazvanih ,adepantini (Automatically Designed Peptide Antibiotics), umjetno dizajniranih
pomoc¢u AMP-Designer algoritma [11], [82]. Algoritam je razvijen pomocu baze podataka AMPad
[11] koja sadrzi podatke o indeksu selektivnosti (SI) prema E. coli za 73 antimikrobna peptida u
obliku uzvojnice, izolirana iz koze zaba i/ili njihovih sintetskih analoga. Designer Koristi D-
deskriptor, koji je kosinus kuta izmedu dvaju sekventnih momenata dobivenih s razli¢itim
ljestvicama hidrofobnosti, indeks selektivnosti aminokiselina, indeks pravilnosti motiva i drugih
statistiCkih pravila izdvojenih iz baze podataka AMPad za identifikaciju visoko selektivnih
peptidnih antibiotika.

>

o
- g

Slika 3 Pocetna struktura adepantina-1 kako predvida C-QUARK ima jaku amfipatsku distribuciju hidrofobnih
(magenta) i hidrofilnih (zutih) ostataka [94]

Adepantin-1 ima sedam glicina od ukupno dvadeset i tri amino kiseline, od kojih je veéina u
polarnom sektoru (sl. 4). Njihova funkcija moze biti dvostruka u smislu da dopustaju
nestrukturiranim monomerima da lako prolaze kroz komponente stani¢ne stijenke 1 da povecavaju
vjerojatnost prolazne agregacije monomera i stvaranja pora u citoplazmatskoj membrani [105].
Adepantin-1 takoder sadrzi negativno nabijenu glutaminsku kiselinu, a pretpostavlja se da
negativno nabijeni ostaci Asp/Glu, koji su prisutni u viSe od 70% nativnih amfipatskih kationskih
peptida, utje¢u na strukturu i dimerizaciju peptida, kao i da inhibiraju hemolizu [106], [107].

Ova povoljna svojstva ugradena u dizajn adepantina-1 rezultiraju izvrsnim antimikrobnim
djelovanjem. Prethodno testiranje objavljeno u [11] i [82] pokazalo je da je adepantin-1 jako
selektivan za Gram-negativne bakterije, s vrijednostima MIC od 2-4 uM protiv E. coli i 16 uM
protiv P. aeruginosa, ali preko 128 uM protiv S. aureusa, te izrazito niskom hemolitickom
aktivnosti (HCso = 480 + 60 uM), Sto rezultira vrlo visokim indeksom selektivnosti Slg.coi =
HCs0o/MICE.coii = 190 + 80, pogotovo u usporedbi s drugim prirodnim AMP-ovima (PGLa 105,
Ascaphin-1 67, Magainin-2 20, Pseudin-2 18, Melitin 0.5, AMPad baza [11])

2 U svim simulacijama u ovom radu peptidi su amidirani na C kraju (vidi odjeljak 1.4)
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Hidrofobnost (H) Polarni ostaci + Gly (n/%0) Nepolarni ostaci (n/%o)
0.275 15/65.22 8/34.78
2D hidrofobni moment (uH) Nenabijeni ostaci + Gly Aromati¢ni ostaci
0.596 His 1, Ser 1, Gly 7 -
UKkupni naboj Nabijeni ostaci Posebni ostaci
+4 Lys 5, Glu 1, Cys0,Pro0
Hidrofobni sektor: A Polarni sektor: GGKGKKKEGKGGGHS

Slika 4 Svojstva adepantina-1, rezultati HeliQuest mreznog kalkulatora [108] (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/ pristup u rujnu 2022.).
Ulazni podatak je primarna sekvenca adepantina-1, a rezultati su: srednja hidrofobnost po aminokiselinskom ostatku (H), srednji
2D hidrofobni moment (amfipati¢nost) po aminokiselinskom ostatku (uH) [109] i druga svojstva peptida. Za proracun hidrofobnih
svojstava koristena je Fauchéreova ljestvica [110] s vrijednostima srednje hidrofobnosti u intervalu [-1.01, 2.25] i srednjeg 2D
hidrofobnog momenta u intervalu [0, 3.26] (iznos vektora prikazanog na slici). Hidrofobni ostaci su obojeni Zutom bojom, polarni-
nabijeni plavom (+) i crvenom (-), polarni-neutralni nijansama ljubiCaste te glicini i alanini sivom bojom.

Mijerenje spektra cirkularnog dikroizma (CD) [82] pokazuje da adepantin-1 nema strukturu
uzvojnice u vodenom puferu (izra¢unati udio je manji od 5%), ali tvori strukturu uzvojnice u
prisutnosti organskih otapala kao sto je 50% trifluoroetanol (TFE) (sa udjelom uzvojnice od 35%).
Za razliku od tih okruZenja, u prisutnosti anionskih velikih unilamelarnih vezikula (LUV, engl.
large unilamellar vesicle), oblik CD spektra, posebno omijer elipticiteta 6222 : 6208 > 1, sugerira
mogucnost da peptidi interagiraju s tim membranama udruzeni i u obliku uzvojnice [111] (s
udjelom uzvojnice od 55%) sto se posebno uocava u spektrima kovalentno povezanih dimera
adepantina -2 i -3 (JADP-2]2 i [ADP-3]2) [82]. U prisutnosti neutralnih LUV-ova, i monomerni i
dimerni peptidi ostali su uglavnom razmotani, $to ukazuje da se nisu umetnuli u ovu vrstu
membrane. Eksperimenti u kojima se istrazivala permeabilizacija vanjske i citoplazmatske
membrane E. coli ukazuju da dimeri adepantina -2 i -3 brze i efikasnije narusavaju integritet
membrane u odnosu na monomere adepantina. Stoga se ¢ini da dimerizacija adepantina pogoduje
permeabilizaciji vanjske i citoplazmatske membrane [82]. Koncentracija lipida u gore opisanim
mjerenjima s kojima ¢e se vrsiti usporedbe je 400 uM/I, a peptida 20 uM/I [82], §to rezultira
omjerom P/L od 1/20, odnosno jedan peptid na 20 lipida.
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2.1.2 Simulacije

Atomisticke i krupnozrnate MD simulacije adepantina-1 provedene su pomoc¢u programa Gromacs
2021.3 [93]. Simulacijski sustavi sastoje se od jednog ili viSe adepantina-1 uronjenih u vodu u
blizini razli¢itih membranskih modela. Podaci o simulacijama (trajanje, broj peptida i sastav
membranskih modela) saZeto su prikazani u tablici 1, a pocetne dimenzije simulacijskih sustava
u tablici 9 u Prilozima.

AA simulacije ukljucivale su slucajeve s jednim, dva ili dvanaest peptida adepantina-1, s razli¢itim
trajanjem, izmedu 0.5 1 1.6 ps. U njima su koristeni sljede¢i modeli membrana (sl. 5):

1) Model unutarnje membrane Gram-negativnih bakterija sastoji se od negativno
nabijenog dvosloja sa¢injenog od POPE i POPG lipida u omjeru mijesanja 3:1 [100].

2) Model Gram-pozitivne plazma membrane sastoji se od negativno nabijenog dvosloja
sac¢injenog od POPG, Lys-PG i PVCL2 lipida u omjeru mijeSanja 57:38:5 [101].

3) Eukariotske stanice modelirane su neutralnim POPC lipidnim dvoslojem [58].

4) Model vanjske membrane E. coli: Unutarnji sloj sadrzi zwitterionski 1-palmitoyl-2-cis-
vaccenic-phosphatidylethanolamin (PVPE) (74%), te anionske 1-palmitoyl-2-cis-
vaccenic-phosphatidylglycerol (PVPG) (21%) i PVCL2 (5%) [112]. Vanjski sloj ¢ine
anionske (naboj -10) molekule lipopolisaharida (LPS). LPS molekule sastoje se od lipida
A (Tip 1 sa 6 acilnih lanaca), jezgre (K12) na koje su vezana 2 O-antigena (glatka
membrana, sl. 6b) ili bez O-antigena (hrapava membrana, sl. 6¢) [113]. Detaljna struktura
LPS molekula s nabojima pojedinih dijelova prikazana je na sl. 6a. Okoli$ jezgre sadrzi
neutralizirajuée ione Ca?*, dok su O-antigeni neutralizirani ionima iz otopine [114].
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Slika 5 Molekule lipida i lipopolisaharida (LPS) koriStene u simulacijama iz CHARMM-GUI baze podataka [115], [116], [117].
Vise detalja o LPS-u prikazano je na sl. 6.
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2 O-Antigens (+0.18)
T

Core (-6.00)

Lipid A (-4.18)

AGALNA (+0.18)
BGLC (+0.18)

BMAN (-0.18)
AGLCNA (+0.00)

AGALNA (+0.00)
BGLC (+0.18)

BMAN (-0.18)

BGLCNA (0.00)

AHEP (0.00)

AGLC (-0.18)

AHEP (-4.00)
AKDO (-2.00)

Lipid A (-4.18)

2 O-Antigens

Core

Lipid A

Core

Lipid A

Slika 6 Struktura molekula lipopolisaharida (LPS) i naboji pojedinih dijelova u polju sile CHARMM [116], nazivi dijelova
molekule odgovaraju CHARMM-GUI nomenklaturi [117] (a). Vanjska membrana E. coli, glatka (b), hrapava (c). PVPE lipidi su
zeleni, PVPG lipidi su narandasti, PVCL2 je ljubicast, a lipid A je siv, svi su predstavljeni linijama sa izdvojenim P atomima koji
su prikazani kuglicama. Podrugje jezgre LPS-a predstavljeno je tirkiznom bojom, neutraliziraju¢i Ca?* ioni u podrudju jezgre
predstavljeni su tirkiznim kuglicama, a 2 O-antigena predstavljena su ljubi¢astim linijama.

Tablica 1 Sazetak MD simulacija adepantina-1 sa razli¢itim modelima membrana

Gram — POPC Gram + Gram— vanjska membrana
Oznaka Broj Omijer ] ]
. i, . Vrijeme Sastav Vrijeme Sastav Vrijeme Sastav 2 O-Antigena 0 O-Antigena  Sastav
simulacije peptida P/L
(us) membrane (ps) membrane (ps) membrane Vrijeme(us) Vrijeme(us) membrane
AA-0 0 0/256 05 - 0.5 05 0.5
146 POPG Gornji sloj:
AA-la* 1 1/256 1 192 POPE 0.5 1 0.5 0.1
256 POPC 96 Lys-PG 50 LPS
AA-1b * 1 1/256 16  64POPG - 1.6 - - o
AAL 5 o8 15 i 14 PVCL2 Doniji sloj:
- ' - ' - - 105 PVPE
- 292 POPG -
AA-12a* 12 1/43 1 sgapope 09 1 e 1 o Luape 0.1 30 PVPG
ys-
- 128 POPG 8 PVCL2
AA-12b * 12 1/43 1 0.5 1 28 PVCL2 0.4 0.2
CG-12 12 1/43 25
CG-24 24 1/21 425 384 POPE
CG2AA-12** 12 1/43 0.5 128 POPG
CG2AA-24 ** 24 1/21 0.5

* Simulacije sustava s istim po¢etnim konfiguracijama oznacene su slovima a (casel) i b (case2).

** Zadnja konfiguracija u CG simulaciji transformirana je u atomisticki model, a simulacija nastavljena kao AA MD.
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CG simulacije izvedene su sa dvanaest ili dvadeset i Cetiri peptida adepantina-1 u interakciji s
modelom unutarnje membrane Gram-negativnih bakterija (POPE:POPG u omjeru 3:1). Trajanja
CG simulacija iznosila su 25 ps za slucaj sa dvanaest peptida i 42.5 ps za sluc¢aj sa dvadeset i Cetiri
peptida (vidi tablicu 1).

Konacna stanja CG simulacija transformirana su u atomisticki model (sl. 29) te je simulacija
nastavljena kao AA sistem (oznaka CG2AA u tablici 1) kako bi se dobili bolji uvidi u detalje
interakcije peptida s membranom. Postupak transformacije CG u AA, poznat i kao backmapping,
napravljen je pomo¢éu CHARMM-GUI Martini to All-atom Converter-a [118]. Postupak je
ukljucivao koristenje python skripte backward.py za konverziju peptida [119]. Kako CG Martini
lipidi imaju odgovarajuée AA lipide u polju sile CHARMM36m, kao i iste naboje, nisu bili
potrebni dodatni ioni.

Br. AK BB SC1 SC2 SC3 Br. POPE POPG

a
9
Gly Qd 1 Qd P4 By o, W ’

1
2 Ile Nd ACI w
3 Gly Nd 2z ¥
4 Lys Nd C3
5 His Nd SC4 SP1 SP1 5 Cl Cl ‘ 5
6 Val NO AC2 12 AL 2yl
7 Gly NO 7 C1 C1 %
8 Lys NO C3 Qd 8 C1 C1 ¥/ S
9 Ala C5 9 C1 C1 &
10 C1 C1 c
11 Lys NO C3 Qd 11 C1 C1 lle His ke -
12 Gly NO 12 C1 C1 val Ala 9 % %
4
4
14 Lys NO C3 Qd : ﬁh 4 >
15 Gly NO aly o H‘ k}' ‘ %
v ¢
U V Lys u Glu
18 Lys NO C3 Qd
19 Gly Na
21 Gly Na

Slika 7 Tipovi i ilustracije interakcijskih centara adepantina-1 (c), POPE (a) i POPG (b) lipida u CG simulacijama. AK —
aminokiselina, BB — tip Cestice koja zamjenjuje atome iz okosnice (engl. backbone), SCx — tipovi Cestica koje zamjenjuju atome
iz bo¢nih lanaca (engl. side chain) aminokiselina.

Pocetne strukture adepantina-1 dobivene su pomocu C-QUARK mrezne aplikacije
(https://zhanggroup.org/C-QUARK/ pristup u sijeénju 2022.) [94]. Predvidanje je dalo 5 modela:
model 1 sa strukturom a-uzvojnice i najvisom pouzdanosti (procijenjeni TM rezultat = 0.376 *
0.149) koji je koristen kao pocetna struktura u simulacijama i druge modele 2-5 sa strukturom o-
uzvojnice i prijelomom u blizini Leu®®,

Modeli za lipide i lipopolisaharide (sl. 5) preuzeti su iz baze podataka CHARMM-GUI [117]. Polje
sile CHARMMZ36m [90] i model vode TIP3 [120] koriSteni su u AA simulacijama, a Martini 2.2
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polje sile za CG modele [92]. Pocetne konformacije za AA simulacije pripremljene su pomocéu
CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/ pristup u sijecnju 2022.) Membrane Buildera
[115] [116], dok su pocetne konformacije za CG simulacije kreirane pomoéu CHARMM-GUI
Martini Bilayer Makera [121] [122].

Ukupni naboj peptida od +5 definiran je na pH 7, uzimajuéi u obzir nabijeni N-terminal i neutralni
amidirani C-kraj te neutralni histidin. Martini Bilayer Maker nema moguc¢nost izbora razlicito
nabijenih zavrSetaka pojedinacnog peptida, pa smo pri konstrukciji pocetnih struktura za CG
simulacije najprije odabrali da oba terminala budu nabijena, a zatim u svakom peptidu manualno
uklonili naboj na C-terminalu zamjenom Qa kuglice za P5 kuglicu [123] (vidi odjeljak 9.1.1 111
u Prilozima).

Iznad i1 ispod membrane dodan je vodeni sloj debljine najmanje 4 nm, $to je rezultiralo s ~100
molekula vode po lipidu u AA simulacijama i ~25 molekula vode po lipidu u CG simulacijama.
Sustavi su neutralizirani s K™ i CI" ionima u koncentraciji od 0.15 M uz dodatak neutraliziraju¢ih
Ca?* kationa u podrudju jezgre LPS-a u slu¢aju simulacija Gram-negativne vanjske membrane.

Peptidi su inicijalno postavljeni u otopinu u ravnini paralelnoj s povr§inom membrane i ~2 nm
iznad nje, s hidrofilnom i hidrofobnom stranom jednako udaljenom od povrSine membrane (Sl. 8).
Za slucaj AA-2, dva vezana peptida iz simulacija AA-12b uzeti su za po¢etnu strukturu. U CG-24
simulaciji, peptidi su inicijalno rasporedeni u dvije paralelne ravnine udaljene jedna od druge ~2
nm (sl. 9). Dva slucaja (a i b) za AA-1 i AA-12 medusobno su se razlikovala po pocetnoj
orijentaciji odnosno rasporedu peptida. Detalji o kreiranju pocetnih struktura za simulacije
adepantina-1 nalaze se u odjeljku 9.1.1 u Prilozima.

Slika 8 Pocetne konfiguracije (pogled sa strane i odozgo) u nekim AA simulacijama. AA-1b sa POPE:POPG membranom (a), AA-
1b sa Gram+ membranom (b), AA-2 (c), AA-12b sa POPE:POPG membranom (d). Peptidi su prikazani kao uzvojnice, s
aminokiselinskim ostacima kao kuglicama, magenta za hidrofobne i Zuta za hidrofilne ostatke. Membrane su predstavljene
kuglicama atoma P zelene boje za POPE lipide, narancaste za POPG, plavo za Lys-PG, ljubicasto za PVCL2 lipide. Ostali atomi i
molekule membrana, kao i molekule vode i iona nisu prikazani radi preglednosti.
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Slika 9 Pocetne konfiguracije (pogled sa strane i odozgo) u CG simulacijama. a - slu¢aj s dvanaest peptida i b - slu¢aj s dvadeset i
Cetiri peptida. Peptidi su prikazani kao Stapi¢i, magenta za hidrofobne i Zuta za hidrofilne ostatke. Membrana je predstavljena
kuglicama atoma P zelene boje za POPE lipide i narancaste za POPG lipide. Ostali atomi i molekule membrana, kao i molekule
vode i iona nisu prikazani radi preglednosti.

Ekvilibracija je napravljena u Sest koraka, prema preporukama CHARMM-GUI [117]. Za prva
dva koraka kori$tena je izotermno-izohorna (NVT), a za ostala Cetiri koraka izotermno-izobarna
(NpT) dinamika (konstantni tlak i temperatura). U svim koracima je koriSten Berendsenov
termostat i barostat. Temperatura je bila fiksirana za vrijeme ekvilibracije i produkcije na 310 K.
Tijekom ekvilibracije primijenjena su razli¢ita ogranienja na dijelove sustava: ograni¢enja
promjene polozaja teSkih atoma kako se pocetna struktura peptida ne bi znacajnije promijenila,
ogranicenja vertikalnog gibanja P atoma lipida kako bi se zadrzali u ravnini povr§ine membrane i
ogranicenja na vece promjene dihedralnih kutova kako bi se sprijeCile znacajnije strukturne
promjene tijekom ekvilibracije. Te ogranicavajuce sile su se postupno smanjivale u svakom novom
koraku ekvilibracije [117] (vidi tablicu 10 u Prilozima).

Uvjeti NpT ansambla u simulaciji zadani su Nose-Hooverovim termostatom i Parrinello-
Rahmanovim barostatom, s vremenskom konstantom od 1.0 ps za temperaturu i 5.0 ps za tlak, uz
kompresibilnost od 4.5 - 10™ bara [124], [125]. Koristen je Leap-frog integrator s vremenskim
korakom od 2 fs, a veze medu atomima odrzavane su LINCS algoritmom [88]. Za proracun
elektrostatskih interakcija koristena je Particle-Mesh-Ewald (PME) metoda [126] S grani¢nim
radijusom za elektrostatski doprinos od 1.2 nm. Van der Waalsove sile ograni¢ene su tako da za
udaljenosti ve¢e od 1.2 nm one iznose nula, pri ¢emu nakon 1.0 nm pocinje njihovo smanjenje.

Gromacs alati clustsize, traj, density i sasa koristeni su za analizu udruzivanja peptida, udaljenosti
hidrofobnih/hidrofilnih ostataka od srediSta membrane, profila gusto¢e duz normale membrane i

17



2. MATERUALI | METODE Matko Males

povrsine peptida dostupne otapalu, dok je sekundarna struktura odredena DSSP alatom [127],
[128]. Program APL@Voro, koji se temelji na VVoronaijevoj particiji povrsine lipida za odabrane
kljuéne atome u glavama lipida, koriSten je za izraCunavanje debljine membrane i povrSine po
lipidu (area per lipid, APL) [97]. Za odredivanje parametara reda lipidnih acilnih lanaca koriSten
je Gromacsov order alat.

Amfipati¢nost peptida opisana je srednjim 2D hidrofobnim momentom po aminokiselinskom
ostatku Kkoji za adepantin-1 iznosi 0.596 (moguce vrijednosti nalaze se u intervalu [0, 3.26]), a
odreden je pomoc¢u mreznog alata HeliQuest [108] (sl. 4) koji koristi projekciju savr§ene uzvojnice
na ravninu okomitu na njenu os i Fauchéreovu ljestvicu [110] za dodjeljivanje hidrofobnosti svakoj
amino kiselini iz intervala [-1.01, 2.25]. Mrezna aplikacija 3D-HM kalkulator
(https://www.ibg.kit.edu/HM/ pristup travanj 2022.) [129] daje realisti¢niji trodimenzionalni
hidrofobni moment (3D-HM) temeljen na raspodjeli hidrofilnih i hidrofobnih podrucja i nabojima
pojedinih atoma. Rezultati 3D-HM kalkulatora za adepantin-1 u razli¢itim stanjima dani su u
odjeljku 3.1.1.

18


https://www.ibg.kit.edu/HM/

2. MATERUALI | METODE Matko Males

2.2 Kiadini
2.2.1 Dizajn i bioloska aktivnost

Kiadini su skupina od 6 linearnih peptida u obliku uzvojnice baziranih na sekvenci peptida PGLa-
H (KIAKVALKAL) ili umjetno dizajnirani QSAR metodama [54]. Kiadini -1, -2 i -3 dobiveni su
supstitucijama Val — Gly u dvostrukoj sekvenci PGLa-H (diPGLa-H) kiadin-1 supstitucijom
Val®® —Gly, kiadin-2 supstitucijom Val®>—Gly, a kiadin-3 supstitucijom oba valina u glicin (V°
> G + V¥ > G). Kiadini -4, -5 i -6 su ab initio dizajnirani pomoc¢u Designer algoritma prema
definiranom skupu pravila temeljenom na promatranim znacajkama skupa prirodnih peptida [11].
Ukratko, ova pravila zahtijevaju prisutnost ponavljaju¢ih motiva koji se ¢esto opazaju u AMP-
ovima sa strukturom uzvojnice, kao i dovoljnu amfipati¢nost, dopustaju¢i odredenu strukturnu
fleksibilnost tako da se a-uzvojnica moze produljiti prema 310 — konformaciji. Nadalje, slijed
aminokiselina bi trebao rezultirati vrijednos$¢u D-deskriptora Kkoji daje visok indeks selektivnosti
(SI). Na taj na¢in dobiveni peptidi imaju < 50% razli¢itih ostataka u odnosu na diPGLa-H, izmedu
ostalog kiadini -4 i -5 imaju po &etiri glicina na mjestima A*> G+ L' >G+K*¥>G+K®¥>G
iK*>G+L">G+KM¥> G+ LY > G, respektivno, a kiadin-6 ima jedan glicin, K* > G. Bez
obzira na postupak dizajna peptidne sekvence su dovoljno sli¢ne (svaka ima 20 ostataka, sa > 50%
identi¢nih (tablica 2)) da se mogu smatrati jednom obitelji nazvanom kiadini [54].

Navedenim supstitucijama ukupni naboj peptida (+7) nije promijenjen, i iako srednja hidrofobnost
po aminokiselinskom ostatku opada s povecanjem broja glicina, oni razli¢ito utje¢u na amfipatsku
strukturu, tako da kiadini -4 i -5, sa po Cetiri glicina imaju najveci i najmanji srednji 2D hidrofobni
moment (amfipati¢nost) po aminokiselinskom ostatku, izracunat prema Eisenbergovoj metodi
[109] i Fauchéreovoj ljestvici hidrofobnosti [110] pomoc¢u HeliQuesta [108] (sl. 10 i tablica 2).

D\
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W

\

7 kiadin-1 /L/i"/ kiadin-2
1 gy /A7

0°°%

Slika 10 Projekcije uzvojnica kiadina, dobivene pomocu Heliquest aplikacije [108]. Strelice prikazuju srednje 2D hidrofobne
momente po aminokiselinskom ostatku s vrijednostima prikazanim u tablici 2. Hidrofobni ostaci su obojeni Zutom bojom, polarni-
nabijeni plavom (+) te glicini i alanini sivom bojom.
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Tablica 2 Sekvence i osnovne fizicko-kemijske karakteristike kiadina odredene pomoc¢u Heliquest aplikacije [108]. Za proracun
hidrofobnih svojstava koristena je Fauchéreova ljestvica [110] s vrijednostima srednje hidrofobnosti u intervalu [-1.01, 2.25] i
srednjeg 2D hidrofobnog momenta u intervalu [0, 3.26] (iznos vektora prikazanog na sl. 10), te 3D-HM mrezni kalkulator [129].

Peptid Sekvenca? Naboj®  Hidrofobnost®  2D-HM® 3D-HM®
(kTA/e)
el e
diPGLa-H KIAKVALKALKIAKVALKAL-NH, +7 0.44 0.42 23.5+0.5
kiadin-1 ~ KIAKVALKALKIAKGALKAL-NH; +7 0.38 0.48 18.1+0.7
kiadin-2 ~ KIAKGALKALKIAKVALKAL-NH; +7 0.38 0.41 23.2+09
kiadin-3 ~ KIAKGALKALKIAKGALKAL-NH; +7 0.32 0.46 23.9+09
kiadin-4  KIGKALGKALKALGKALGKA-NH; +7 0.21 0.65 202 +0.4
kiadin-5  KIAGKAGKIAKIAGKAGKIA-NH; +7 0.16 0.37 16.3+0.8
kiadin-6 ~ KIALKALKALKALGKALKAL-NH; +7 0.40 0.49 20.2+0.7

a — ocuvane amino kiseline obzirom na sekvencu diPGLa-H su obojene zeleno. Amino kiseline dobivene drugim metodama i
razli¢ite od onih u diPGLa-H su crne, a Gly supstitucije su podebljane.

b — naboj je definirannapH =7

¢ — srednja hidrofobnost po aminokiselinskom ostatku

d — srednji 2D hidrofobni moment po aminokiselinskom ostatku

e — 3D hidrofobni moment peptida u po&etnoj strukturi uzvojnice izrazen u (KTA/e), k je Boltzmannova konstanta, T je temperatura
u K, A je 10° m, a e je elementarni naboj.

Kiadini pokazuju znacajne razlike u antimikrobnoj aktivnosti, kako prema Gram-negativnim, tako
i prema Gram-pozitivnim bakterijama [54]. Njihove odgovaraju¢e MIC (minimalna inhibitorna
koncentracija) i MBC (minimalna baktericidna koncentracija) vrijednosti su vrlo sli¢ne, §to
sugerira da su kiadini baktericidni, a ne bakteriostatski. diPGLa-H pokazuje snaznu aktivnost
prema obje vrste bakterija, u sub- ili nisko-mikromolarnim MIC i MBC vrijednostima. Zamjenom
Val®—Gly u diPGLa-H (kiadin-1) dobiva se nesto bolja aktivnost protiv E. coli, dok aktivnost
protiv S. aureusa ostaje ista. Zamjena jednog glicina u diPGLa-H na drugom mjestu (Val®—Gly,
kiadin-2) znacajno povecava aktivnost protiv E. coli, ali je znacajno i gubi u odnosu na S. aureus
(tablica 3) [54], dok zamjena (Val'*—Gly, kiadin-6) uz jo$ nekoliko zamjena (tablica 2) pokazuje
donekle smanjenu mo¢ protiv obje bakterije. Vidljivo je da male varijacije u sekvenci rezultiraju
znacajnim varijacijama u uéinku, u ovom slu¢aju na antimikrobnoj aktivnosti i bakterijskom
spektru. Uvodenje dvostruke supstitucije glicina u kiadin-3 ili Cetverostruke (uz jo§ neke zamjene)
u kiadin-4 znacajnije smanjuje aktivnost protiv obje vrste bakterija, ali manje za E. coli.
Cetverostrukom supstitucijom glicina na drugim mijestima uz jose neke zamjene (kiadin-5)
potpuno se ponistava antimikrobna aktivnost.

S obzirom na hemoliticku aktivnost, diPGLA-H je umjereno citotoksi¢an, s HCso od 22 uM

.....

Kiadin-3 pak ima nekoliko puta ve¢i HCso procijenjen na oko 95 uM. Kiadin-4 (4 Gly) i kiadin-6
(1 Gly) imaju najsnazniju hemoliticku aktivnost, s HCso oko 11 uM. S druge strane kiadin-5 (4
Gly) nije hemoliti¢an ni u najvisoj primijenjenoj koncentraciji.
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Tablica 3 Antibakterijska aktivnost i toksi¢nost diPGLa-H i kiadina [54].

E. coli S. aureus RBC
Peptid MIC? MBCP MIC MBC HCs°
diPGLa-H 15 15 0.75 15 22+2
kiadin-1 0.75 0.75 0.5-1 1.5 2242
kiadin-2 0.25-0.5 0.5-1 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 n.d.
kiadin-6 1-2 2-4 4 4 10.5+0.5

a — Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) - najniZa koncentracija peptida koja ne pokazuje vizualni rast bakterija nakon
inkubacije preko noci;

b — Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) - najniza koncentracija bez vidljivog rasta bakterija na MH agaru nakon
inkubacije preko no¢i alikvota peptidnih bakterija uzetih iz jaZica koje odgovaraju MIC, 2xMIC i 4xMIC;

¢ — Vrijednost HCso izracunata je kao koncentracija koja uzrokuje 50% hemolizu (RBC — engl. red blood cell)

Sve vrijednosti su izrazene u uM koncentracije.

2.2.2 Simulacije

Simulacije molekulske dinamike provedene su na diPGLa-H i Sest dizajniranih kiadin peptida u
zatvorenom okruzenju koje se sastoji od neutralnog DLPC dvosloja ili negativno nabijenog
POPE:POPG dvosloja uronjenog u vodu. Pocetne konformacije za sve peptide dobivene su
QUARK prediktorom [94], koji je rezultirao strukturama a-uzvojnice za sve sekvence. Gromacs
verzija 2019.3 [93] koriStena je za sve simulacije, primjenom GROMOS (54A7) polja sile [87],
[130], [91] na molekule peptida i DLPC lipida i GROMOS-CKP polja sile na POPE i POPG
molekule lipida [131], [132], [43] dok je SPC model (engl. simple point charge) koristen za
molekule vode [133].

Provedene su po dvije simulacije (oznacene casel ili case2) za svaki peptid sa svakom vrstom
membrane. U casel simulacijama peptid je postavljen paralelno, 2.5 nm udaljen od povrSine
lipidnog dvosloja (udaljenost izmedu srediSta mase peptida 1 prosjecnog polozaja atoma fosfora P
u gornjem sloju), okrenut prema njemu svojom polarnijom stranom. U case2 simulacijama peptid
je rotiran za 180° oko osi uzvojnice tako da je u pocetnoj konfiguraciji bio okrenut prema povrsini
membrane svojom hidrofobnijom stranom. Pocetne konfiguracije prikazane su nasl. 11.
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Slika 11 Pogetne konfiguracije u MD simulacijama kiadina s neutralnom DLPC i anionskom POPE:POPG membranom. Peptidi
su predstavljeni kao vrp&asti modeli s hidrofobnim i Gly ostacima u magenta i polarnim u Zutoj boji, s istaknutim Lys ostacima
prikazanim $tapi¢ima. Membranski fosfolipidi prikazani su plavom bojom za DLPC membrane (gore) i zelenom i naranastom
bojom za POPE i POPG (dolje), s P atomima predstavljenim kuglicama i acilnim lancima kao linijama.

Neutralni lipidni dvosloj, kreiran postavljanjem 128 DLPC molekula u svaki sloj, uronjen je u
vodeno okruzenje tako da omjer vode i lipida bude > 50. Anionski sustav sacinjen je od membrane
sa 96 POPE i 32 POPG lipida u svakom sloju (omjer mijesanja 3:1, s jednakim brojem L- i D-
POPG konfiguracija [134]), uronjene u vodeni okoli§ s omjerom vode i lipida 40. Konfiguracije
POPE i POPG lipida preuzete su iz Lipidbook repozitorija [135]. MemGen online alat
(http://memgen.uni-goettingen.de/ pristup u veljaci 2021) koristen je za generiranje membrana.
Detalji o kreiranju inicijalnih struktura opisani su u odjeljku 9.1.2 u Prilozima.

Naboj peptida (+7) definiran je na pH 7 (tablica 2) uzimajuci u obzir slobodni N-kraj i amidirani
C-kraj. Za neutralizaciju peptidnih naboja u slu¢aju DLPC membrane dodani su CI"ioni, dok su
Na*ioni dodani za neutralizaciju negativno nabijenog POPE:POPG — peptid sustava. Koristen je
postupak temperaturnog uskladivanja (engl. temperature annealing) za ekvilibriranje sustava na
referentnu temperaturu i tlak (T = 310 K; p = 1 ATM), uz odabranu temperaturu koja definira
lipide u fluidnoj fazi (Tm= 272 K za DLPC [136], 300 K za POPE [137]i 269 K za POPG [138]).
Tijekom ekvilibracije, koriSten je algoritam za fiksiranje teskih atoma peptida i ocuvanje njihove
strukture a-uzvojnice. Produkcijske simulacije od 300 ns, $to je dovoljno za promatranje u¢inaka
vezanja peptida na povr§inu membrane, izvedene Su U izotermno-izobari¢nom (konstantan NpT)
ansamblu (koriste¢i Nose-Hoover termostat i Parrinello-Rahman barostat, s vremenskom
konstantom od 0.5 ps za temperaturu i 2.0 ps za tlak, uz kompresibilnost od 4.5 107 bar) [124],
[125]. Vremenski korak Leap-frog integratora bio je fiksiran na 2 fs, a veze su odrzavane LINCS
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algoritmom [88]. Particle-Mesh-Ewald® (PME) metoda [126] koristena je za proracun
elektrostatskih interakcija dok su van der Waalsove interakcije ograni¢ene na 1.0 nm. Vrijeme
simulacija bilo je 7 x 2 x 300 ns = 4.2 us za DLPC i POPE:POPG sustave, §to rezultira s ukupno
od 4.2 x 2 = 8.2 us simulacijskog vremena.

Post-simulacijske analize provedene su koristenjem Gromacsovih programa mindist i density [93],
DSSP aplikacije [128] i 3D-HM mreznog kalkulatora (https://www.ibg.kit.edu/HM/ pristup u
velja¢i 2021) [129].

Program mindist raGuna broj kontakata i minimalnu udaljenost izmedu jedne grupe atoma i niza
drugih grupa. U ovom radu se raunao broj kontakata unutar grani¢ne vrijednosti od 0.6 nm
koristec¢i ove Kriterije: i) ako se jedan ili vise atoma peptida nade unutar grani¢ne udaljenosti od
atoma P fosfolipida u najblizem sloju, to se racuna kao jedan kontakt; ii) ako se bilo koji atom svih
lizina dode unutar grani¢ne udaljenosti od P atoma fosfolipida u najblizem sloju, to se racuna kao
jedan kontakt, uzimajuci u obzir mogucnost visestrukih kontakata.

Profili gustoce izracunati su za zadnjih 100 ns vremena simulacije, koriStenjem Gromacsovog
density programa: i) distribucija atoma P definirala je polozaj dvosloja membrane; ii) raspodjela
atoma peptida definirala je polozaj peptida; iii) distribucija atoma svih lizina definirala je
udaljenost Lys ostataka od membrane.

Vremenska ovisnost sekundarne strukture odredena je pomocu programa DSSP [128].
Eisenbergovi hidrofobni momenti mjereni su pomocu HeliQuest mreznog kalkulatora [108]. 3D
hidrofobni moment (3D-HM), temeljen na trodimenzionalnoj strukturi peptida za pocetnu i
kona¢nu konformaciju (nakon 300 ns vremena simulacije) odreden je pomo¢u mreznog 3D-HM
kalkulatora [129] . U ovom slu¢aju, vektor hidrofobnog momenta se odreduje iz raspodjele
hidrofilnih i hidrofobnih podruéja i naboja pojedinih atoma, tako da nije ograni¢en na savrSenu
strukturu uzvojnice, kao §to je slucaj s Eisenbergovim 2D hidrofobnim momentom kojeg racuna
HeliQuest.

% Polje sila GROMOS je parametrizirano uz koristenje reakcijskog polja (engl. reaction field) za dugodosezne
elektrostatske interakcije, no kao $to je slucaj s jo$ nekim uvjetima u kojima je prvotno kalibrirano, validirano je
kori$tenje i drugaéijih uvjeta [175], pa i PME metode umjesto reakcijskog polja [176] [177], koja se Eesto koristi u
novije vrijeme, pogotovo u simulacijama nehomogenih sustava poput membranskih [178]. Osim toga, parametri za
lipide u polju sila GROMOS-CKP dobiveni su koriStenjem PME metode [43].
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2.2.3 Eksperimentalne metode*

Metoda cirkularnog dikroizma (CD). Spektri cirkularnog dikroizma dobiveni J-710
spektropolarimetrom (Jasco, Tokyo, Japan) rezultat su tri skeniranja provedena s 20 puM
koncentracijom peptida, u prisutnosti anionskih (DPPG, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoglycerol) i neutralnih (DOPC, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholine) LUV-ova
koncentracije 10 mM. Postotak strukture uzvojnice odreden je omjerom 6,,,/6,, gdje je
6,,, molarni elipticitet po aminokiselinskom ostatku izmjeren na valnoj duljini 222 nm, a 6,
odgovarajuci molarni elipticitet savrSene a-uzvojnice iste duljine [139].

Povrsinska plazmonska rezonancija (SPR). Vezanje peptida na neutralne (DOPC) LUV-ove
koncentracije ~1 mM ispitano je i povrSinskom plazmonskom rezonancijom (engl. surface
plasmon resonance, SPR) pomoc¢u X-100 instrumenta (Biacore, GE Lifesciences). RazliCite
koncentracije peptida u otopini (0.5, 1, 2, 4, 8 i 16 uM) injektirane su brzinom od 10 pL/min
tijekom 540 s, nakon ¢ega je slijedilo 1200 s disocijacije. Za svaku koncentraciju senzogrami su
dobiveni pomo¢u BlIAevaluation aplikacije v 1.1. Svaki eksperiment je ponovljen tri puta za
pojedini peptid uz ispiranje puferom nakon svakog mjerenja.

4 Eksperimenti su dio kolaboracije Ronéevi¢ T., Male§ M., Sonavane Y., Guida F., Pacor S., Tossi A., Zorani¢ L., rad
u pripremi.
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2.3 Anisaxin-2S

2.3.1 Dizajn i bioloska aktivnost

Anisaxini su skupina od pet cecropinu sli¢nih peptida sa strukturom uzvojnice, s primarnim
slijedom od 31 amino kiseline, identificiranih rudarenjem dostupnih genomskih i transkriptomskih
podataka za morske parazite iz roda Anisakis [83]. Istrazivanja imunoloskih reakcija parazita na
prokariotske mikrobe su vrlo vazna jer se pretpostavlja da su razvili obrambene mehanizme kojima
ne oStecuju eukariotske stanice domacina koji im je nuzan za prezivljavanje. Stoga AMP-ovi
izolirani iz parazita mogu biti obecavajuci izvor potencijalnih lijekova s malom toksi¢nosti [140].

Anisaxini imaju snazan antimikrobni potencijal, vrlo su djelotvorni in vitro, s MIC
koncentracijama < 1uM, protiv Gram-negativnih bakterija ukljucuju¢i i one otporne na druge
lijekove, nesto slabiji prema referentnim Gram-pozitivnim (MIC koncentracije 2 — 64 puM)
bakterijama i neaktivni prema njihovim klini¢kim izolatima (MIC >64 uM). MBC (baktericidne)
vrijednosti protiv svih testiranih sojeva sliéne su MIC (bakteriostatskim) vrijednostima, Sto
sugerira da su anisaxini baktericidni, a ne bakteriostatski. Cini se da njihov naéin djelovanja
ukljucuje interakciju s membranom i kasniju brzu permeabilizaciju, ¢ak 1 pri koncentracijama
ispod MIC sto je potvrdeno i Pl (propidium iodide) oznacavanjem bakterija.

Rezultati nadalje sugeriraju da bakterije imaju sposobnost oporaviti se od o$te¢enja membrane ako
se tretiraju koncentracijama ispod MIC-a. Oslikavanje sustavom za mikroskopiju atomskih sila
(engl. atomic force microscope, AFM) s druge strane ne pokazuje vidljiva oste¢enja membrane U
prisustvu peptida, ¢ak ni pri koncentracijama nekoliko puta ve¢im od MIC, ali se uocava smanjenje
veli¢ine bakterijske stanice. Ovo je neuobicajeno, ali nije nepoznato kod amfipatskih peptida sa
strukturom uzvojnice, primjerice melitina, koji uzrokuje jako curenje unutarstani¢énog materijala
kroz anionske ali i neutralne membrane, bez vidljivih lezija na njima [141], [142]. Nadalje nisu
primijec¢ene promjene na kromosomskoj DNA tijekom replikacije ili interferencija s nukleinskim
kiselinama ili sintezom proteina do koncentracija nekoliko puta ve¢ih od MIC vrijednosti. To znaci
da mehanizam djelovanja anisaxina ne ukljucuje inhibiciju unutarstani¢nih procesa, odnosno da
anisaxini djeluju iskljuivo na membranu nespecificnim interakcijama koje dovode do njene
mikropermeabilizacije [83].

CD spektri pokazuju da su anisaxini nestrukturirani u vodi i da imaju djelomi¢nu strukturu
uzvojnice u 50 % otopini TFE-voda i micelama natrijevog dodecil sulfata (SDS) koje imitiraju
membranski okoli$ [83]. Najveci sadrzaj strukture uzvojnice u TFE-voda i SDS-u imaju anisaxini
-2S 1 -3 (~50%). Omjer elipticiteta 9,,5/6,,,>1 sugerira manju moguc¢nost da peptidi interagiraju
s membranama udruzeni i u obliku uzvojnice.

Anisaxin-2S (SWLSKTWKKLENSGKKRIAEGIAIALKGGLR-NH?>), najpotentniji je peptid
iz skupine, sa MIC vrijednostima od 0.5 uM protiv E. coli i4 uM protiv P. aeruginosa, a pokazuje

I dobru aktivnost protiv Gram-pozitivne bakterije S. aureus sa MIC vrijednostima od 2 - 4 uM.
Poput ostalih anisaxina imaju zanemarivu toksi¢nost prema stanicama domacina §to ih ¢ini

25



2. MATERDJALI | METODE - Anisaxin-2S Matko Males

prikladnim kandidatima za nove lijekove [83]. Za usporedbu, melitin, koji ima slicne MIC
vrijednosti, je jako toksi¢an u tim dozama i stoga nije pogodan za klini¢ku uporabu [143][144].

Slika 12 Pocetna struktura anisaxina-2S u obliku uzvojnice kako ju predvida C-QUARK [94] . Hidrofobni ostaci su
prikazani magenta bojom, hidrofilni zutom s istaknutim Glu u tirkiznoj boji.

Hidrofobnost (H) Polarni ostaci + Gly (n/%) Nepolarni ostaci (n/%)
0.256 19/61.29 12/38.71
2D hidrofobni moment (uH) Nenabijeni ostaci + Gly Aromatié¢ni ostaci
0.252 Ser3, Thr1,Asnl Gly4 Trp2
Ukupni naboj Nabijeni ostaci Posebni ostaci
+6 Lys 6, Arg 2, Glu 2 Cys0,Pro0

Hidrofobni sektor: AGLGLG

Slika 13 Svojstva anisaxina-2S — rezultati HeliQuest mrezne aplikacije [108]. Hidrofobni ostaci su obojeni Zutom
bojom, polarni-nabijeni crvenom (-) i plavom (+), polarni-neutralni ljubi¢astim nijansama te glicin sivom bojom. Za
proracun hidrofobnih svojstava koristena je Fauchéreova ljestvica [110] s vrijednostima srednje hidrofobnosti po
aminokiselinskom ostatku (H) u intervalu [-1.01, 2.25] i srednjeg 2D hidrofobnog momenta (amfipati¢nosti) po
aminokiselinskom ostatku (uH) u intervalu [0, 3.26] (iznos vektora prikazanog na slici).
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2.3.2 Simulacije

Prediktor strukture QUARK (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/ pristup u veljaci
2022.) koristen je za dobivanje modela za pocetnu strukturu peptida [94]. Predvidene strukture s
najvisim rezultatom su struktura a-uzvojnice s prijelomom na Gly?! i cijeli peptid u strukturi a-
uzvojnice. Odabran je drugi model jer se konformacija a-uzvojnice uglavnom Kkoristi u
simulacijama AMP-a (sl. 12). Takoder, o¢ekuje se da ée se svijanje strukture na Gly?* opazeno u
QUARK modeliranju, pojaviti u simulacijama.

Atomisti¢ke simulacije molekulske dinamike provedene su sa jednim, Sest, dvanaest i dvadeset i
Cetiri peptida Anisaxin-2S u zatvorenom okruzenju koje se sastoji od negativno nabijenog
POPE:POPG (omjer mijesanja 3:1) ili zwitterionskog POPC membranskog dvosloja uronjenog u
vodu, s P/L omjerima od 1/256, 1/128, 1/64, 1/32 i 1/32 respektivno (tablica 4). Detalji koji se
odnose na kreiranje inicijalnog zvjezdastog rasporeda anisaxina-2S nalaze se u odjeljku 9.1.3 u
Prilozima.

Ispituje se mogucénost ostavarivanja ckstrakcije lipida pri interakciji peptida s membranom,
fenomen koji je uocen u eksperimentima i krupnozrnatim simulacijama melitina u interakciji s
neutralnom membranom [78]. Radi usporedbe sa anisaxinom-2S, atomistickim simulacijama
ispituju se i interakcije melitina s obje vrste membrane u P/L omjeru 1/32 (tablica 4).

Tablica 4 Sazeti popis simulacija anisaxina-2S i melitina u interakciji s POPE:POPG i POPC modelima membrana.

. .. . Broj Broj Pocetni Trajanje
Simulacija Peptid peptida Membrana lipida P/L poloZaj* (us)
| Anisaxin-2S 1 POPE:POPG  192:64 1/256 Iznad 0.5
Il-a Anisaxin-2S 6 POPE:POPG 576:192 1/128  Na povrsini 1.0
1-b Anisaxin-2S 6 POPE:POPG 576:192 1/128 Iznad 0.5
-1 Anisaxin-2S 12 POPE:POPG 576:192 1/64 Na povrsini 1.0
11-2 Anisaxin-2S 12 POPE:POPG 576:192 1/64 Na povrsini 0.5
IV-a Anisaxin-2S 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Na povrsini 2.8
IV-b Anisaxin-2S 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Iznad 3.0
V-a Anisaxin-2S 24 POPC 768 1/32 Na povrsini 2.1
V-b Anisaxin-2S 24 POPC 768 1/32 Iznad 1.0
Vi-a Melittin 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Na povrsini 0.4
VI-b Melittin 24 POPE:POPG 576:192 1/32 Iznad 0.2
Vil-a Melittin 24 POPC 768 1/32 Na povrsini 0.4
Vli-b Melittin 24 POPC 768 1/32 Iznad 0.2

*Pocetni polozaj peptida u odnosu na povrSinu membrane: Peptidi postavljeni ~2nm iznad povrSine membrane
(“Iznad™) i peptidi djelomi¢no umetnuti u polarne regije gornjeg sloja (“Na povrsini”), paralelno s povrSinom
membrane (vidi sl. 60 - 67)

Simulacije su izvedene pomoéu Gromacs verzije 2021.0 [93] s poljem sile CHARMM36m [90] i
TIP3 modelom za molekule vode [120]. Pocetne konformacije pripremljene su pomocu
CHARMM-GUI Membrane Buildera (http://www.charmm-gui.org/ pristup u velja¢i 2022.)
[118], [116]. Modeli membrana sastojali su se od POPE i POPG lipida u omjeru mijesanja 3:1
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(576:192 1 192:64) koji modeliraju unutarnju membranu E. coli [100] i zwitterionskih POPC lipida
koji oponasaju membranu eukariotskih stanica [58]. Ukupni naboj peptida od +6 definiran je na
pH 7 uzimajuéi u obzir nabijeni N-terminal i neutralni amidirani C-kraj. Sloj vode debljine
priblizno 5 nm dodan je iznad i ispod membrane $to je rezultiralo s ~100 molekula vode po lipidu.
Sustavi su neutralizirani dodatkom K*i CI iona u koncentraciji od 0.1 uM.

Ekvilibracija je napravljena u Sest koraka, prema preporukama CHARMM-GUI [117]. 1zotermno-
izohorna (NVT) dinamika koristena je za prva dva koraka, a NpT dinamika (konstantni tlak i
temperatura) koriStena je u ostala Cetiri koraka. U svim koracima je koriSten Berendsenov
termostat i barostat. Temperatura je fiksirana tijekom ekvilibracije i produkcije na 340 K. Tijekom
ekvilibracije primijenjena su razli¢ita ograniCenja na dijelove sustava: ograni¢enja promjene
polozaja teskih atoma peptida kako se pocetna struktura peptida ne bi znacajnije promijenila,
ograni¢enja vertikalnog gibanja P atoma lipida kako bi se zadrzali u ravnini povr§ine membrane i
ogranienja na vece promjene dihedralnih kutova kako bi se sprije€ile znacajnije strukturne
promjene tijekom ekvilibracije. Te ogranicavajuce sile su se postupno smanjivale u svakom novom
koraku ekvilibracije [117] (vidi tablicu 10 u Prilozima).

Uvjeti NpT ansambla u simulaciji zadani su Nose-Hooverovim termostatom i Parrinello-
Rahmanovim barostatom, s vremenskom konstantom od 1.0 ps za temperaturu i 5.0 ps za tlak, uz
kompresibilnost od 4.5 -10° bara [124], [125]. Koristen je Leap-frog integrator sa vremenskim
korakom od 2 fs, a veze medu atomima odrzavane su LINCS algoritmom [88]. Za proracun
elektrostatskih interakcija koriStena je Particle-Mesh-Ewald (PME) metoda [126] s kulonskom
granicom na 1.2 nm. Van der Waalsove sile ograni¢ene su tako da za udaljenosti vece od 1.2 nm

one iznose nula, pri ¢emu nakon 1.0 nm poc¢inje njihovo smanjenje.
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3 REZULTATI

3.1 Adepantin-1

Simulirane su interakcije jednog ili viSe peptida sa membranama u vodenom okoli$u sa¢injenim
od: 1) POPE i POPG lipida, modela za Gram-negativne membrane; 2) POPG, Lys-PG i PVCL2
lipida, modela za membranu Gram-pozitivnih bakterija; 3) POPC lipida, modela za eukariotsku
membranu, i 4) modela vanjske membrane Gram-negativnih bakterija (vidi odjeljak 2.1.2).

Glavni fokus je na istrazivanju molekularne osnove bioloske aktivnosti adepantina-1 u interakciji
s bakterijskim i eukariotskim stanicama. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja promatran je u tri
koraka:

I.  pocetni kontakt peptida i nakupljanje na povrS$ini membrane,
Il.  adaptacija peptida na polarna i hidrofobna podruc¢ja membrane, i
I1l.  moguca translokacija peptida i/ili stvaranje pora.

3.1.1 Istrazivanje interakcije peptida s unutarnjim membranama AA modeliranjem

U prvim simulacijama jedan peptid postavljen je blizu povr§ine membrane orijentiran tako da se
hidrofilne i hidrofobne regije podjednako udaljene od membrane kao §to je prikazano na sl. 8ab.
Adepantin-1 se brzo veze za Gram-negativne i Gram-pozitivhe membrane, ali ostaje u otopini kada
se postavi u blizinu POPC membrane. Pocetni kontakt peptida s bakterijskim membranama
prvenstveno je posljedica elektrostatskih interakcija jer je nabijena strana peptida usmjerena prema
polarnoj povrSini membrane, a 3D-HM se povecava s vektorom usmjerenim od povrSine
membrane (sl. 14a, tablica 5). Tijekom drugog koraka, polozaj peptida moze fluktuirati izmedu
djelomi¢no vezanog i nevezanog stanja, $to rezultira povoljnom orijentacijom 3D-HM vektora za
umetanje (sl. 14b). U ovom koraku, peptid se razmotava i okrece kako bi se hidrofobnom stranom
priblizio jezgri membrane, $to je vidljivo iz promjene orijentacije 3D-HM vektora prema
unutrasnjosti membrane (Sl. 14c). Peptid, medutim, ostaje u polarnom podrucju membrane tijekom
simulacije od reda veli¢ine jedne mikrosekunde, a predlozeni zavr$ni korak Il u mehanizmu
djelovanja adepantina-1 nije opazen.
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Electrostatic contact Adaptation Hydrophobic insertion

Slika 14 Prikaz adeptantina-1 u interakciji s Gram-negativnom (gore) i Gram-pozitivnom (dolje) bakterijskom membranom, gdje
stanje (a) pokazuje elektrostatsko vezivanje nabijenih ostataka s lipidima gornjeg sloja, stanje (b) prikazuje promjenu konformacije
peptida, umetanje i okretanje, a (c) predstavlja kona¢no stanje s hidrofobnim ostacima umetnutim u unutra$njost membrane. 3D-
HM vektor je prikazan kao siva strelica, gdje duljina strelice odgovara 3D-HM vrijednosti (tablica 5). Peptidi su prikazani kao
vrpce i kuglice, s hidrofobnim ostacima u magenta, polarnim i pozitivno nabijenim ostacima u Zutoj, i negativnim Glu u tirkiznoj
boji. Gornji sloj membrane predstavljen je kuglicama P atoma koji su prikazani zelenom bojom za POPE lipide, naran¢astom za
POPG lipide, plavom za Lys-PG lipide i ljubi¢astom za PVCL2 lipide. Radi jasnoce, drugi atomi i molekule membrane, kao i
molekule vode te ioni, nisu prikazani.

Tablica 5 Moduli 3D-HM vektora i kut izmedu vektora i +z osi U izdvojenim stanjima koja odgovaraju onima opisanima na sl. 14.
Za izracune su koriStene dvije dielektri¢ne konstante: 78.5 za peptid uronjen u otopinu u pocetnom stanju (t = 0) i 20.0 za peptid
na granici izmedju otopine i membrane. Rani stadiji interakcije peptida s membranom (sl. 14a) su elektrostatske prirode i uzrokuju
rotaciju nabijenih ostataka peptida prema membrani i posljedi¢no veliki iznos 3D-HM vektora nakon ¢ega slijedi orijentacija 3D-
HM vektora od membrane (kut sa +z osi < 90° ). Nakon pocetnog elektrostatskog vezanja, druge interakcije uzrokuju rotaciju
peptida i promjenu njegove konformacije uzrokuju¢i smanjenje kuta i iznosa 3D-HM vektora (sl. 14b). Konac¢no, peptid usmjerava
svoje hidrofobne ostatke prema membrani $to je takoder praceno orijentacijom 3D-HM vektora prema membrani (kut sa +z osi >
90°) (sl. 14c).

. . .y Modul Kut izmedu
Simulacija Ozizkszi SIZn] a (r:s) Dlizl;sktt::;:a 3D-HM vektora 3D-HM vektora
) (AKT/e) i+z-0si (°)

0 78.5 15.6 82.4

AA-la a 100 20.0 60.7 50.0
POPE:POPG b 580 20.0 35.4 377
c 1000 20.0 29.0 112.0

0 78.5 15.5 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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Ovi uvidi su takoder prikazani na sl. 15. Slike 15ab prikazuju polozaj centra mase (COM, engl.
center of mass) pozitivno nabijenog lizina (zuta linija) i hidrofobnih (magenta) aminokiselinskih
ostataka kao funkciju vremena, kao i razinu povrSine membrane (smeda linija). Tijekom prvog
koraka, polarna strana sa lizinima je blize membrani (zuta linija je ispod magenta linije), pri ¢emu
ostaje oCuvana struktura uzvojnice (sl. 16). Drugi korak ukljucuje konformacijsku prilagodbu
peptida na okolinu membrane (obje su linije isprepletene), Sto rezultira (djelomi¢no) razmotanom
strukturom s hidrofobnom stranom uronjenom dublje u membranu (zuta linija je sada iznad
magenta linije) u tre¢em koraku. Peptid u interakciji s obje bakterijske membrane pokazuje sli¢no
ponasanje, iako s malo drugacijom strukturom i dinamikom. Slika 15c odgovara razmotavanju
peptida u vodi (sl. 16) u sluc¢aju POPC membrane, koju karakteriziraju vece fluktuacije u COM
udaljenostima bez umetanja hidrofilnih i hidrofobnih ostataka u membranu.

casel casel

> Whipatonian A m

COM
COM hydroph

)
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

™ M

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

POPE:POPG POPG:Lys-PG:PVCL2 (o POPC
0 . 0 " N " s " s N 0 . L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 100 200 300 400 500
Time (ns) Time (ns) Time (ns)

Slika 15 Udaljenosti od sredista membrane do centra mase (COM) lizina (Zuta linija) i hidrofobnih (magenta linija) ostataka kao
funkcija vremena, za simulacije jednog peptida (AA-1) s (a) Gram-negativnim, (b) Gram-pozitivnim i (c) neutralnim membranama.
Smeda linija predstavlja prosjecni polozaj povrSine membrane, koja je definirana kao polovica debljine membrane (izracunato
alatom APL@Voro [97]). Grafovi pokazuju da pozitivno nabijeni lizini u poéetku dolaze u kontakt s negativnom povrSinom
bakterijskih membrana, potom se poloZaji hidrofilnih i hidrofobnih ostataka tijekom vremena mijenjaju na nacin da hidrofobni
ostaci bivaju blizi membrani. Kod neutralnih membrana to nije slucaj.
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Slika 16 Sekundarna struktura peptida u AA-1 simulacijama.

Analogan opis vidljiv je i na profilima gusto¢e hidrofobnih i hidrofilnih ostataka (sl. 17). Osim
promjene distribucije hidrofobnih i hidrofilnih dijelova, uoc¢ava se i pomicanje peptida prema

unutra$njosti membrane tijekom simulacije.
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Slika 17 Profili gustoce hidrofobnih (magenta) i pozitivno nabijenih Lys ostataka (zuto), te peptida (crno) i P atoma lipida (zeleno)
u AA-1 simulacijama, usrednjeni u naznaenim vremenskim intervalima. a — U ranim fazama interakcije peptida s membranom,
peptid je usmjeren na takav nadin da su pozitivno nabijeni lizinski ostaci blizi anionskoj gornjoj povrsini dvosloja nego hidrofobni
ostaci (osim za POPC membranu, gdje ne dolazi do vezanja), podrzavajuci ulogu elektrostatskih interakcija u pocetnom vezanju.
b — U kasnijim fazama hidrofobni ostaci su blize sredi$njoj ravnini membrane $to ukazuje na okretanje peptida tijekom vremena
(osim za POPC membranu, kod koje ne dolazi do vezanja) i vaznost hidrofobnih interakcija s lipidnim lancima ugljikohidrata
nakon pocetnog elektrostatskog vezanja. Osim promjene distribucije hidrofobnih i hidrofilnih dijelova, uogava se i pomicanje

peptida prema unutra$njosti membrane tijekom simulacije. Profili su napravljeni Gromacsovim alatom density.
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Sli¢no ponasanje u dva koraka opazeno je kada se viSe peptida inicijalno postavi blizu bakterijskih
membrana (simulacije AA-12 POPE:POPG i Gram+, tablica 1). Osim toga proces vezanja takoder
je ukljucivao vrlo brzu asocijaciju peptida. Formirani klasteri imaju hidrofobne ostatke u kontaktu
jedni s drugima okruzene hidrofilnim ostacima koji su izloZzeni molekulama vode ili povrSini
membrane (sl. 18 i 19). Ova struktura klastera se potom mijenja na nacin da se hidrofilni ostaci u
kontaktu s povrS§inom membrane razmicu, izlazuc¢i neke od hidrofobnih ostataka membrani (sl.
19¢). Za vrijeme simulacija (~1 us) klasteri ostaju stabilni na povr$ini membrane, s ve¢inom
hidrofilnih ostataka okrenutih prema molekulama vode i nekim hidrofobnim ostacima u kontaktu
s lipidnim lancima. Udruzivanje se takoder opaza u simulacijama peptida s POPC lipidima, gdje
izostaje vezanje na membranu ili se rijetko dogada, a Klasteri se stvaraju u vodi (sl. 24). Vrijedi
napomenuti da udruzeni peptidi, u vodi ili u kontaktu s membranom, imaju visoko o¢uvanu
strukturu a-uzvojnice (sl. 16 i DSSP dijagrami na sl. 72 - 76 u Prilozima).

Electrostatic contact Hydrophobic insertion and migration

Slika 18 Prikazi dvanaest peptida adepantina-1 u interakciji s unutarnjom membranom Gram-negativne bakterije. Stanje a je
rezultat simulacije AA-12 koje pokazuje elektrostatsko vezivanje nabijenih ostataka s lipidima u gornjem sloju. Stanje b je rezultat
simulacije CG2AA, koje prikazuje daljnje korake u interakcijama peptida s membranom u kojima se peptidi, povezani pri poetnom
vezanju na membranu, odvajaju i migriraju duZ povr§ine membrane s hidrofobnim ostacima umetnutim u unutra$njost membrane.
Peptidi su prikazani kao vrpce i kuglice, s hidrofobnim ostacima u magenta boji, polarnim i pozitivno nabijenim ostacima u Zutoj
i negativnim Glu u tirkiznoj boji. Gornji sloj membrane predstavljen je kuglicama P atoma koji su prikazani zelenom bojom za
POPE lipide i naran¢astom za POPG lipide. Ostali atomi i molekule membrane, kao i molekule vode te iona, uklonjeni su radi
preglednosti.

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

Slika 19 Prikaz prostornih distribucija hidrofobnih (magenta) i hidrofilnih (Zuto) ostataka u razli¢itim trenutcima u AA-12
simulacijama (gore: POPE:POPG, dolje: Gram+). Prikazan je samo gornji sloj membrane, predstavljen P atomima (POPE zelena,
POPG narancasta, Lys-PG plava, PVCL2 ljubi¢asta). a — poCetno stanje, b — elektrostatsko vezivanje nabijenih ostataka s lipidima
gornjeg sloja, ¢ — hidrofobni ostaci po¢inju se umetati u unutra§njost membrane.
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Osim vizualne inspekcije, na opisanu strukturu klastera jasno ukazuje i analiza povrSine peptida
dostupne otapalu (engl. solvent accessible surface, SASA) (sl. 20). Smanjenje povrsSine dostupne
peptidima s vremenom (zelena linija) ukazuje na udruZivanje peptida i/ili vezanje na membranu.
Na podetku simulacija povr$ina dostupna otapalu je priblizno jednaka hidrofilnim (~140 nm?) i
hidrofobnim (~144 nm?) dijelovima peptida. S vremenom se vise smanjuje povrsina hidrofobnih
dijelova dostupna otapalu (magenta linija) u odnosu na povrSinu hidrofilnih dijelova dostupnu
otapalu (zuta linija), §to sugerira njihovo grupiranje u centrima klastera, koji su manje izlozeni
otapalu od hidrofilnih dijelova. U slu¢aju anionskih membrana povrSine se za vrijeme simulacija
od 1 ps smanje na ~70 nm? (hidrofobni dijelovi) odnosno ~90 nm? (hidrofilni dijelovi), dok su u
slu¢aju neutralne POPC membrane, vrijednosti svih povrSina vece jer izostaje vezanje klastera na
membranu.
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Slika 20 Povrsina peptida dostupna otapalu (engl. solvent accessible surface, SASA) kao funkcija vremena u AA-12 simulacijama.
Smanjenje povrsine dostupne peptidima ukazuje na njihovo udruzivanje i/ili vezanje za membranu, a smanjenje povrsine dostupne
otapalu pojedinih dijelova peptida (hidrofobni, hidrofilni) ukazuje na strukturiranje klastera na nacin da se hidrofobni dijelovi
grupiraju u centru, okruzeni hidrofilnim dijelovima. IzraGunato Gromacsovim programom Sasa.
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Broj klastera kao funkcija vremena, prikazan na slikama 21ab, znatno manje varira za peptide
vezane na Gram-pozitivnu nego za one vezane na Gram-negativnu membranu, ali uglavnhom se
prema kraju simulacije formiraju dva klastera u uba slucaja. Ista analiza za klastere u vodi,
promatrana u simulacijama s neutralnom membranom, pokazuje promjenjivi broj klastera koji
sadrze dva ili viSe peptida (sl. 21c).
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Slika 21 Broj klastera kao funkcija vremena za simulacije dvanaest peptida s (a) gram-negativnim, (b) gram-pozitivnim i (c)
neutralnim membranama. Grafovi su napravljeni Gromacsovim alatom clustsize, uz uvjet da peptid pripada odredenom klasteru
ako je udaljenost izmedu njegovog atoma i bilo kojeg atoma u klasteru manja od 0.35 nm.

Ostala svojstva klastera kao Sto su najveca veli¢ina klastera, distribucija veli¢ine klastera i
reprezentativne konfiguracije klastera prikazana su na slikama 22 - 24.
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Slika 22 Analiza klastera izraGunata Gromacsovim programom clustsize i kona¢ne konfiguracije Klastera u AA-12 POPE:POPG
simulacijama, a, b — rezultati za casel, ¢, d — rezultati za case2. a, ¢ gore: broj klastera (ljubicasto) i broj peptida u najvecem
klasteru (zeleno), rezultati pokazuju razliit broj klastera tijekom simulacije, koji se pri kraju simulacija svodi na dva klastera. a, ¢
dolje: raspodjela veli¢ine odnosno broja peptida u klasterima, pokazuje formiranje klastera razli¢itih veli¢ina, pri ¢emu su
najvjerojatniji dimeri b, d gore: pogled odozgo na klastere u trenutku 1 ps; b, d dolje: pogled sa strane na klastere u trenutku 1 ps
s prikazanim P atomima i bez njih. Slike pokazuju da u trenutku 1 ps dva formirana klastera imaju dva odnosno deset peptida.
Uocava se razdvajanje hidrofilnih i hidrofobnih ostataka, na na¢in da klasteri imaju hidrofobnu jezgru i hidrofilnu povrsinu koji su
djelomicno izloZeni membranskom okruZenju. Peptidi su prikazani magentom za hidrofobne i Zutom bojom za hidrofilne ostatke.
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Number of clusters
Number of peptides in largest cluster

S

%

6 Number of clusters
Number of peptides in largest cluster

SIS

Number of clusters / peptides
=N
Number of clusters / peptides

zHHIFHL'_LH_kL'_'_L

0.2 0.4 0.6 0.8
Time (ps)

=)

0.2 04 0.6 0.8
Time (us)

AA-12 Gram+ casel AA-12 Gram+ case2

Cluster size distribution
Cluster size distribution

| e s
0 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 14
Number of peptides in cluster Number of peptides in cluster

a b c d

Slika 23 Analiza klastera izratunata Gromacsovim programom clustsize i kona¢ne konfiguracije klastera u AA-12 Gram+
simulacijama, a, b — rezultati za casel, c,d — rezultati za case2. a,c gore: broj klastera (ljubicasto) i broj peptida u najveéem
klasteru (zeleno), rezultati pokazuju razliéit broj klastera tijekom simulacije, klastera male veli¢ine casel i jednog velikog i drugog
malog klastera male u case2. a, ¢ dolje: raspodjela veli¢ine odnosno broja peptida u klasterima, i u ovom slu¢aju dimeri imaju
veliku vjerojatnost; b, d gore: pogled odozgo na klastere u trenutku 1 ps; b, d dolje: pogled sa strane na klastere u trenutku 1 ps
s prikazanim P atomima i bez njih. Slike pokazuju, sli¢no rezultatima Gram-negativne membrane, znacajno razdvajanje hidrofilnih
i hidrofobnih ostataka, na na¢in da klasteri imaju hidrofobnu jezgru i hidrofilnu povrsinu koji su djelomi¢no izlozeni membranskom
okruZenju. Peptidi su prikazani magentom za hidrofobne i Zutom bojom za hidrofilne ostatke.
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Slika 24 Analiza klastera izracunata Gromacsovim programom clustsize i konac¢ne konfiguracije klastera u AA-12 POPC
simulacijama, a, b — rezultati za casel, c, d — rezultati za case2. a, ¢ gore: broj klastera (ljubi¢asto) i broj peptida u najveem
klasteru (zeleno), rezultati pokazuju razli¢it broj klastera u usporedbi s distribucijom klastera za slu¢ajeve bakterijskih membrana.
a, ¢ dolje: raspodjela veli¢ine odnosno broja peptida u klasterima, pokazuje da su prisutni klasteri svih veli¢ina, pri ¢emu su
vjerojatniji klasteri s manjim brojem peptida; b, d gore: pogled odozgo na klastere u trenutku 0.5 ps; b, d dolje: pogled sa strane
na klastere u trenutku 1 ps s prikazanim P atomima i bez njih. Slike pokazuju da se klasteri stvaraju u vodi, buduéi da se ne opaza
nikakvo ili rijetko vezanje na POPC membranu, te da je takoder prisutno snazno odvajanje hidrofilnih i hidrofobnih ostataka.
Peptidi su prikazani magentom za hidrofobne i Zutom bojom za hidrofilne ostatke.
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Analiza klastera je pokazala da u gotovo svim slucajevima postoji velika vjerojatnost udruzivanja
dvaju peptida. Slika 26 pokazuje da se dimeri formiraju s oéuvanom pocetnom amfipatskom
strukturom o-uzvojnice, s hidrofobnim aminokiselinama u bliskom kontaktu i s anti-paralelnom
konformacijom, u kojoj se C-terminalne negativno nabijene Glu aminokiseline nalaze na
suprotnim krajevima dimera bez kontakta s drugim peptidom. AA-2 simulacije pokazale su
pocetni elektrostatski kontakt 1 proces prilagodbe u kojem je dimer fluktuirao izmedu paralelnog i
nagnutog poloZzaja u odnosu na povr§inu membrane. Medutim, nije primijecen prijelaz iz polarnog
u hidrofobni kontakt s membranom, a dimer je ostao na povrsini membrane tijekom simulacije od
1.5 us (sl. 25). Detaljniji prikaz hidrofobnih interakcija dimera adepantina-1 u stanjima sa sl. 26
prikazan je nasl. 46.
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Slika 25 Udaljenosti od sredista membrane do centra mase (COM) lizina (Zuta linija) i hidrofobnih (magenta linija) ostataka kao
funkcija vremena, za simulacije dvaju peptida (AA-2) s Gram-negativnim (lijevo) i Gram-pozitivnim (desno) membranama.
Smeda linija predstavlja prosjeéni polozaj povrSine membrane, koja je definirana kao polovica debljine membrane (izracunato
alatom APL@Voro [97]). Grafovi pokazuju pocetni elektrostatski kontakt i inte