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Stani¢ne membrane, sloZene strukture gradene pretezno od lipida i proteina organiziranih u
dvosloj, kljucne su za odvajanje unutarstanicnog i izvanstani¢nog prostora te za transport
razli¢itih tvari izmedu njih. Medu potonjima se posebno isti¢u peptidi kationsko-hidrofobnog
karaktera koji unose teret u stanicu bez narusavanja njezine strukture. Stoga je cilj ovog rada
bio ispitati njihovu adsorpciju na modelne eukariotske i prokariotske membrane. Utjecaj
peptida na termotropna svojstva membrana pracen je razlikovno-pretraznom kalorimetrijom i
temperaturno-ovisnom UV-Vis spektroskopijom, dok je FTIR spektroskopijom ispitana
promjena uredenosti lipidnog dvosloja uslijed adsorpcije peptida. Rezultati su pokazali da i
kationske i hidrofobne aminokiseline znacajno utjecu na termotropna i molekulska svojstva
membrana na nacin da doprinose stabilizaciji pojedine faze te da stvaranjem razlicitih
interakcija s molekulama lipida (kao 1 izmedu sebe) prodiru u lipidni dvosloj do razli¢itih
dubina i mijenjaju uredenje ugljikovodi¢nih lanaca. Ovi rezultati pruzaju temelj za daljnji
razvoj kationsko-hidrofobnih peptida optimiranih za biomedicinske primjene.
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compounds between them. Among these, cationic-hydrophobic peptides stand out as they can
deliver cargo into the cell without disrupting its structure. The aim of this study was to examine
their adsorption onto model eukaryotic and prokaryotic membranes. The influence of peptides
on the thermotropic properties of membranes was monitored using differential scanning
calorimetry and temperature-dependent UV-Vis spectroscopy, while FTIR spectroscopy was
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biomedical applications.
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§ Uvod 15

1. UVOD

Stani¢ne membrane su sloZene i heterogene, pretezno fluidne i u dvosloje uredene strukture
koje su primarno sastavljene od lipida i proteina. Unutar membrana lipidi su asimetriéno
raspodijeljeni izmedu unutarstani¢nog i izvanstani¢nog sloja. Premda svi lipidi imaju istu
osnovnu strukturu, tj. hidrofilnu polarnu glavu i hidrofobni rep, mogu se razlikovati u strukturi
i naboju glave, kao i u duljini i zasiéenosti ugljikovodi¢nih lanaca.? Dinamika i struktura lipida
ovisi o nizu faktora kao §to su pH, temperatura, tlak, te kemijski potencijal raznih iona.>*
Utjecaj temperature na membranski lipidni dvosloj o¢ituje se u promjeni faze lipidnih dvosloja
koji se u membrani mogu naci u, primjerice, gel-fazi (Lg), kristalini¢noj fazi (Lc) i fluidnoj fazi
(Lo), a koje se razlikuju po uredenosti lipidnog dvosloja.® Razli¢iti lipidi uspostavljaju razne
vrste interakcija sa susjednim molekulama i mogu se samoorganizirati §to dovodi do stvaranja
njihovih domena.®’ Lipidne domene definiraju se kao regije membrane koje se od okoline
razlikuju po sastavu i fizikalno-kemijskim svojstvima®, a imaju vaznu ulogu u brojnim
staniénim procesima kao Sto su zakrivljenost membrane, fuzija, stani¢na signalizacija, te
vezanje i interakcija s biomolekulama.®*°

Zbog temeljne vaznosti stani¢nih membrana i procesa koji se odvijaju na njima, kao i
zbog izuzetne kompleksnosti i raznolikosti koja otezava izravno istraZzivanje dostupnim
tehnikama, javlja se potreba za istrazivanjem jednostavnijih modelnih sustava poput lipidnih
dvosloja. Za razliku od eksperimentalnih mjerenja na iznimno strukturno kompleksnim
stani¢nim membranama, njihova se svojstva mogu lakSe okarakterizirati, a time i ste¢i uvid u
pojedina svojstva stani¢nih membrana na molekulskoj razini.'*12

Budu¢i da peptidi igraju vaznu ulogu u prijenosu bioloskih informacija poput
signalizacije raznih genetickih procesa i biokemijskih interakcija, njihova interakcija s lipidnim
dvoslojima privlaéi veliku paznju.*® Peptidi koji prodiru u stanicu (engl. cell-penetrating
peptides, CPP) su relativno kratki peptidi koji sadrze manje od 30 aminokiselina, uglavnom
kationskih i hidrofobnih, te imaju sposobnost prolaska kroz stani¢nu membranu.'* Prolazak
ovisi 0 eksperimentalnim uvjetima kao $to su temperatura, koncentracija, vrsta stanice, peptida
i molekulski teret.® Buduéi da prolazak kroz staniénu membranu predstavlja glavnu prepreku
za ucinkovitu dostavu nabijenih CPP-ova u stanicu (hidrofobna unutrasnjost membrane je
prakti¢ki neprohodna za nabijene tvari), javlja se problem pojasnjenja translokacije nabijenih

CPP-ova u stanicu. CPP-ovi s kovalentno i nekovalentno vezanim teretom imaju odlican
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potencijal primjene u ciljanoj dostavi lijekova,® a znacajne prednosti CPP-ova kao nosaca
lijekova su sigurnost primjene, ¢injenica da nisu invazivni i, za razliku od antimikrobnih peptida
(engl. antimicrobial peptides, AMP) koji se ¢esto koriste kao alternativa antibioticima, ne
unistavaju membransku strukturu.!’ Uz to, jednostavna sinteza i karakterizacija ¢ine ih
pozeljnim klini¢kim kandidatima u biomedicini. S obzirom na rastucu potrebu za alternativnim
nadinima transporta lijekova u stanicu, sve je viSe istrazivanja usmjereno na CPP-ove.
Medutim, i dalje postoje prepreke njihovoj biomedicinskoj primjeni. lako je proslo 30-tak
godina od otkrica CPP-ova, mehanizam njihova ulaska u stanicu jo$ uvijek nije razjasnjen.
PredloZena su dva glavna modela: (1) endocitoza (aktivan prijenos koji je energetski ovisan o
ATP-u) i (2) translokacija peptida kroz membranu (pasivan prijenos koji je energetski neovisan)
kojima je oboma zajedni¢ki prvi korak, adsorpcija peptida na stani¢nu membranu.'®1° lako se
posljednjih desetlje¢a provode intenzivna istrazivanja na membranama, dublje razumijevanje
njihove strukturne organizacije, medusobne interakcije sastavnih dijelova membrana na
molekulskoj razini, kao i interakcija lipidnih membrana s peptidima, i dalje je nedovoljno
razjasnjeno, posebice na molekulskoj razini. Zbog potencijalne moguénosti primjene CPP-ova
u biomedicinske svrhe, nuzno je rasvijetliti njihov mehanizam prodiranja kroz membrane u
kojem je prvi korak adsorpcija CPP-ova na membranu. Radi utvrdivanja utjecaja CPP-ova na
termicka i opéenito fizikalno-kemijska svojstva lipidnih membrana, odnosno u karakterizaciji
njihovih interakcija na molekulskoj razini, moguce je primijeniti razli¢ite kalorimetrijske te
spektroskopske tehnike.?

Cilj ovog rada bio je okarakterizirati interakciju modelnih eukariotskih (EU) i
prokariotskih (PRO) lipidnih membrana s kratkim potencijalnim CPP-ovima kationsko-
hidrofobnog karaktera i rasvijetliti prvi korak njihovog mehanizma prolaska kroz stani¢nu
membranu, odnosno adsorpciju. Pritom su KkoriSteni heptapeptidi nacinjeni od bazi¢nih
aminokiselina lizina (K) i arginina (R) te hidrofobnih aminokiselina fenilalanina (F), triptofana
(W) i izoleucina (I). Dio koriitenih peptida, ukljucujuéi R5F2, R5W2 i R5I2, prethodno je
opisan u literaturi, gdje je pokazana njihova sposobnost vezanja na membranu, lokalizacije
RNA i prolaska kroz lipidni dvosloj.?* Njihovi lizinski analozi (K5F2, KSW2 i K512) ukljugeni
su u istrazivanje s ciljem dodatnog ispitivanja utjecaja vrste kationske skupine i hidrofobne
komponente na interakcije s modelnim membranama. U skladu s definiranim ciljem,
postavljene su hipoteze da ¢e se adsorpcija peptida razlikovati ovisno o vrsti kationske skupine,

odnosno da ¢e peptidi obogaceni argininom pokazivati drugaciji obrazac adsorpcije u odnosu
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na peptide obogacene lizinom, kao i da ¢e adsorpcija ovisiti o vrsti modelne membrane, tj.
razlikovati se izmedu EU i PRO lipidnih sustava.

Razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) i
temperaturno ovisna UV-Vis spektroskopija koristit ¢e se za ispitivanje termotropnih svojstava
svih lipidnih suspenzija, odnosno pracenje promjena termotropnih svojstava lipidnih membrana
uzrokovanih dodatkom peptida. FTIR spektroskopija ¢e dati uvid u promjene uredenja lipidnog
dvosloja uslijed adsorpcije peptida na povrSinu membrane. Veliine liposoma i mjerenje zeta-
potencijala ¢e se odrediti metodama dinamickog i elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (engl.

dynamic light scattering, DLS, and electrophoretic light scattering, ELS).
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bioloske membrane

Bioloske membrane predstavljaju temeljne strukturne komponente stanica koje djeluju kao
barijere, odvajajuci stani¢ni sadrzaj od izvanstani¢nog prostora. lako imaju ulogu barijere,
membrane nisu potpuno nepropusne i, zahvaljuju¢i svojoj selektivnoj permeabilnosti,
omogucuju regulirani ulazak specificnih molekula potrebnih za stanicne funkcije te
odstranjivanje nezeljenih tvari.?

Godine 1972. Singer i Nicolson predlozili su revolucionarni koncept poznat kao model
tekuceg mozaika po kojemu je bioloSka membrana fleksibilna i dinamicka struktura koja
primarno sadrzi lipide, proteine te manju koli¢inu ugljikohidrata (slika 1).2 Njihov omjer varira
ovisno o tipu stanice, no temeljna obiljezja su ista: fosfolipidi tvore dvostruki sloj, poznat kao
lipidni dvosloj, koji predstavlja osnovni strukturni element membrane; proteini su smjesteni
unutar lipidnog dvosloja ili vezani na povrSinu, sudjeluju u razli¢itim stani¢nim procesima
poput transporta, signalizacije i strukturne potpore;® ugljikohidrati se najées¢e nalaze na
vanjskoj strani membrane gdje su kovalentno vezani za lipide i proteine te imaju klju¢nu ulogu
U prepoznavanju stanica i medustaniénoj komunikaciji.?® Model tekuéeg mozaika implicira da

membrana moze dinamicki prilagoditi svoj sastav i oblik u skladu sa stani¢nim uvjetima i

potrebama.?*
Globularni protein s
Glikoprotein Ugljikohidrat
Transmembranski Hidrofilna
kanal glava

Fosfolipidni
dvosloj

S o
Kolesterol / 5 o
/ / Integralni protein Fosfolipid

Glikolipid
Periferni protein Hidrofobni rep

Slika 1. Shematski prikaz modela tekuceg mozaika (slika preuzeta i modificirana)?®
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Lipidni dvosloj posjeduje dva klju¢na svojstva. Prvo, njegova hidrofobna jezgra djeluje kao
nepropusna barijera koja sprjecava pasivnu difuziju molekula topljivih u vodi, odnosno
hidrofilnih tvari, kroz membranu. Medutim, ta osnovna barijerna funkcija znac¢ajno se modulira
prisutno$¢u membranskih proteina, koji omogucéuju selektivan i reguliran transport specifi¢nih
molekula kroz inade nepropusni lipidni dvosloj.?® Drugo kljuéno svojstvo je stabilnost
dvoslojne strukture. U vodenoj sredini lipidi spontano formiraju lipidni dvosloj, strukturu u
kojoj su hidrofobni ugljikovodi¢ni repovi masnih kiselina usmjereni prema unutra$njosti, dok
su polarne glave okrenute prema vodi.?” Stabilnost dvoslojne strukture odrzava se prvenstveno
hidrofobnim interakcijama i van der Waalsovim silama medu ugljikovodi¢nim lancima lipida.
Za hidrofobnost lipida zasluzni su lanci masnih kiselina.*

Masne kiseline su spojevi s dugim ugljikovodi¢énim lancima koji na kraju nose
karboksilnu skupinu. One mogu biti zasi¢ene ili nezasi¢ene, ovisno o prisutnosti (i broju)
dvostrukih veza u ugljikovodiénom lancu. Zasicene masne kiseline sadrze iskljucivo
jednostruke veze, dok nezasi¢ene mogu imati jednu ili viSe dvostrukih veza (slika 2).
Nezasi¢ene masne kiseline imaju niza tali$ta od zasi¢enih masnih kiselina s jednakim brojem
C-atoma. Nezasi¢enost se dodatno razlikuje prema cis i trans konfiguraciji, a ve¢ina prirodnih
nezasi¢enih masnih kiselina ima cis konfiguraciju. Duljina alkilnog lanca te stupanj zasic¢enosti
masnih kiselina zna¢ajno utje¢u na fizikalno-kemijska svojstva lipida, a time i na fluidnost,

debljinu i stabilnost membrana.?® U Zivim organizmima masne kiseline obi¢no sadrze izmedu

14 i 24 ugljikova atoma, pri éemu su najzastupljenije one sa 16 i 18 atoma ugljika.?®*°
o}
! /\/\/\/\/\/\,/\)'t
OH
b) 0

MOH

Slika 2. Struktura zasi¢ene, 0dnosno nezasi¢ene masne kiseline: a) palmitinska, b) oleinska

kiselina
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2.2. Membranski lipidi

Tri glavne skupine membranskih lipida jesu: fosfolipidi, glikolipidi i kolesterol.
Prva glavna skupina membranskih lipida su fosfolipidi. Molekula fosfolipida je
sastavljena od Cetiri komponente: jedne ili viSe masnih kiselina, glicerolne okosnice, fosfata te

polarne alkoholne skupine vezane na fosfat (slika 3).3!

masna
kiselina

MASN? e
kiselina

— Q R o0 O = — (9

— fosfat e glkohol

Slika 3. Shematski prikaz molekule fosfolipida

Masna kiselina osigurava hidrofobnu barijeru, dok ostatak molekule ima hidrofilna svojstva. U
molekulama fosfoglicerida, hidroksilne skupine na C-1 i C-2 polozajima glicerola esterificirane
su karboksilnim skupinama dviju masnih kiselina. Hidroksilna skupina na polozaju C-3
esterificirana je s fosfornom kiselinom.®? Najjednostavniji predstavnik ove skupine je fosfatidat
(diacilglicerol-3-fosfat) (slika 4).

R, o
acilne skupine s ‘ ‘ é
ugljikovodiénim lancima 2=
masnih kiselina -l H
R, O Oow=C 0
~ . = ‘ :
C = o
A
H,C P
0] \O/ ?‘—7:0

Slika 4. Strukturna formula fosfatidata (diacilglicerol-3-fosfat)
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Vecina bioloski znacajnih fosfoglicerolipida nastaje derivatizacijom fosfatidata, pri cemu se
stvara esterska veza izmedu fosfatne skupine i hidroksilne skupine nekog alkohola, ukljuc¢ujuci

aminokiselinu serin, kao i etanolamin, kolin, glicerol i inozitol (slika 5).2%3

(o]
HO\/\
HO OH NH,
NH
. 2 OH .
serin etanolamin
HO OH
HO OH
OH
OH inozitol |
N+/
Ho OH AN
HO ™~
glicerol kolin

Slika 5. Strukture: serina, etanolamina, inozitola, glicerola i kolina

Sfingomijelin je membranski lipid koji, za razliku od fosfoglicerida, nije derivat
glicerola, ve¢ se temelji na sfingozinu, dugolan¢anom, nezasi¢cenom aminoalkoholu (slika 6).
U njegovoj strukturi, amino-skupina sfingozinske okosnice tvori amidnu vezu s masnom

kiselinom, dok je primarna hidroksilna skupina sfingozina esterificirana fosforilkolinom.3

R NH
b) 1
\(; o. o 1
C l:‘ I, CH
WS

Slika 6. Strukture: a) sfingozina i b) sfingomijelina
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Osim lipida koji sadrze fosfatne skupine, bioloske membrane takoder ukljucuju lipide s
ugljikohidratnim komponentama, poznate kao glikolipidi. Poput sfingomijelina, i glikolipidi su
derivati sfingozina, pri ¢emu je aminoskupina sfingozinske okosnice acilirana masnom
kiselinom.®® Ono sto ih razlikuje od sfingomijelina je struktura vezana na primarnu hidroksilnu
skupinu sfingozina; kod glikolipida to su jedan ili viSe Secernih ostataka. Najjednostavniji

predstavnik ove skupine je cerebrozid (slika 7).%

e - 0
jedinica masne kiseline ||

o
R]/ \Nll :

I
>
\/\’/C \C /()\ gl llil;;)/“

)
K H, galaktoza
H

HO

H;C(H;O) 2

Slika 7. Struktura cerebrozida

Kolesterol pripada trecoj glavnoj skupini membranskih lipida te spada u steroide, koje
karakterizira jezgra sastavljena od Cetiri medusobno spojena ugljikovodi¢na prstena (slika 8).
Na jednom je kraju molekule prisutan hidrofobni ugljikovodiéni lanac, dok se na suprotnom
nalazi hidroksilna skupina. U strukturi membrane, kolesterol se usmjerava paralelno s masnim
kiselinama fosfolipida, pri ¢emu njegova hidroksilna skupina interagira s polarnim glavama
fosfolipidnih molekula.®” Kolesterol je prisutan u veéini Zivotinjskih membrana, dok u

bakterijskim stani¢nim membranama izostaje.®®

CH,

Slika 8. Struktura kolesterola
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2.3.  Membranski proteini

Membranski proteini su odgovorni za veéinu procesa u membranama, Ukljucujuci transport
molekula®, stani¢nu signalizaciju®®, enzimske reakcije te interakcije s drugim stanicama.*!
Sadrzaj proteina u membranama znacajno varira ovisno o tipu membrane i njezinoj funkciji;
primjerice, u mijelinskoj ovojnici ih ima manje od 25 %, dok ih u unutarnjoj mitohondrijskoj
membrani ima vise od 70 %.%>* Podijeljeni su na integralne ili transmembranske i periferne
proteine, ovisno o tome nalaze li se u membrani ili na povrsini (slika 9).4*

Integralni proteini su amfipatske molekule koje se svojim hidrofobnim dijelovima vezu
na hidrofobne ugljikovodi¢ne lance masnih kiselina i ve¢inom se protezu kroz ¢itav presjek
membrane. Brojni integralni proteini djeluju kao ionski kanali i proteinske pumpe te su klju¢ni
u prijenosu tvari kroz membranu.*® Nasuprot njima, periferni proteini vezani su na membranu
pretezno elektrostatskim i vodikovim vezama s polarnim glavama lipida. Zaduzeni su za
stani¢nu signalizaciju, strukturnu stabilnost, ali i povezivanje membrane s citoskeletom.*®
Brojni periferni proteini su vezani na integralne proteine, bilo na citoplazmatskoj ili vanjskoj
strani membrane, a neki su pak usidreni u lipidni dvosloj svojim kovalentno vezanim
hidrofobnim lancem.*’ Integralni i periferni proteini su zaduZeni za gotovo sve funkcije

membrane osim za selektivnu propusnost za koju su zaduzeni lipidi.

Integralni membranski

protein Lipid-vezani

. / protein

'............‘ YOO Fosfolipidni
OOl‘ .

R

aane)

dvosloj
000 ao“o“noooo

Periferni membranskl
protein

Slika 9. Shematski prikaz lipidnog dvosloja s membranskim proteinima (slika preuzeta i

modificirana)*®
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2.4. Asimetrija membrane

Jedno od karakteristicnih obiljeZja svih bioloskih membrana jest asimetrija u sastavu lipida
izmedu slojeva lipidnog dvosloja. lako se vecina fosfolipida nalazi u oba sloja membrane,
njihova je raspodjela neravnomjerna, odredeni fosfolipidi ¢esce su zastupljeni u jednom sloju
nego u drugom (slika 10). U eukariotskim stanicama vanjski sloj sadrzi: sfingomijelin (engl.
sphingomyelin, SM) i fosfatidilkolin (engl. phosphatidylcholine, PC) dok se u unutarnjem sloju
nalaze: fosfatidiletanolamin (engl. phosphatidylethanolamine, PE) te negativno nabijeni
fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine, PS) i fosfatidilinozitol (engl. phosphatidylinositol,
PI).4%%0 Kolesterol (engl. cholesterol, Chol) rasporeden je u oba sloja iako je dominantniji u
unutarnjem sloju.>! Asimetrija je primjecena i u membranama bakterija iako je kvantificiranje
znatno slozenije nego u eukariota. U unutarnjem sloju nalaze se Pl i PE, dok je fosfatidilglicerol
(engl. phosphatidylglycerol, PG) dominantan u vanjskom sloju. Kardiolipin (engl. cardiolipin,
Cl), ravnomijereno je rasporeden izmedu dva sloja.? Asimetrija membrane utje¢e na brojna
svojstva lipidnog dvosloja, uklju¢ujuéi membranski potencijal®®, povriinski naboj,
permeabilnost®, kao i oblik membrane i stabilnost.>® Gubitak asimetrije dovodi do fiziologkih
posljedica. Na primjer, pojava PS-a u vanjskom sloju znak je apoptoze stanice®®, povezana je i

s koagulacijom krvi i adhezijom ertirocita®”*®, a nedavno je zabiljezena i kod stanica raka.*®

PC
]
SM 5
o e
Chol o o
® O
PS
® rE %
PI

Slika 10. Shematski prikaz asimetrije u sastavu lipida izmedu slojeva lipidnog dvosloja (slika

preuzeta i modificirana)®
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Asimetriéna membrana predstavlja sustav koji nije u termodinamickoj ravnotezi i stoga je
odrzavanje asimetrije aktivan proces koji zahtjeva adenozin trifosfat (engl. adenosine
triphosphate, ATP). Taj se proces odvija uz pomo¢ membranskih proteina, poznatih kao flipaze
(engl. flippases) i flopaze (engl. floppases).>®* Flopaze kataliziraju translokaciju lipida iz
unutarnjeg u vanjski sloj, a flipaze su zaduzene za translokaciju iz vanjskog u unutarnji sloj
(slika 11).%%2 Skramblaze (engl. scramblases) takoder sudjeluju u regulaciji sastava lipidnog

dvosloja putem nespecifi¢nog transporta lipida izmedu slojeva membrane. 3

Slika 11. Shematski prikaz mehanizma djelovanja: a) flipaza, b) flopaza i ¢) skramblaza (slika

preuzeta i modificirana)®

2.5.  Modelne lipidne membrane

Stani¢ne membrane predstavljaju izrazito slozene sustave, ¢ak i kada se u obzir uzmu iskljucivo
njihove lipidne komponente. Zbog visoke kompleksnosti sastava i otezane izolacije, bioloske
membrane Cesto su nepogodne za izravnu karakterizaciju biokemijskim i biofizikalnim
metodama.'?

Sklonost fosfolipida da se spontano organiziraju u dvoslojne strukture iskoriStena je za
razvoj pojednostavljenih sustava, tzv. modelnih lipidnih membrana, koje se Siroko primjenjuju
u eksperimentalne i istrazivacke svrhe. Takvi sustavi omogucili su stjecanje uvida u razlicita
svojstva lipidnih dvosloja, ukljucuju¢i fazne prijelaze, organizaciju membrane, utjecaj
kolesterola na strukturu i dinamiku, kao i interakcije lipida s proteinima, peptidima i
farmakoloskim spojevima.®® Biomimeticke lipidne membrane dijele se u dvije kategorije: i)

membrane u otopini i ii) membrane na nosaéu.®*
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2.5.1. Modelne lipidne membrane u otopini

Liposomi (lipidne vezikule) su sferi¢ne strukture sastavljene od jednog ili vise lipidnih dvosloja
koji okruzuju jedan ili viSe vodenih odjeljaka. Svaki lipidni dvosloj omeden je vodenim
okolisem s unutarnje i vanjske strane liposoma. Ovisno o broju dvosloja, liposomi se dijele na
unilamelarne (engl. unilamellar vesicles, UV), koje sadrzavaju samo jedan dvosloj te na
multilamelarne (engl. multilamellar vesicles, MLV), koje sadrze vi$e koncentri¢nih dvosloja

(slika 12).1! (U nastavku teksta ée se liposomi i vezikule koristiti kao sinonimi).

a) b)

© O

Slika 12. Shematski prikaz: a) multilamelarne vezikule (MLV)

b) unilamelarne vezikule (UV)
S obzirom na veli¢inu, liposomi se klasificiraju na male (engl. small unilamellar vesicles, SUV)

(<100 nm), velike (engl. large unilamellar vesicles, LUV) (>100 nm) i gigantske (engl. giant
unilamellar vesicles, GUV) (>1000 nm) vezikule (slika 13).1!

il

Slika 13. Shematski prikaz: a) GUV, b) LUV i ¢) SUV

<)
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Zbog strukturne sli¢nosti s fosfolipidnim dvoslojem stani¢nih membrana, liposomi imaju §iroku
primjenu u razli¢itim aspektima bioloskih istrazivanja, ponajprije kao modelni sustavi bioloskih
membrana. Osim toga, koriste se kao nosaci lijekova jer mogu enkapsulirati hidrofilne spojeve
unutar vodenog odjeljka te hidrofobne unutar lipidne domene, ¢ime omogucuju ucinkovitu
dostavu razli¢itih bioaktivnih molekula.%® Izvan biomedicinskih primjena, liposomi nalaze
primjenu i u kozmetickoj industriji®®, kao i u istrazivanjima interakcija lipida s proteinima,
peptidima i drugim bioloski relevantnim molekulama. Njihova veli¢ina, lamelarnost, povrsinski
naboj i kemijski sastav mogu se precizno kontrolirati, Sto omogucuje njihovu prilagodbu
specifi¢nim eksperimentalnim i terapijskim zahtjevima.

Proces pripreme liposoma zapocinje otapanjem odabranog lipida u odgovaraju¢em
organskom otapalu, nakon ¢ega slijedi uparavanje otapala pri ¢emu se formira tanki lipidni film.
Odabir otapala ovisi o topljivosti lipida; najcesce se koriste kloroform, metanol ili njihova
mjeSavina, dok dodatak male koli¢ine vode mozZe poboljsati otapanje, osobito u slucaju
glikoziliranih lipida. Nastali lipidni film se hidratizira u puferu, pri ¢emu se spontano formiraju
MLV-ovi. Kako bi se dobili LUV-ovi, suspenzija MLV-ova se podvrgava ekstruziji kroz
polikarbonatne membrane definiranog promjera pora, obi¢no uz visestruko (najmanje 31 puta)
protiskivanje kroz ekstruder. Ekstrudiranje se odvija na grijacem bloku, pri temperaturi vi$oj
od temperature glavnog faznog prijelaza (Tm) lipida od kojeg se suspenzija sastoji. Za pripremu
SUV-ova, lipidna suspenzija se sonificira, ¢ime se razbijaju viseslojne strukture i omogucuje
formiranje manjih, ujednagenijih unilamelarnih vezikula.®’

GUV-ovi se mogu pripremiti metodom pasivnog bubrenja (engl. natural swelling) ili
elektroformacijom.%® Metoda pasivnog bubrenja podrazumijeva nanosenje lipidne otopine na
povrsinu agaroznog ili polivinil alkoholnog (engl. polyvinyl alcohol, PVA) gela, nakon ¢ega
slijedi suSenje (uobic¢ajeno u vakuumu) i rehidratacija. Rehidratacijom dolazi do spontanog
formiranja GUV-ova uslijed bubrenja lipidnog filma u prisutnosti vode.®® S druge strane,
metoda elektroformacije ukljucuje nanosenje lipidnog filma na vodljivu povrsinu elektroda,
najéescée na staklo oblozeno indij—kositrenim oksidom (engl. indium tin oxide, 1TO).” Nakon
toga se lipidni film susi u vakuumu kako bi se uklonilo otapalo. Dvije takve elektrode s lipidnim
filmom postavljaju se paralelno, jedna nasuprot drugoj, a izmedu se dodaje vodena otopina.
Primjenom izmjeni¢nog elektricnog polja poti¢e se rehidratacija lipidnog filma i olakSava

proces stvaranja GUV-ova.
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2.5.2. Modelne lipidne membrane na nosacu

Lipidni dvosloj na nosacu (engl. supported lipid bilayer, SLB) je jednostavni model stani¢ne
membrane koji se sastoji od jednog lipidnog dvosloja fiksiranog na hidrofobnom nosac¢u. Jedna
od glavnih prednosti SLB sustava jest njihova kompatibilnost s brojnim povrsinski osjetljivim
tehnikama, kao $to su fluorescencijska mikroskopija i mikroskopija atomskih sila (engl. atomic
force microscopy, AFM).”* Uobi¢ajeni materijali koji se koriste kao nosaéi su: staklo, silicijev
dioksid (silika) i tinjac.”” Vezanje lipidnog dvosloja na podlogu moZe se ostvariti razli¢itim
mehanizmima, ukljucujuéi izravnu adsorpciju, formiranje kovalentnih veza i vezanje ionskim
mostovima. Lipidni dvosloj ne mora nuzno biti u izravnom kontaktu s podlogom, ve¢ moze biti
fizicki odvojen tankim slojem vode ili hidratiziranog polimera.”

Za pripremu SLB-ova razvijene su brojne tehnike od kojih su najée$¢e koriStene
Langmuir-Blodgettova depozicija i raspad liposoma. Langmuir-Blodgettova depozicija postize
se prijenosom molekula lipida iz medupovrsinskog prostora na granici faza zrak/voda na ¢vrsti
nosa¢. Formiranje slojeva na podlozi odvija se u vertikalnom smjeru, a ukupan broj slojeva
ovisi 0 kemijskom sastavu lipida i podloge te o broju uranjanja, pri ¢emu svako uranjanje
rezultira talozenjem homogenog lipidnog sloja.” Kada je rije¢ o pripremi SLB-ova metodom
raspada liposoma, postupak ukljucuje adsorpciju lipidnih vezikula na ¢vrstu podlogu, nakon
¢ega slijedi njihovo spontano pucanje. Predlozeno je nekoliko mehanizama stvaranja lipidnog
dvosloja na nosacu koji uklju¢uju pucanje liposoma, a to su: spontano pucanje individualnih
liposoma, spajanje susjednih liposoma, interakcija liposoma s adsorbiranim dvoslojem i
kooperativna interakcija susjednih liposoma.”* Od svih dostupnih metoda raspad liposoma
smatra se najjednostavnijim, najpristupacnijim i §iroko primjenjivim pristupom u pripravi SLB
sustava, budué¢i da ne zahtijeva sofisticiranu opremu, a omogucuje Visoku ponovljivost i

kontrolu nad formiranjem membrane.”
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2.6. Fazni prijelazi lipida

Sposobnost lipida da se lateralno krecu unutar lipidnog dvosloja ukazuje na njihovu fluidnu
prirodu.® Stupanj fluidnosti membrane ovisi o brojnim ¢imbenicima, ukljuéujuéi pH',
temperaturu’’, tlak® te kemijski potencijal prisutnih iona.”® Van der Waalsove sile i hidrofobni
u¢inak poti¢u agregaciju nepolarnih repova fosfolipida unutar dvosloja.®’ U vodenom mediju
lipidi mogu, ovisno o koncentraciji, tvoriti razli¢ite agregatne strukture, uklju¢uju¢i monomere,
micele, lamelarnu fazu (dvosloj), kao i kubi¢nu i inverznu heksagonsku fazu. U fiziolo§kim
uvjetima, pri viS§im koncentracijama lipida, naj¢esc¢e prevladava lamelarna faza, karakteristicna
za bioloSke membrane. Ovisno o temperaturi, lipidni dvosloj moze postojati u vise razli¢itih
strukturnih organizacija.®

Pri nizim temeperaturama, lipidni dvosloj se nalazi u kristalini¢noj (L¢) fazi. U toj fazi
lipidni je dvosloj ¢vrsta, uredena struktura, a svi lanci masnih kiselina nalaze se u trans
konformaciji.8* S porastom temperature, lipidni dvosloj prelazi iz Lc u gel-fazu (Lgg). U gel-
fazi lanci masnih kiselina uglavnom su u trans-konformaciji kao i u L¢ fazi. Oznaka u indeksu
(") oznacava da lipidi mogu biti pod odredenim nagibom, koji ovisi o fosfatnoj glavi odredenog
lipida. Na primjer, odredeni fosfokolini (PC) su u ovoj fazi nagnuti pod kutem od 30° u odnosu
na normalu membrane, dok kod npr. fosfatidiletanolamina (PE) nema nagiba (Lg).8? Daljnjim
porastom temperature odredeni PC lipidi prelaze u valovitu fazu (Pg) (engl. ripple phase) koja
je karakteristi¢na po pojavi valova na povrsini dvosloja. Oko uzroka pojave valova na povrsini
lipidnog dvosloja jos uvijek ne postoji suglasje i na snazi su dvije hipoteze.®3 Prema prvoj
hipotezi valove uzrokuje postojanje lipida koji se nalaze u Lp i L, fazama.3* Prema drugoj
hipotezi lipidi se nalaze i dalje u Lg fazi, no pojavu valova mogu uzrokovati sljedece pojave:
longitudinalno pomicanje pojedinih molekula lipida uslijed hidratacije povrSine lipidnog
dvosloja®, promjene u njihovom okruzenju/orijentaciji pojedinih djelova lipidnih molekula,
promjene u nagibu®’, kao i moguéa interdigitacija® koja dovodi do lokalnih razlika u debljini
domena. Prema Cevcovoj teoriji, do pojave valovite faze dolazi uslijed povecane solvatacije
polarnih skupina te parcijalne interdigitacije ugljikovodi¢nih lanaca uzrokovane njihovim
longitudinalnim pomakom.®*° Ova faza nastaje prije glavnog faznog prijelaza pri temperaturi
pretprijelaza (engl. pretransition, Tp), karakterizira je manji stupanj uredenosti nego prijasnje
faze, ali i dalje je vecina lipida u ovoj fazi u trans-konformaciji.®® Pojava ove faze primarno
ovisi 0 polarnoj skupini lipida pa se tako javlja kod lipida s kolinskom skupinom (PC, SM) te
kod fosfatidilglicerola, a sekundarno ovisi i o duljini lipidnog lanca.®® Premda se kod
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fosfatidiletanolamina valovita faza ne pojavljuje,®? nedavna istrazivanja multilamelarnih
agregata nacinjenih od 1,2-dipalmitoil-sn-glycero-3-fosfoetanolamina pokazala su da se
desetak stupnjeva prije glavnog faznog prijelaza javljaju intenzivne fluktuacije u zakrivljenosti
na povrsini lipidnog dvosloja.® Iako se veéina istrazivanja ove faze provodi na MLV-ovima,
odredeni radovi upucéuju na to da se valovi mogu pojaviti i na povrsini LUV-ova. U potonjem
slu¢aju, uocen je znacajno slabiji prijelaz koji se nerijetko uocava tek kao mali pomak od bazne
linije u DSC krivulji.82% Kod MLV-ova, prisutnost valovite faze mogudée je relativno
jednostavno detektirati primjenom difrakcijskih metoda, dok je u slu¢aju LUV-ova to znatno
otezano zbog prisutnosti nekoherentnog rasprienja zracenja.*®

Temperatura pri kojoj nastupa glavni fazni prijelaz naziva se temperatura taljenja ili
meksSanja (Tm) te oznacava pojavu fluidne faze (L,). U ovoj fazi smanjena je uredenost lanaca
te dolazi do gubitka (najéesce) uredene heksagonske slagaline, a zbog slabljenja van der
Waalsovih interakcija medu ugljikovodi¢énim lancima dolazi do promjene konformacije
metilenskih skupina (-CH>) iz trans u gauche. Temperatura taljenja ovisi o duljini i stupnju
zasi¢enosti acilnih lanaca; specificno, dulji i potpuno zasiCeni lanci omoguéuju jace

medulan¢ane interakcije te rezultiraju visom Tp.

(-
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Slika 14. Shematski prikaz faznih prijelaza lipida u lipidnom dvosloju (preuzeto i

prilagodeno)®®
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Specifi¢no, ravni, linearni, zasic¢eni ugljikovodi¢ni lanci omogucuju gusto pakiranje i snazne
medulancane interakcije. Nasuprot tome, cis-dvostruke veze u nezasi¢enim masnim kiselinama
uvode pregib u lanac, $to naruSava uredno medusobno slaganje lanaca i rezultira smanjenjem
Tm. Uz stupanj zasi¢enosti, i duljina acilnog lanca utje¢e na Tm, dulji lanci omoguéuju vece
podru¢je za medulanéanu interakciju i stoga pridonose visoj temperaturi prijelaza.®”% Osim
acilnih lanaca, na Tm Utjece i polarna glava lipida zbog medumolekulskih interakcija koje moze
stvarati s okruzenjem, bilo da su u pitanju druge molekule lipida ili molekule vode. U potonjem
slu¢aju svakako su najvaznije za istaknuti vodikove veze.*

Kolesterol je jedan od klju¢nih regulatora fluidnosti stani¢nih membrana kod sisavaca.
Molekula kolesterola sastoji se od krute steroidne jezgre s hidroksilnom skupinom na jednom
kraju i fleksibilnog ugljikovodi¢nog repa na drugom. U lipidni dvosloj kolesterol se umece tako
da mu je glavna os okomita na ravninu membrane. Hidroksilna skupina kolesterola usmjerena
je prema povrsini dvosloja, gdje moze tvoriti vodikove veze s polarnim glavama fosfolipida,
dok se rep uranja u hidrofobnu jezgru membrane. Zahvaljujuci svojoj strukturi, kolesterol
ostvaruje specifi¢ne interakcije s fosfolipidima. Ove interakcije dovode do smanjenja ukupne
fluidnosti membrane i smanjuju njezinu podloznost faznim prijelazima. Na taj nacin, kolesterol

djeluje kao stabilizator membranske strukture, osobito pri promjenama temperature.1®
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2.7. Membranski aktivni peptidi

Peptidi koji u interakciji s membranom naruSavaju njezinu strukturu, prolaze kroz nju ili se
usidre na njezinoj povrsini i uzrokuju fuziju poznati su kao membranski aktivni peptidi. Dijele
se na dvije glavne skupine: antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides, AMP) i peptidi

koji prodiru u stanicu (engl. cell penetrating peptides, CPPs).1%

2.7.1. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi pokazali su se iznimno vaznima u borbi protiv bakterija, virusa, gljivica i
parazita zahvaljujuci sposobnosti da djeluju direktno na mikrobne membrane ili da inhibiraju
klju¢ne stani¢ne funkcije.'%? Otkri¢e prvog antimikrobnog peptida, gramicidina, 1939. godine
oznacilo je poCetak sustavnog istrazivanja AMP-0va, koji od tada privlaée sve veéu paznju zbog
globalnog problema porasta antimikrobne rezistencije.'®® AMP-ovi pokazuju $iroki spektar
antimikrobne aktivnosti prema: Gram-pozitivnim bakterijama, Gram-negativnim bakterijama,
virusima i gljivicama.%

Vecéina AMP-ova su Kationski oligopeptidi koji sadrze izmedu 5 i 100 aminokiselina te,
buduéi da sadrze hidrofilne i hidrofobne domene, imaju amfipatska svojstva.1® Pozitivni naboj
AMP-ova klju¢an je za njihovu selektivnu interakciju s negativno nabijenom povr$inom
membrana, $to dovodi do nakupljanja peptida na povrSini membrane putem elektrostatskih
privlaénih sila.®% S druge strane, hidrofobni segmenti peptida omoguéuju dodatnu
interakciju s hidrofobnim unutarnjim dijelovima lipidnog dvosloja. Ova slozena interakcija S
membranom moze uzrokovati znacajnu strukturnu reorganizaciju koja proizlazi iz specifi¢nih
interakcija izmedu peptida i lipida.1%

S obzirom na strukturne karakteristike, antimikrobni peptidi mogu se podijeliti u ¢etiri
osnovne skupine. Prvu skupinu ¢ine linearni peptidi koji u prisutnosti membrane poprime
konformaciju oa-uzvojnice, dok drugu skupinu cCine peptidi s B-plocom, ¢iju strukturu
stabiliziraju disulfidne veze. Trecu skupinu Cine linearni peptidi izduzene, nestrukturirane
konformacije, koji ¢esto djeluju putem mehanizama ovisnih o fleksibilnosti njihove strukture.
Cetvrtu skupinu predstavljaju kombinirane strukture koje sadrze i a-uzvojnice i B-plode, pri
¢emu takva konformacija moze doprinijeti povecanoj stabilnosti i vecoj specifi¢nosti

djelovanja. 107108
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Postoji nekoliko modela koji objasnjavaju mehanizam djelovanja antimikrobnih peptida
na fosfolipidni dvosloj (slika 15). Prema modelu ba¢vastog kanala (engl. barrel-stave model),
peptidi se ugraduju u membranu tako da se njihovi hidrofobni dijelovi usmjeravaju prema
lipidnoj jezgri, ostvarujuci stabilne interakcije s lancima masnih kiselina fosfolipida, dok su
hidrofilni dijelovi orijentirani prema unutra$njosti pore koja se formira unutar dvosloja. Time
dolazi do stvaranja transmembranskog kanala kroz koji moze do¢i do curenja stani¢nog
sadrzaja.'® Model toroidalnog kanala (engl. toroidal pore model) opisuje mehanizam u kojem
peptid inducira kontinuiranu zakrivljenost membrane, pri ¢emu se polarne glave fosfolipida
zakreéu prema unutradnjosti pore, zajedno s peptidima.t'® Model tepiha (engl. carpet model)
temelji se na konceptu nakupljanja peptida na povrSini membrane, pri ¢emu dolazi do

narusavanja integriteta membrane. Kod modela tepiha, AMP agregira paralelno s membranom

111

i djeluje kao deterdzent te ,,otapa“ membranu formiraju¢i micele u njoj.

Slika 15. Mehanizmi djelovanja AMP-a na membranu bakterija: a) Model bac¢vastog kanala,
b) Model toroidalnog kanala, ¢c) Model tepiha®?
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2.7.2. Peptidi koji prodiru u stanicu

Peptidi koji prodiru u stanicu su kratki peptidi koji sadrze manje od 30 aminokiselina, a
karakterizira ih sposobnost prolaska kroz stani¢cnu membranu, bilo samostalno ili S teretom.
Budu¢i da plazmatska membrana predstavlja ucinkovitu biokemijsku barijeru, sposobnost
prolaska CPP kroz nju ima veliku vaznost za biomedicinsku primjenu, npr. u¢inkovitu dostavu
lijekova u stanicu.'®® Prvi istrazeni CPP potje¢e od TAT (engl. Trans-Activator of
Transcription) proteina virusa humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency
virus, HIV), a identificiran je kasnih 1980-tih godina.'* Inicijalno je pokazano da cijeli protein
prodire kroz plazmatsku membranu dok je kasnije utvrdeno da i manji fragmenti tog proteina
imaju sposobnost prolaska kroz membranu. Toc¢nije, sekvenca od 11 aminokiselina bogata
argininom i lizinom (GRKKRRQRRRC) pokazala se u¢inkovitijom u odnosu na slijed cijelog
peptida.®

Prema podrijetlu CPP se dijele na: CPP iz proteina, sinteticke CPP i kimeri¢ne peptide
(engl. chimeric peptides). Peptidi koji su izvedeni iz proteina, poput TAT proteina, mogu
prodrijeti u stanicu zahvaljujuci specificnim motivima ili helikalnoj strukturi. Sinteticki peptidi,
predstavljaju skupinu umjetno sintetiziranih peptida. U ovoj skupini, poliargininski peptidi koji
sadrze izmedu 8 i 10 aminokiselina, najvise su proucavani zbog njihove izrazene sposobnosti
prolaska kroz stani¢nu membranu. Kimeriéni peptidi ¢ine prijelaznu kategoriju izmedu
prirodnih i sintetskih CPP jer sadrZe sljedove iz dva ili vise razli¢itih prirodnih proteina.l” %

Na temelju konformacije, CPP su podijeljeni na linearne i ciklicke. Linearni CPP
predstavljaju najcesci oblik i karakterizirani su slobodnim N- i C-terminalnim krajevima. U
vodenom okoliSu najéescée su nestrukturirani, no pri kontaktu s lipidnim membranama mogu
poprimiti sekundarnu strukturu poput o-uzvojnice.!’® S druge strane, ciklicki CPP imaju
zatvorenu strukturu postignutu povezivanjem terminalnih krajeva ili stvaranjem disulfidnih
mostova, §to ih ¢ini otpornijim na proteolizu, manje toksi¢nim te ué¢inkovitijim u dostavi tereta
u stanicu.tt’

Osim prema podrijetlu i konformaciji, CPP se mogu Klasificirati i na temelju fizikalno-
kemijskih svojstava. Prema toj podjeli razlikuju se kationski, amfipatski i hidrofobni CPP.11
Kationski CPP, zbog pozitivnhog naboja, pri fizioloskom pH imaju visok afinitet prema
citoplazmatskoj membrani. Stoga se elektrostatskim interakcijama vezu na negativno nabijene
glikoproteine stani¢ne membrane, nakon ¢ega ulaze u stanicu mehanizmom Koji je neovisan o

receptorima. Broj i polozaj pozitivno nabijenih arginina u strukturi CPP kljucan je ¢cimbenik za

Lea Pasali¢ Doktorska disertacija



8§ Literaturni pregled 35

njihovu aktivnost. Veéina kationskih CPP sadrzi vise od pet arginina u strukturi.l'®

Najzastupljeniji medu CPP su amfipatski peptidi koji sadrze regije sastavljene od polarnih i
nepolarnih aminokiselina, pri ¢emu su nepolarne regije bogate hidrofobnim aminokiselinama
poput fenilalanina, triptofana i izoleucina.''® Dosadasnja istrazivanja su pokazala da isti
amfipatski CPP mogu imati razli¢itu sekundarnu strukturu i da se njihova sposobnost vezanja
na hidrofobno/hidrofilno podru¢je moze mijenjati ovisno o uvjetima.*® Hidrofobnih CPP je do
sada poznato relativno malo. Njihova struktura sadrzi velik broj nepolarnih kiselina i tek par
nabijenih aminokiselina (manje od 20 % od cijelog slijeda). Do sada je utvrdeno da slijed
hidrofobnih peptida ne utjece znacajno na njihov prolazak kroz stanicu.'?

Dokazano je da CPP mogu posluziti kao u¢inkoviti vektori za unutarstani¢nu dostavu
razli¢itih tereta, koji se na njih mogu vezati kovalentno ili nekovalentno. Ipak, to¢an mehanizam
njihova unosa jos uvijek nije potpuno razjasnjen, $to se pripisuje brojnim varijablama koje
mogu utjecati na proces internalizacije.!?! Medu njima se isti¢u svojstva CPP i transportiranog
tereta'??, tip stanice (npr. sastav membranskih lipida)'?® te eksperimentalni uvjeti, poput pH i
temperature.'?*

Mehanizmi ulaska CPP sa i bez tereta u stanicu dijele se u dvije glavne skupine, ovisno
o tome je li proces energetski ovisan ili neovisan.!?® Direktna translokacija je energetski
neovisan mehanizam ulaska koji zapocinje uspostavljanjem elektrostatskih interakcija ili
stvaranjem vodikovih veza izmedu fosfolipidnog dvosloja i CPP. Ta interakcija je popracena
ulaskom CPP/CPP s teretom stvaranjem pora ili destabilizacijom membrane. Prema razli¢itim
mehanizmima translokacije, izravna translokacija dijeli se na tri modela: i) model bac¢vastog
kanala, ii) model tepiha i iii) model inverzne micele.?®

Prema modelu bac¢vastog kanala, amfipatski CPP-ovi ili njihovi kompleksi s teretom
ugrade se u lipidni dvosloj tako da se hidrofobna podru¢ja CPP usmjeravaju prema unutra$njosti
membrane i ostvaruju interakcije s fosfolipidnim repovima, dok se hidrofilne regije orijentiraju
prema hidrofilnim glavama fosfolipida. Time se u membrani stvara struktura nalik ba¢vi kroz
koju se CPP-ovi mogu translocirati u citoplazmu, ¢ime se poveéava propusnost membrane.'?’

Model inverzne micele ukljucuje invaginaciju lipidnog dvosloja i formiranje inverznih
micela. Nabijeni CPP-ovi se elektrostatski vezu na fosfolipide povrsine membrane, a njihove
hidrofobne regije ostvaruju interakcije s unutrasnjim dijelom membrane, $§to dovodi do
stvaranja inverzne micele. Teret se zatim prenosi unutar te strukture u stanicu. Ovaj je model

osobito primjenjiv za CPP koji sadrze zna¢ajan udio hidrofobnih aminokiselina.*?®
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U modelu tepiha, CPP se adsorbiraju na povr§inu membrane u obliku ,.tepiha“, gdje
pozitivno nabijeni peptidi ostvaruju elektrostatske interakcije s negativno nabijenim
fosfolipidima. Hidrofobne regije CPP dodatno ostvaruju interakciju s hidrofobnom jezgrom
membrane. Kada koncentracija CPP postane dovoljno visoka, dolazi do narusavanja strukture
membrane, povecanja njene fluidnosti te u konacnici do destabilizacije membrane i ulaska CPP
u stanicu.1%

Mehanizmi izravne translokacije su prikladniji za CPP i komplekse CPP s teretom male
molekulske mase, dok je za ve¢e molekulske mase prikladniji mehanizam endocitoze, koji je
energetski ovisan.'?” Do sada su opisana 4 puta endocitoze: makropinocitoza, endocitoza
posredovana kaveolinom, endocitoza posredovana klatrinom i endocitoza neovisna o kaveolinu
i klatrinu.'® Makropinocitoza ne ovisi o receptoru i smatra se najvaznijim endocitoznim putem
za CPP s teretom velike molekulske mase. U prisutnosti ¢imbenika rasta i aktivacije aktinskog
sustava, dolazi do stvaranja membranskih protruzija i zrelih vezikula koje unose CPP s vezanim
teretom u stanicu. Proces ukljucuje vezanje CPP na stani¢ne proteoglikane, aktivaciju Rac
proteina i reorganizaciju F-aktina, $to dovodi do invaginacije membrane i endocitoze.!?
Endocitoza posredovana klatrinom, poznata kao receptorski posredovana endocitoza, ukljucuje
specificno vezanje CPP sa ili bez tereta na receptore na membrani, nakon ¢ega dolazi do
zakrivljenja membrane zbog interakcije izmedu proteina epsina i stani¢ne membrane. Nakon
toga dolazi do stvaranja udubine na membrani, formiraju se vezikule oblozene klatrinom koje
sadrze CPP sa ili bez tereta koje se potom odvajanjem unose u stanicu. Endocitoza posredovana
kaveolinom ima vrlo sli¢an mehanizam kao i ona posredovana klatrinom, ali uklju¢uje kaveolin
umjesto klatrina.3

S druge strane, endocitoza neovisna o Kklatrinu i kaveolinu odvija se u specijaliziranim
stanicama kao §to su makrofagi. Pritom se CPP sa ili bez tereta mogu oznaciti opsoninima.
Nakon toga se vezu na Fc receptor na stani¢noj membrani, ¢ime se poti¢e reorganizacija
aktinske citoskeletne mreze. Kao rezultat toga dolazi do stvaranja vezikula obloZzenih

membranom koje sadrze CPP sa ili bez tereta, koji se potom translociraju u citoplazmu.*3!
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Direktna translokacija Endocitoza

Endocitoza
posredovana

- Endocitoza neovisna o kaveolinu i
Model bacvastog kanala .
klatrinu

Slika 16. Shematski prikaz mogucih mehanizama ulaska CPP u stanicu (preuzeto i

prilagodeno)'®?
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2.7.3. Utjecaj bocnih ogranaka arginina i lizina na ucinkovitost peptida koji prodiru u
stanicu

Kao §to je prethodno spomenuto, ve¢ina CPP bogata je argininom i lizinom. lako su obje
aminokiseline pozitivno nabijene i omogucuju elektrostatske interakcije sa stani¢nom
membranom, brojna su istrazivanja pokazala da CPP obogacéeni argininom imaju veéu
u¢inkovitost prolaska kroz membranu u odnosu na lizinske analoge.!® Ipak, poznato je da i
peptidi s lizinom ostvaruju elektrostatske i hidrofobne interakcije s lipidnim membranama.t3*
Objasnjenje za vecu ucinkovitost argininskih peptida proizlazi iz kemijskih svojstava njihove
boéne skupine. Arginin sadrzi gvanidinsku skupinu (Gdm®*) koja moze tvoriti bidentatne
vodikove veze s negativno nabijenim skupinama membrane, poput fosfatnih skupina
fosfolipida.’*31%13¢ Time se smanjuje polarnost Gdm?*, §to olaksava interakciju s hidrofobnim
dijelovima membrane. Nasuprot tome, bo¢na skupina lizina sadrzi protoniranu amino-skupinu
koja moze tvoriti samo jednu vodikovu vezu s anionskim komponentama membrane, $to
rezultira slabijim medudjelovanjem i time manje ucinkovitom interakcijom. Brojne
eksperimentalne i raCunalne studije pokazale su da peptidi s argininom ostvaruju ja¢e i stabilnije
vezanje na anionske membrane u odnosu na peptide s lizinom. 134137138 Robison i suradnici su
u svom istrazivanju ispitali termodinamiku vezanja nona-lizinskog (K9) i nona-argininskog
(R9) peptida s modelnim membranama koje sadrze fosfatidilglicerol (PG). Pokazano je da R9
pokazuje znatno jaci afinitet vezanja u odnosu na K9, s disocijacijskom konstantom niZzom za
priblizno dva reda veli¢ine. Osim jaCeg vezanja, R9 pokazuje slabiju antikooperativnost u

interakciji s membranom, dok su lizinski peptidi pokazali izrazeno antikooperativno
139

ponasanje.
a) b)
NH 0 o)
)L H,N
HoN H/\/\A/LOH N OH
NH, NH,

Slika 17. Strukture a) arginina (R) i b) lizina (K) sa zaokruzenom gvanidinskom, odnosno

amino-skupinom
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2.7.4. Odabir potencijalnih peptida koji prodiru u stanicu za istrazivanje

Osim literaturnih saznanja o CPP bogatih aminokiselinama argininom i lizinom, istrazivanje
koje su proveli Kamat i suradnici?! predstavlja jedan od klju¢nih radova koji je posluZio kao
temelj za izbor peptida koriStenih u ovom istrazivanju. Navedeni znanstvenici su istrazili
mogucénost elektrostatske lokalizacije RNA na povrsinu modelnih protoplazmatskih membrana
uz pomo¢ kratkih kationsko-hidrofobnih peptida. Pokazali su da jednostavni amfipatski peptidi,
dugi svega nekoliko aminokiselina, mogu ucinkovito potaknuti vezanje RNA za membrane
sastavljene od neutralnih fosfolipida 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolina (engl. 1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, POPC) i anionskih masnih kiselina (oleinska
kiselina).

Istrazivanje je obuhvatilo sintezu niza peptida s varijabilnim brojem ostataka
argininskih aminokiselina i razli¢itim hidrofobnim aminokiselinama (izmedu ostalih i
fenilalanin, triptofan i izoleucin), pri ¢emu su pomoc¢u FRET (engl. fluorescence resonance
energy transfer) tehnike procijenili sposobnost peptida da posreduju lokalizaciju fluorescentno
oznacenih oligonukleotida na membrane. Medu ispitivanim peptidima, R5F2, RSW2 i R512
pokazali su posebno snaznu sposobnost vezanja RNA na fosfolipidne membrane, a u manjoj
mjeri i na membrane masnih kiselina. Stovise, u nekim je slu¢ajevima zabiljeZen i ulazak
peptida u membranu.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da kombinacija pozitivnog naboja (putem Gdm®*
skupine arginina) i hidrofobnosti omoguc¢uje ucinkovitu interakciju peptida s lipidnim
dvoslojem te posljedi¢no lokalizaciju nukleinskih kiselina na membranu. Peptidi R5F2, R5W2
I R5I2 su stoga prepoznati kao optimalni kandidati za daljnje biokemijske i biofizikalne
karakterizacije interakcija peptida s lipidnim membranama, $to predstavlja osnovu
eksperimentalnog dijela ovog rada. Njihovi K-analozi (K5F2, K5W2 i K512) ukljuceni su u

istrazivanje s ciljem dodatnog ispitivanja utjecaja vrste kationske skupine.?
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2.7.5. Sinteza peptida

Peptidi imaju Kljuénu ulogu u brojnim bioloskim procesima, ukljucujuci regulaciju genske
ekspresije, interakcije s lipidnim dvoslojem, antimikrobno djelovanje te prijenos lijekova u
stanicu.® Za razumijevanje njihove uloge, nacina djelovanja i mehanizama ulaska u stanicu,
nuzno je raspolagati pouzdanim i u¢inkovitim metodama njihove priprave. Kemijska sinteza
peptida omogucuje dizajn aminokiselinskog slijeda, potpunu kontrolu njegove duljine i
eventualne kemijske modifikacije, ¢ime se mogu dobiti molekule sa specifi¢nim strukturnim i
funkcionalnim svojstvima.4

Postoje dvije vrste metoda sinteze peptida: i) sinteza u otopini i ii) sinteza na ¢vrstom
nosacu (engl. solid phase peptide synthesis, SPPS). Sinteza peptida na ¢vrstom nosacu ima
brojne prednosti u odnosu na sintezu u otopini koja ukljucuje pripremu potpuno zasti¢enih
peptida i njihovu kondenzaciju u organskom otapalu, a istice se po automatiziranoj
elongacijskoj reakciji te minimiziranom nastajanju nusprodukata, 42143

Sinteza peptida na ¢vrstom nosacu prvi puta je predstavljena u radu R. B. Merrifielda
1963. godine.!** Metoda se temelji na koristenju &vrstog nosaca od netopljivog polimera na koji
su vezane funkcijske poveznice. Tijekom sinteze, peptidni lanac je kovalentnom vezom vezan
na Cvrsti nosa¢ §to omogucava ispiranje suviSka reagensa, nevezanih nusprodukata te
uklanjanje zastitnih skupina nakon svakog stupnja sinteze. Prvi korak u sintezi je vezanje N-
zasticene aminokiseline na netopljivi ¢vrsti nosa¢ preko poveznice. Aminokiselina moze imati
tert-butiloksi karbonilnu (Boc) skupinu ili 9-fluorenilmetiloksikarbonilnu (Fmoc) skupinu za
zaStitu. Nakon prvog koraka, N-zastitna skupina se uklanja te se dobiveni produkt ispere s
otapalom. Nakon uklanjanja N-zastitne skupine, sljede¢a aminokiselina se dodaje ili u
prethodno aktiviranom obliku ili se aktivira in situ u prisutnosti odgovarajuceg aktivatora.
Ciklus deprotekcije i kondenzacije ponavlja se onoliko puta koliko je potrebno da se izgradi
zeljeni slijed aminokiselina. Kada je sinteza dovrSena, peptid se u kiselim uvjetima uklanja s

¢vrstog nosaca.'*® Tijek sinteze prikazan je na slici 18.
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Slika 18. Shematski prikaz tijeka sinteze na ¢vrstom nosacu (preuzeto i prilagodeno)*4
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2.8. Instrumentne tehnike za prouc¢avanje utjecaja peptida na modelne
lipidne membrane

2.8.1. Razlikovno-pretrazna kalorimetrija

Razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) je
jednostavna termoanaliticka tehnika koja se primjenjuje za detekciju i termodinamicku
karakterizaciju termotropnih prijelaza u modelnim i bioloskim membranama. Tehnika DSC
temelji se na mjerenju energija koju uzorak apsorbira ili oslobada tijekom zagrijavanja ili
hladenja.'*® Kalorimetar se sastoji od dvije éelije jednakog volumena: jedna éelija je za uzorak
a druga za inertni referentni uzorak, najées¢e vodu ili pufer (slika 19), koji ne pokazuje
termotropne dogadaje unutar temperaturnog raspona od interesa. Obje ¢elije se zagrijavaju
Peltierovim grija¢ima konstantnom brzinom skeniranja. Uzorak i referentna tvar zagrijavaju se
konstantnom, unaprijed definiranom brzinom, dok se istovremeno mjeri razlika u protoku

topline izmedu uzorka i referentne tvari.**’

Referentna ‘ Celija za
celija uzorak

¢
—1 L1 e *— 11 —®

- AVAVAY, o a NN e

Grijaci

Slika 19. Shematski prikaz kalorimetra DSC (preuzeto i prilagodeno)'*°

U uredaju DSC, uzorak i referentna tvar zagrijavaju se neovisno kako bi se odrzala jednaka
temperatura u obje ¢elije. U tim uvjetima, DSC uredaj registrira konstantan protok topline
izmedu celije s uzorkom i referentne celije, Sto se u idealnom slucaju ocituje kao ravna,
vodoravna bazna linija. U temperaturnom podru¢ju u kojem ne dolazi do termotropnih
dogadaja, temperature obje celije rastu linearno s vremenom, a razlika izmedu njih ostaje
konstantna. Pojava termotropnog dogadaja uzrokuje temperaturnu razliku izmedu uzorka i

referentne tvari, pri ¢emu instrument reagira ovisno o vrsti kalorimetra. Kod kalorimetrije koja
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funkcionira prema principu kompenzacije snage, instrument aktivno mijenja ulaznu snagu u
¢eliju kako bi uklonio temperaturnu razliku, a kod kalorimetrije s odredivanjem protoka topline,
kalorimetar biljezi promjene u brzini protoka topline u ¢eliji s uzorkom sve dok se temperature
u konacnici ne izjednace. Rezultat razlike u brzini protoka topline u ¢eliji za uzorak i referentnoj
éeliji je pojava endotermnog ili egzotermnog odstupanja od bazne linije.1#°

Tehnika DSC se primarno koristi za pracenje promjena fizikalnog stanja u polimorfnim
lipidima te za karakterizaciju poremecaja u ¢istim lipidima izazvanih interakcijama s drugim
tvarima, poput proteina, peptida ili malih hidrofobnih molekula.'® Pomo¢u tehnike DSC

mozemo dobiti sljedeée parametre314°:

e Tmili Tpfaznog prijelaza koji (dogovorno) ozna¢ava maksimum signala kada je 50%
molekula lipida preslo u drugu fazu

e Entalpiju prijelaza, AH, stvarnu koli¢inu topline potrebne za potpuni prijelaz, normirane
po molu ili po jedinici mase

e Toplinski kapacitet, Cp: koli¢inu topline (izrazenu po gramu kao Specifi¢ni toplinski
kapacitet ili po molu kao molarni toplinski kapacitet) potrebnu za povecanje
temperature uzorka

| .
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Q—I ‘/\—J
T I T I T I T T
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Slika 20. DSC krivulja 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolina (DPPC) s naznacenim T,

I Tm faznim prijelazima
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2.8.2. Temperaturno ovisna UV-Vis spektroskopija

Spektroskopija UV-Vis je tehnika apsorpcijske spektroskopije koja se temelji na interakciji
uzorka sa zraGenjem u ultraljubi¢astom (engl. ultraviolet, UV) i vidljivom (engl. visible, Vis)
podrucju spektra (slika 21). Molekule koje posjeduju kromofore apsorbiraju dio zracenja,
ovisno o svojoj kemijskoj strukturi, dok ostatak svjetlosti prolazi kroz uzorak. Intenzitet
propustene svjetlosti mjeri se kao funkcija valne duljine pomoc¢u odgovarajuc¢eg detektora, pri

¢emu se dobiva karakteristiGan spektar UV-Vis analizirane tvari.'5:1

Gama-zracenje X-zraCenje UV zralenje IR zracenje = Mikrovalovi Radio valovi
2 L
L}

«

L >

L
L] 1 4

LUTYVVIVAVAVAVAVANVAWAN

Slika 21. Spektar elektromagnetnog zracenja s istaknutim UV-Vis podru¢jem (preuzeto i

prilagodeno)>?

Koli¢ina apsorbirane svjetlosti izrazava se pomoc¢u apsorbancije (A), koja je logaritam omjera
intenziteta upadne (lo) i propustene (1) svjetlosti:

A= —log™ (2.1)
Apsorbancija analita izravno je proporcionalna njegovoj koncentraciji, $to se opisuje Lambert—
Beerovim zakonom

A = ¢ebc (2.2)
gdje je ¢ molarni apsorpcijski koeficijent, b duljina puta zracenja i ¢ koncentracija tvari koja

apsorbira zraéenje.’>
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Temperaturno ovisna UV-Vis spektroskopija jednostavna je i neinvazivna metoda koja se sve
¢esce koristi za pracenje faznih prijelaza u modelnim lipidnim sustavima. Premda se rutinski
koristi za istrazivanje otpustanja lijekova inkorporiranih u liposome, osobito kada ti spojevi
sadrze kromoforne skupine koje apsorbiraju u podru¢ju UV-Vis spektra, odnedavno se
temperaturno-ovisnom UV-Vis spektroskopijom Kkarakteriziraju fazni prijelazi lipidnih
suspenzija i to na temelju temperaturno-ovisne promjene njihovog turbiditeta.%1%>1%¢ premda
UV-Vis spektri lipidnih suspenzija ne pokazuju signale usporedive s onima kromofornih
skupina (jer ih nemaju), uz pomo¢ kemometrijskih metoda moguce je odredivati temperature
faznih prijelaza lipida. Detaljnije, izmjereni spektri se podvrgavaju multivarijatnoj analizi
metodom izmjeni¢nih najmanjih kvadrata uz analizu promjenjivih faktora (engl. multivariate
curve resolution with alternating least squares and evolving factor analysis, MCR-ALS with
EFA).8 Uz pretpostavku broja komponenti kojima se moZe opisati varijabilnost spektara s
temperaturom (jedna komponenta u slu¢aju UV-Vis spektara lipidnih suspenzija bez
kromofora), skup izmjerenih temperaturno-ovisnih spektara (D) moze se prikazati kao produkt
koncentracijskih (C) i spektralnih (S) profila komponenti (jedne komponente u slu¢aju UV-Vis
spektara):

D=CST+E (2.3)
pri ¢emu E predstavlja dio varijable koji nije objasnjen umnoskom CST.
Koncentracijski profil (pretpostavljene) jedne komponente je sigmoidalnog karaktera i iz njega
se mogu odrediti tocke infleksije koje se za DPPC lipid podudaraju s vrijednostima Tp I Tm
dobivenima tehnikom DSC.®
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2.8.3. FTIR-ATR spektroskopija

Molekulske vibracije i rotacije mogu se pobuditi apsorpcijom elektromagnetskog zracenja u
infracrvenom podrucju (engl. infrared, IR). Vibracije molekula mogu se mjeriti na dva nacina:
(1) izravno, kao apsorpcija u IR spektru, ili (ii) neizravno, kao apsorbirano i ponovno emitirano
zraCenje U Ramanovoj spektroskopiji. Podrucje infracrvenog zracenja uobicajeno se dijeli na
blisko (NIR), srednje (MIR) i daleko infracrveno (FIR) (Tablica 1). U bliskom IR podru¢ju
javljaju se elektronski prijelazi visih energija, uz pojavu kombinacijskih vrpci i visih tonova.
Srednje IR podru¢je ima posebno analiticko znacenje jer obuhvaca veéinu vibracijsko—
rotacijskih prijelaza molekula te sadrzi karakteristicne apsorpcijske vrpce funkcijskih skupina.
U dalekom IR podrucju opazaju se vrpce koje potjeCu od vibracija tezih molekula odnosno

funkcijskih skupina, kompleksnih spojeva te vibracije vodikovih veza. 1571%8

Tablica 1. Glavna podrucja IR spektra

Podrudje Alpum v /cm™!
blisko 0,7-2,8 14000 — 3600
srednje 2,8-50 3600 —200
daleko 50 - 500 200 - 20

Najc¢esc¢e mjereni IR spektri obuhvaéaju podrucje valnih brojeva izmedu priblizno 4000 i 400
cm ™! (MIR). Funkcijske skupine organskih molekula pokazuju karakteristi¢ne vibracijske vrpce
u toéno odredenim dijelovima IR spektra.®’

Za razumijevanje osnovnih naéela koja dovode do nastanka IR spektra moze se koristiti
model klasi¢nog harmoni¢nog oscilatora. Ako se atomi smatraju to¢kastim masama, vibracija
dvoatomne molekule moze se opisati kao sustav dviju masa (m1 i my) povezanih elasticnom
oprugom (slika 22). Produzenje ravnotezne udaljenosti ro izmedu masa za iznos x1 + X2 Stvara
povratnu silu K, koja nakon prestanka vanjskog istezanja uzrokuje titranje sustava oko

ravnoteznog polozaja.t>®
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X1 Xy

Slika 22. Mehani¢ki model titranja dvoatomne molekule!®

Prema Hookeovu zakonu, povratna sila K u prvoj aproksimaciji proporcionalna je
produljenju Ar:
K= —k - Ar (2.4)
Negativni predznak oznacava da povratna sila K djeluje suprotno od sile istezanja (k-Ar). U
mehani¢kom modelu faktor k predstavlja konstantu elasti¢nosti opruge, dok na molekulskoj
razini odgovara tzv. konstanti sile (engl. force constant) koja izravno korelira s ja¢inom
kemijske veze izmedu atoma i izrazava se u [N-cm'].160

Potencijalna energija V(r) harmoni¢nog oscilatora ovisi o0 udaljenosti izmedu

osciliraju¢ih masa mz i m te je kvantizirana za molekularne vibracije:
V(Ar) =—k-Ar? =2m-p-vde- Ar? (25)
gdje je u reducirana masa oscilatora, a vesc frekvencija osciliranja:

1 k

Vosc = 7 “ (2.6.)

Frekvencija vibracije raste s konstantom sile ili ja¢inom veze, a opada s porastom reducirane
mase oscilatora. Zamjenom valnog broja i reduciranih masa u izrazu dobiva se oblik koristan
za izracun konstante sile.

U idealnom harmoni¢nom oscilatoru molekularne vibracije imaju diskretne energijske

razine En, pri ¢emu vrijedi:
1
E, = (n+5)hv 2.7)
gdje je En kvantni broj vibracijskog stanja. Prijelazi izmedu razina uvjetovani su kvantno-

mehani¢kim izbornim pravilima te za harmoni¢ni oscilator rezultiraju jednom osnovnom

apsorpcijskom vrpcom.
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Detaljan opis molekulskih vibracija ne moze se dobiti pomoc¢u modela klasi¢nog
harmoni¢nog oscilatora pa se u tu svrhu koristi model anharmonic¢nog oscilatora, koji uzima u
obzir slabiju silu vezanja pri ve¢im udaljenostima jezgara (r > ro) i jace odbojne sile pri znatnom
priblizavanju atoma (r < ro). Potencijalna energija takvog oscilatora pokazuje da se pri ve¢im
energijama udaljenost izmedu energetskih razina smanjuje.!*

Vibracije molekula mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine: vibracije istezanja i
vibracije deformacije (slika 23). Vibracije istezanja (engl. stretching) podrazumijevaju
promjenu duljine kemijske veze izmedu dva atoma, a mogu biti simetricne (oba se atoma
istovremeno priblizavaju ili udaljavaju od ravnoteznog polozaja) ili antisimetri¢ne (dok se jedan
atom priblizava centru mase sustava, drugi se istodobno udaljava). Deformacijske (engl.
bending) vibracije obuhvacaju promjene kuta izmedu veza, ukljucuju¢i njihovo svijanje,
njihanje i uvijanje te nose vazne informacije 0 molekulskoj strukturi i medumolekulskim

interakcijama. 61162

Vibracije istezanja

\.\‘.’rﬁ/ \QHV/
Simetriéno Antisimetri¢éno

Deformacijske vibracije

N
StriZenje Zibanje Klaéenje Uvijanje

Slika 23. Primjeri vibracija istezanja i deformacijskih vibracija 63
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2.8.3.1. Primjena FTIR spektroskopije za proucavanje faznih prijelaza lipida

FTIR spektroskopija je kao osjetljiva i neinvazivna analiticka tehnika vrlo korisna za
istrazivanje interakcija lipida i proteina, kao i njihovog utjecaja na termotropna svojstva i
organizaciju lipidnog dvosloja.®* Prijelaz iz faze L) u fazu L, dovodi do znatnog smanjenja
molekulske uredenosti te poveéanja konformacijske slobode i dinamike lipida.’%+1% Ako se
fazni prijelaz odvija iz jos uredenije, npr. faze L u fazu Lgg), promjene u dinamici i konformaciji
lipida postaju jos izrazenije.

Takve strukturne i dinamicke promjene koje prate fazne prijelaze lipida ocituju se u
FTIR spektrima kao promjene frekvencija i oblika vrpci aktivnih u IR spektru te smanjenje
njihovog intenziteta. lako se promjene u intenzitetu i Sirini IR vrpci mogu Koristiti kao
indikatori faznih prijelaza, one nisu dovoljne za detaljnu karakterizaciju strukture lipidnih faza.
Buduc¢i da se tijekom faznog prijelaza mijenja konformacija —CH>— skupina alkilnih lanaca iz
trans u gauche, posebna se paznja posvecuje promjenama u polozaju i apsorbanciji vrpci koje
odgovaraju simetriénom (vs) i antisimetricnom (vas) istezanju CHz skupina'®’, kao i

deformacijama CH: skupine, poput zibanja, klacenja, njihanja te striznih deformacija.

Simetri¢no i antisimetri¢no istezanje CH2 skupine (vsCHz i vasCHz)

Vrpce koje odgovaraju simetriénom i antisimetricnom istezanju CH> skupine pojavljuju se
priblizno pri 2850 cm™!, odnosno 2920 cm™!. Poveéanje broja gauche-konformera u odnosu na
trans-konformer ocituje se pomakom maksimuma IR vrpci vs i vas istezanja prema visim valnim
brojevima za 2-3 cm™', odnosno 5-7 cm™!.166:168 |ako se obje apsorpcijske vrpce mogu Koristiti
za pracenje faznih prijelaza povezanih s konformacijskim promjenama alkilnih lanaca, u praksi
se vrpca pri 2920 cm™! rjede koristi jer postoji moguénost znacajnog preklapanja s vrpcom
istezanja CH3 skupine (vsCHs). Buduéi da kod vsCH2 pri 2850 cm™! ne dolazi do znacajnih
preklapanja s drugim vrpcama, ova vibracija se smatra pouzdanijim pokazateljem faznih
prijelaza u modelnim i biologkim membranama.'®® U lipidnim dvoslojima koji sadrze ugradene
proteine i peptide, treba uzeti u obzir da i njihove CH> skupine mogu doprinijeti CH>
apsorpcijskim vrpcama, a §to moze utjecati na tocnost pra¢enja I karakterizacije faznog
prijelaza alkilnih lanaca lipida. Ipak, ako je ukupni doprinos proteina i/ili peptida ukupnoj
populaciji CH> skupina malen i/ili ako se konformacijske promjene u membranskom proteinu
ne dogadaju unutar temperaturnog raspona faznog prijelaza lipida, proces faznog prijelaza

alkilnih lanaca lipida i dalje se moze pratiti.}’® Spektroskopska istrazivanja metodom FTIR
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pokazala su da ugradnja integralnih membranskih proteina i peptida u modelne lipidne
dvoslojeve izrazito naruSava uredenost faze Lg', dok su ucinci na konformaciju i dinamiku faze

fluida znatno manji.t"1:172

Deformacija CH: skupine, striZzne vibracije i vibracije njihanja (yCHz2, ®CH>)

Deformacija CH: skupine, odnosno strizne vibracije i vibracije njihanja, primarno su odredene
lateralnim interakcijama izmedu ugljikovodi¢nih lanaca te ne ovise izravno o udjelu trans-i
gauche-konformera. Vibracije zibanja CH skupina ugljikovodi¢nih lanaca se takoder mogu
koristiti za odredivanje faznog prijelaza s obzirom da intenzitet ovih vrpci u fazi Lg ovisi 0
duljini lanca. Uslijed povecanja udjela gauche-konformera, smanjuje se duljina segmenata
lanaca koji su u trans-konformaciji. Samim time, smanjuje se i intenzitet vrpci te postoji
moguénost nestajanja vrpce nakon faznog prijelaza lipida. S obzirom na to da se slabe vrpce
zibanja CH; skupine nalaze u podrué¢ju izmedu intenzivnijih vrpca otapala ili skupina polarne

glave s vrpcama u IR spektru, trebaju se interpretirati s posebnim oprezom, 16917

Interakcije izmedu polarnih glava lipida

Uz signale koji potjecu od ugljikovodi¢nih lanaca, i vrpce proizasle iz vibriranja polarnih glava
lipida predstavljaju vrijedan izvor informacija koje mogu doprinijeti boljem razumijevanju
faznih prijelaza.l’* Unato¢ tome, karakterizacija vibracijskih znadajki polarnih glava lipida
dosad je bila vrlo ograni¢ena. Djelomi¢no se to moze pripisati Cinjenici da je njihovo
proucavanje oteZzano zbog toga Sto su apsorpcijske vrpce tih skupina Cesto vrlo Siroke,
smjestene unutar podruc¢ja spektra u kojima dolazi do preklapanja s drugim vrpcama, ili su
prekrivene signalima koji potjecu od otapala. Naposljetku, dodatni izazov predstavlja prisutnost
vodenog medija koji snazno apsorbira IR zra¢enje i pokriva velik dio spektra, osobito u
podruéju 3920 cm™! — 3280 cm™! (v(2sOH) te 1750 — 1400 cm™! (SHOH).1"> U prvom se
podrucju javljaju vibracije simetri¢nog i antisimetricnog istezanja molekule vode (vsOH i
vasOH), koje se djelomi¢no preklapaju s vrpcama simetricnog i antisimetricnog rastezanja
metilnih i metilenskih skupina (vasCH2, vsCH2/vasCHa, vsCH3), a u drugom podrucju se javlja
vrpca koja potjece od SHOH. Navedeno dodatno otezava interpretaciju spektara i pouzdanu
karakterizaciju faznih prijelaza u modelnim membranskim sustavima. Jedan od nacina za
smanjenje signala otapala jest primjena FTIR tehnike temeljene na prigusenoj totalnoj refleksiji

(engl. attenuated total reflection, ATR), kod koje su, zbog znac¢ajno manje duljine puta, vrpce
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vode manje intenzivne (vidjeti Lambert-Beerov zakon, formula 2.2). Medutim, pritom se
proporcionalno smanjuje i intenzitet apsorpcijskih vrpci uzorka, §to moze predstavljati

ograni¢enje kod detekcije slabijih signala.*’®

2.9. Dinamicko rasprsenje svjetlosti

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS) je neinvazivna
analiticka tehnika koja se Siroko primjenjuje za odredivanje veliine i raspodjele veli¢ina
nanocestica, liposoma, micela, proteinskih agregata i drugih koloidnih sustava u otopini.
Metoda se temelji na analizi fluktuacija intenziteta rasprSene svjetlosti koje nastaju kao
posljedica Brownovog gibanja ¢estica u suspenziji.l’’

Brownovo gibanje opisuje nasumicno, toplinski inducirano kretanje Cestica koje nastaje
zbog njihovih sudara s molekulama otapala. Brzina kojom se ¢estice gibaju ovisi 0 nekoliko
fizikalnih parametara: njihovoj veli¢ini, viskoznosti medija te apsolutnoj temperaturi sustava.
Manje Cestice gibaju se brze, dok se vece Cestice gibaju sporije. Porast temperature dodatno
poveéava kineticku energiju sustava, $to dovodi do ubrzanja Brownovog gibanja.’®

DLS mjerenja temelje se na Stokes—Einsteinovoj relaciji, kojom se iz izmjerenog
difuzijskog koeficijenta (D) moze izracunati hidrodinamicki promjer (D) Cestice, odnosno
efektivna veli¢ina Cestice u otopini, uzimajuc¢i u obzir hidratacijsku ovojnicu i moguce

interakcije s medijem:

kg T
Ry = —=2—
H 6:Tv:-D

(2.8.)

gdje je Ru hidrodinamicki radijus, ks Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, #

viskoznost medija i D difuzijski koeficijent."®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

Materijali

U radu su koristenje sljedece kemikalije:

DPPC — 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolin (>99% ¢istoce, Avanti Polar Lipids)
DPPS — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserin (>99% cistoc¢e, Avanti Polar Lipids)
DPPG — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (>99% c¢istoce, Avanti Polar Lipids)
CHCIz— kloroform (p.a., Carlo Erba Reagents)

Na;HPO4 — natrijev hidrogenfosfat (>99% cistoce, Alfa Aesar)

NaH2POs — natrijev dihidrogenfosfat (p.a., Fluka)

NMM — N-metilmorfolin (p.a., Merck)

HBTU - (O-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronijev heksafluorofosfat (>98%
Cistoce, Fluka)

HOBLt — 1-hidroksibenzotriazol (>97% ¢istoce, Aldrich)

DMF — N,N-dimetilformamid (p.a., Carlo Erba)

Piperidin (p.a., Carlo Erba)

TFA — trifluoroctena kiselina (Carlo Erba)

TIS — triizopropilsilan (Merck)

EtOH — etanol (Carlo Erba)

MeOH — metanol (p.a., Sigma Aldrich)

Diizopropileter — (p.a., Carlo Erba)

Fmoc-Arg(Pbf)-OH — Novabiochem

Fmoc-Ile-OH — Novabiochem

Fmoc-Lys(Boc)-OH — Novabiochem

Fmoc-Phe-OH —Novabiochem

Fmoc-Trp-OH — Novabiochem

Fmoc-Phe-Wang resin — Novabiochem

Fmoc-Trp(Boc)-Wang resin — Novabiochem

Fmoc-lle-Wang resin — Novabiochem
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3.2. Automatizirana sinteza peptida na ¢vrstom nosacu

Automatizirana sinteza provedena je na instrumentu za sintezu na ¢vrstom nosacu (Protein
Tehnologies Inc., Tucson, Arizona, SAD).

Karakterizacija sintetiziranih peptida provedena je pomocu nuklearne magnetske
rezonancije (NMR) i spektrometrije masa visoke rezolucije (HRMS).

NMR spektri su snimljeni na spektrometrima Bruker AV 300 i AV 600, pri
frekvencijama 150,91 MHz za 1*C i 600,13 MHz za 'H jezgre. Spektri su snimljeni u DMSO-
ds pri temperaturi od 25 °C. Kemijski pomaci (8) izrazeni su u ppm, dok su konstante sprege
(J) izrazene u Hz. Kao unutarnji standard koristen je tetrametilsilan (TMS) a od otapala
dimetilsulfoksid-ds. Asignacija je provedena na temelju jednodimenzijskih *H, *3C i APT (engl.
Attached Proton Test) spektara te dvodimenzijskih homonuklearnih (COSY) i heteronuklearnih
(HMQC i HMBC) eksperimenata.

Spektri masa visoke rezolucije snimljeni su na instrumentu Agilent 6546 LC/Q-TOF
(Santa Clara, CA, USA) uz ionizaciju elektrorasprSenjem (engl. Electron Spray lonisation,
ESI). Proc¢is¢avanje peptida provedeno je pomocu tekucinske kromatografije s obrnutim fazama
na sustavu 1260 Infinity II (Agilent Technologies), koriste¢i preparativnu kolonu ZORBAX
Extend-C18 Prep. (5 um, 21.2 x 150 mm, protok 10 mL/min). Cistoéa produkata pracena je na
RP-HPLC sustavu serije 1200 (Agilent Technologies) na analitickoj koloni ZORBAX Extend-
C18 (5 um, 4.6 x 250 mm, protok 1,0 mL/min), pri valnim duljinama od 215 i 254 nm.

Za analizu HPLC s obrnutim fazama koristeni su sljedeci eluensi i gradijent:

A gradijent: 0 — 30 min, 100 % 0,1 % TFA — 100 % MeOH; 30 — 35 min, 100 % MeOH;
35 — 35.01 min, 100 % MeOH — 0,1 % TFA; 35.01 — 40 min, 100 % 0,1 % TFA.
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Tijek sinteze:

U bocicu je odvagana po jedna Fmoc N-terminalno zasticena aminokiselina te reagensi:
(O-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronijev heksafluorofosfat (HBTU) i 1-
hidroksibenzotriazol (HOBt), nakon ¢ega je bocica postavljena na odgovaraju¢e mjesto u
instrumentu. Prva aminokiselina vezana na Wang smolu (Fmoc-Phe-Wang/Fmoc-Trp-
Wang/Fmoc-lle-Wang) postavlja se u reakcijsku posudu na instrumentu te se pokrece program
za bubrenje/deprotekciju (20% piperidin/DMF). Druga aminokiselina aktivira se uz pomo¢
HBTU i HOBt u DMF-u te se uvlaci u reakcijsku posudu. Vezanje aminokiselina se odvija 1 h
nakon cega slijedi deprotekcija Fmoc zastitne skupine. Postupak vezanja/deprotekcije (HBTU,
HOBt/20% piperidin) ponavlja se za svaku sljedec¢u aminokiselinu i zavrSava deprotekcijom
Fmoc zastitne skupine zadnje aminokiseline. Svaki stupanj automatske sinteze peptida regulira
se odredenim programom. Cvrsti nosa¢ se iz reakcijske posude uz ispiranje s diklormetanom
prebaci u reakcijsku posudu (Spricu) opremljenu sinterom i pipcem za ispustanje tekucine.
Uklanjanje sintetiziranog peptida sa smole i deprotekcija bo¢nih lanaca aminokiselina provodi
se smjesom otapala (TFA : TIS : H,O =95 : 2,5: 2,5 v/v/v) na sobnoj temperaturi kroz 3 sata.
Reakcijska smjesa se profiltrira preko sintera na dnu reakcijske posude (ili $price), filtrat ispusti
u hladni diizopropil-eter, ostavi taloziti preko no¢i u hladnjaku, te se centrifugira i ispire dva
puta sa diizopropil-eterom. Ovako dobiveni sirovi produkti ¢iS¢eni su na preparativnoj RP-
HPLC koloni (ZORBAX Extend-C18 Prep), a Cistoca je provjerena na analitickoj koloni
(ZORBAX Extend-C18). Dobiveni produkti nakon sinteze se odsoljavaju propustanjem kroz
C18 kolonu koja funkcionira na principu ekstrakcije na cvrstoj fazi (engl. solid-phase
extraction, SPE) s vezanim oktadecilsilicijevim (C18) sorbensom visoke hidrofobnosti. Ova
vrsta sorbensa, zahvaljuju¢i Sirokom spektru retencije nepolarnijih organskih molekula,
omogucuje u¢inkovito zadrzavanje peptida dok se soli i ostale polarne necistoce ispiru, ¢ime se
postize njihovo uklanjanje iz uzorka. Nakon eluiranja s metanolom, peptidi su liofilizirani do

suhog praha.
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3.3. Karakterizacija peptida

3.3.1. Heptapeptid Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Phe-Phe (R5F2)

NH; NH, NH,
I} h / 57 / o v - -
HN= % HN= < HN=s{ IskoriStenje: 78%
3 \NH I3 \NH 0 \NH
33—
75 55 33
z 4 < 7N CagHgoN220sg
\“ \‘ \Jl \I = 2/
/ 0 n// 0 s»,/ o / M; =1093,6608
= K Il = I =
HZN/M\m/ 0 S /ﬂ\sx/l\:f‘H‘sn/m\ S /N"j A \I /()IT
AR AR A n
o e N o X Q
64 42 20
J J 7N
\ N __/
NH NH 2
/A /
—n —H]
= =R
NH, NH,

[M + H]*. HRMS: m/z 1093,6608 [M + H]* (kalk. 1093,6608)
tr (gradijent A) =17,2

IH NMR (600 MHz, DMSO-de): & = 1,36 (br s, 2 H, 31), 1,40 - 1,46 (m, 2 H, 42), 1,46 - 1,50
(m, 2 H, 53), 1,50 - 1,56 (m, 6 H, 73, 64, 30), 1,58 (br s, 2 H, 41), 1,62 (br s, 2 H, 52), 1,69 (br
s, 4 H, 72, 63),2,75 (brdd, J = 13,9; 9,2 Hz, 1 H, 19"), 2,92 (dd, J = 13,9; 8,8 Hz, 1 H, 7", 3,00
(dd, J = 13,6, 4,0 Hz, 1 H, 19'), 3,02 - 3,05 (m, 4 H, 43, 32), 3,05 - 3,07 (m, 3 H, 54, 7, 3,09
(br d, J = 6,6 Hz, 2 H, 65), 3,11 (br s, 2 H, 74), 3,84 (dt, J = 7,0, 6,0 Hz, 1 H, 69), 4,16 - 4,20
(m, 1 H, 26), 4,22 (br d, J = 7,0 Hz, 1 H, 36), 4,23 - 4,26 (m, 1 H, 47), 4,33 (dt, J = 8,0, 6,0 Hz,
1H, 58), 4,44 (td, J = 8,2, 5,7 Hz, 1 H, 8), 4,54 (td, J = 8,6, 4,8 Hz, 1 H, 14), 7,14 - 7,18 (m, 1
H, 23), 7,18 - 7,21 (m, 5 H, 21, 22, 24, 25, 4), 7,22 (br d, = 8,4 Hz, 2 H, 2, 6), 7,26 (t, J = 7,0
Hz, 2 H, 3, 5), 7,29 - 7,53 (m, 15 H, 78, 77, 62, 40, 35, 57, 68, 46, 71, 51), 7,65 (brt, J = 5,0
Hz, 1 H, 33), 7,70 (brt, J = 5,1 Hz, 1 H, 44), 7,79 (brt, = 5,5 Hz, 1 H, 55), 7,85 (br t, J = 5,9
Hz, 1 H, 75), 7,86 (t, J = 6,2 Hz, 1 H, 66), 7,95 (br d, J = 8,1 Hz, 1 H, 15), 8,02 (d, J = 7,7 Hz,
1H, 27),8,03(d, J=7,0Hz, 1 H,37),8,19 (brd, J=7,7 Hz, 1 H, 48), 8,22 (br d, J = 3,7 Hz,
2 H, 70), 8,44 (br d, J=7,7 Hz, 1 H, 9), 8,60 (br d, J = 7,3 Hz, 1 H, 59) ppm

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): & = 24,0 (73), 24,8 (31), 24,9 (64), 25,0 (53, 42), 28,4 (72),
29,1 (30), 29,2 (52, 41), 29,3 (63), 36,7 (7), 37,6 (19), 40,1 (74), 40,4 (65, 54, 43, 32), 51,7
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(69), 52,1 (36, 26), 52,2 (47), 52,4 (58), 53,3 (14), 53,6 (8), 126,2 (23), 126,4 (4), 127,9 (22,
24), 128,1 (3, 5), 129,1 (2, 6), 129,2 (21, 25), 137,3 (20, 1), 156,8 (76, 67, 56, 45, 34), 168,4
(60), 170,9 (49, 28), 171,0 (16), 171,1 (10), 171,3 (38), 172,6 (12) ppm.
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3.3.2. Heptapeptid Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Phe-Phe (K5F2)

Iskoristenje: 75%

Hzﬁ(\“ Hzf}ll\ HZN‘\; B
{ { { 7N CagHgoN120s
\05 40 }1 \I :z/
N/ o o o o 7/ Mw = 953,6300
P Eos
HZN/Z\/E‘H‘S,‘/\N( /14\57/2{,}4\3;/;“\ PN /I}!‘H\u/"'\g H,n ~ /%H
63 ” ! 45 g 1( b} ” m/ H
\ 38 \ N\ 3
! u/ u// \\
\i\n }1 \22223/
/ /
HzN HoN

[M + H]* . HRMS: m/z 953,6298 [M + H]* (kalk. 953,6300)
tr (gradijent A) =17,1

H NMR (600 MHz, DMSO-de): 8 = 1,11 - 1,18 (m, 2 H, 31), 1,18 - 1,22 (m, 2 H, 40), 1,24 -
1,28 (m, 2 H, 49), 1,28 - 1,33 (m, 2 H, 58), 1,33 - 1,38 (m, 2 H, 65), 1,43 - 1,49 (m, 3 H, 48",
39", 30"), 1,49 - 1,55 (m, 12 H, 66, 57", 59, 50, 41, 30', 32), 1,56 - 1,61 (m, 1 H, 39"), 1,60 -
1,66 (m, 2 H, 57, 48'), 1,66 - 1,74 (m, 2 H, 64), 2,65 - 2,80 (m, 11 H, 67, 60, 51, 42, 33, 19"),
2,92 (dd, J= 14,1, 8,6 Hz, 1 H, 7"), 2,99 (dd, J= 13,8, 4,2 Hz, 1 H, 19'), 3,07 (dd, J= 14,1, 5,3
Hz, 1 H, 7, 3,81 (brdd, J= 11,7, 5,9 Hz, 1 H, 62), 4,15 (td, J= 7.8, 5,0 Hz, 1 H, 26), 4,17 -
4,20 (m, 1 H, 35), 4,20 - 4,25 (m, 1 H, 44), 4,29 (td, J=8,2, 5,3 Hz, 1 H, 53), 4,45 (td, J= 8.3,
53Hz, 1 H,8),4,53 (td, J= 8,8, 4,4 Hz, 1 H, 14), 7,16 - 7,18 (m, 1 H, 23), 7,18 - 7,20 (m, 1
H,4),7,19- 7,23 (m, J=2.2 Hz, 4 H, 21, 22, 24, 25), 7,23 (d, J= 7,7 Hz, 2 H, 2, 6), 7,27 (t, J
=73 Hz, 2 H,3,5),7,81-7,91 (m, 10 H, 68, 61, 52, 43, 34), 7,88 - 7,91 (m, 1 H, 15), 7,96 (br
d,J=8,1 Hz, 1 H, 27), 7,96 (br d, J= 7,3 Hz, | H, 36), 8,15 (br d, J=7,7 Hz, | H, 45), 8,22
(brd,J=3,7 Hz, 2 H, 63), 8,36 (d, J= 8,1 Hz, 1 H, 9), 8,59 (brd, J=7,3 Hz, 1 H, 54) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): = 1,11 - 1,18 (m, 2 H, 31), 1,18 - 1,22 (m, 2 H, 40), 1,24 -
1,28 (m, 2 H, 49), 1,28 - 1,33 (m, 2 H, 58), 1,33 - 1,38 (m, 2 H, 65), 1,43 - 1,49 (m, 3 H, 48",
39", 30"), 1,49 - 1,55 (m, 12 H, 66, 57", 59, 50, 41, 30', 32), 1,56 - 1,61 (m, 1 H, 39'), 1,60 -
1,66 (m, 2 H, 57', 48"), 1,66 - 1,74 (m, 2 H, 64), 2,65 - 2,80 (m, 11 H, 67, 60, 51, 42, 33, 19",
2,92 (dd, J= 14,1, 8,6 Hz, 1 H, 7"), 2,99 (dd, J = 13,8, 4,2 Hz, 1 H, 19"),

Lea Pasali¢ Doktorska disertacija



8 Eksperimentalni dio 58

3,07 (dd,J=14,1,53Hz, 1 H, 7", 3,81 (brdd, J=11,7,5,9 Hz, 1 H, 62),4,15 (td,J=7,8, 5,0
Hz, 1 H, 26), 4,17 - 4,20 (m, 1 H, 35), 4,20 - 4,25 (m, 1 H, 44), 4,29 (td, J=8,2, 5,3 Hz, 1 H,
53), 4,45 (td, J=8,3, 5,3 Hz, 1 H, 8), 4,53 (td, /= 8,8, 4,4 Hz, 1 H, 14), 7,16 - 7,18 (m, 1 H,
23),7,18-7,20 (m, 1 H, 4),7,19-7,23 (m,J=2,2 Hz,4 H, 21, 22, 24, 25), 7,23 (d, J=7,7 Hz,
2H,2,6),727(t,J=73Hz,2H,3,5), 7,81 -791 (m, 10 H, 68, 61, 52, 43, 34), 7,88 - 7,91
(m, 1 H, 15), 7,96 (brd, J=8,1 Hz, 1 H, 27), 7,96 (br d, J= 7,3 Hz, 1 H, 36), 8,15 (brd, J=
7,7 Hz, 1 H, 45), 8,22 (br d, J=3,7 Hz, 2 H, 63), 8,36 (d, /J=8,1 Hz, 1 H, 9), 8,59 (brd, J =
7,3 Hz, 1 H, 54) ppm.
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3.3.3. Heptapeptid Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Trp-Trp (R5W2)

HHz i PR //
HN= 2 HN=230 HN=40 P — .
R . \hzlﬂ \N# \/5“\ Iskoristenje: 68 %
lu/\” 18/\ 38/\ 7 ‘ I\_.IHH
J e w 7 - Cs2Hg2N240s
10 [OI. 1 e} 3 o -54
HaNT \ﬁ,r}m‘\s/ ‘NH‘R\rl’r\lel\n’“\NH'“\nﬁ’N.ﬁ"\,,/'H“\NH/H\M/,E’H Mw =1171,6820
1 T 3
o X o o 4 - l(l)
) ; .
: NH
i Wil s
_ r . 61
AN s 7;./ \\
NH; NH \ )
'l\u/

[M + H]* . HRMS: m/z 1171,6816 [M + H]* (calc. 1171,6820)
tr (gradijent A) =17,3

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10,85 (d, J = 2,5 Hz, 1H, 57), 10,79 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 68),
8,60 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 4), 8,32 (t, J = 5,6 Hz, 1H, 51), 8,20 (s, 2H, 1, 7), 8,10 8,00 (m, 2H, 10,
13), 7,97 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 16), 7,88 — 7,61 (m, 5H, 19, 24, 29, 34, 39), 7,57 (d, J = 7,9 Hz,
1H, 73), 7,51 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 62), 7,34 (d, J = 5,3 Hz, 1H, 59), 7,31 (d, J = 5,5 Hz, 1H, 70),
7,14 (d, J = 4,4 Hz, 1H, 56), 7,12 (d, J = 4,3 Hz, 1H, 67), 7,10 — 7,01 (m, 2H, 60, 71), 7,01 —
6,90 (M, 2H, 61, 72), 4,59 (q, J = 7,5 Hz, 1H, 47), 4,47 (g, J = 6,9 Hz, 1H, 53), 4,33 (q, J = 6,0
Hz, 1H, 5), 4,31 — 4,15 (m, 3H, 8, 11, 14), 3,83 (s, 1H, 2), 3,22 — 3,15 (m, 1H, 54'), 3,15 — 3,11
(m, 1H, 48'), 3,08 — 2,99 (m, 11H, 18, 23, 28, 33, 38, 54"), 2,99 — 2,88 (m, 1H, 48", 1,76 — 1,68
(m, 2H, 16), 1,66 — 1,58 (m, 4H, 21', 26", 31, 36'), 1,51 (d, J = 2985,4 Hz, 14H, 17, 21", 22,
26", 27, 31", 32, 36", 37) ppm.

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 173,15 (64), 171,35 (9, 50), 171,18 (12), 171,08 (6), 170,95
(15), 168,41 (3), 156,83 (20, 25, 30, 35, 40), 136,02 (d, J = 4.1 Hz, 58, 69), 127,36 (74), 127,24
(63), 123,68 (56, 67), 120,93 (60, 71), 118,41 (61, 72), 118,25 (73), 118,18 (62), 111,38 (59,
70), 111,24 (59, 70), 109,60 (d, J = 7,9 Hz, 49, 55), 53,27 (53), 53,16 (47), 52,38 (5), 52,15 (8,
11, 14), 51,73 (2), 40,45 (18, 23, 28, 33, 38), 29,23 (21, 26, 31, 36), 28,42 (16), 27,93 (48),
27,15 (54), 25,01 (22, 27, 32, 37), 24,08 (17) ppm.
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3.3.4. Heptapeptid Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Trp-Trp (K5W2)

61/6”\5? W -
f Iskoristenje: 62 %
HoN HoN HoN e
e e e \ N Cs2Hs2N140s
L \23 L L/
o o o T My = 1031,6513
'« : G e bt _on
”Z"/Z\ﬁ/vH)‘“/ h \ﬁ/‘thJ'/ H - G fl/
0 22 Q 32 N o
2 \23 “ \.E.J \,‘pf“\ P
m/ 34/ \ NH
; ; L/
Hol Al A
\
\m\ W/
:

[M + H]* . HRMS: m/z 1031,6514 [M + H]* (kalk. 1031,6513)
tr (gradijent A) =17,2

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10,85 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 57), 10,81 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 68),
8,58 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 4), 8,16 (d, J = 7,9 Hz, 4H, 7, 51), 8,00 (d, J =7,7 Hz, 1H, 13), 7,95 (s,
OH, 10), 7,93 (s, OH, 16), 7,56 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 73), 7,51 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 62), 7,34 (d, J =
7.8 Hz, 1H, 59), 7,32 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 70),7,12 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 56), 7,10 (d, J = 2,4 Hz,
1H, 67), 7,08 — 7,03 (m, 2H, 60,71), 6,99 — 6,94 (m, 2H, 61, 72), 4,56 (q, J = 4,7 Hz, 1H, 47),
4,45 (s, 1H, 53), 4,33-4,26 (m, 1H, 5), 4,25 — 4,21 (m, 1H, 8), 4,21 — 4,18 (m, 1H, 14), 4,18 —
4,15 (m, 1H,11, 14), 3,79 (t, J = 6.6 Hz, 1H, 2), 3,16 (dd, J = 14,7, 6,0 Hz, 1H, 54", 3,12 (dd, J
=14.4, 3,3 Hz, 1H, 48), 3,07 (dd, J = 14,7, 7,0 Hz, 1H, 54"), 2,95 (dd, J = 14,9, 8,4 Hz, 1H,
48"), 2,79 — 2,64 (m, 10H, 20, 25, 30, 35, 40), 1,70 — 1,65 (m, 2H, 17", 17"),1,66 — 1,60 (M, 4H,
22', 27", 32", 37), 1,58 — 1,47 (m, 10H, 19, 24, 29, 34, 39), 1,49 — 1,42 (m, 4H, 22", 27", 32",
38, 1,40 — 1,33 (m, 2H, 18', 18"), 1,31 — 1,12 (m, 8H, 23, 28, 33, 38', 38") ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 173,21 (64), 171,45 (9), 171,27 (15),171,21 (12), 171,14
(15, 50), 171,11 (6), 168,56 (3), 136,03 (d, J = 4,4 Hz, 58,69), 127,37 (63, 74), 123,64 (56, 67),
120,87 (d, J = 5,0 Hz, 60, 71), 118,36 (61, 72), 118,24 (73), 118,15 (62), 111,31 (d, J = 14.6
Hz, 59, 70), 109,77 (49,55), 53,33 (47, 53), 52.49 (5), 52.43 (11), 52.34 (14), 52.23 (8), 51.84
(2),38.54 (d, J = 23.2 Hz, 20, 25, 30, 35, 40), 31.35 (22, 27, 32, 37), 30.55 (17),

27.84 (48), 27.19 (54), 26.86 — 26.16 (m, 19, 24, 29, 34, 39), 22.17 (d, J =25.2 Hz, 23, 28, 33,
38), 21.08 (18) ppm.
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3.3.5. Heptapeptid Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-lle-lle (R512)

NH, NH, . NH;
7 - / .
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NH NH
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[M + H]* . HRMS: m/z 1025,6915 [M + H]* (calc. 1025,6915)
tr (gradijent A) =17,4

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,58 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 4), 8,15 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 7), 8,05
(d, J = 7,9 Hz, 1H, 13), 8,02 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 10), 7,90 (s, 1H, 49), 7,86 (s, 1H, 60), 4,32 —
4,29 (M, 1H, 5), 4,28 — 4,26 (M, 1H, 14), 4,26 — 4,23 (m, 1H, 11), 4,24 — 4,18 (m, 2H, 8, 46),
4,10 (t, J =7,2 Hz, 1H, 51), 3,78 (t, J = 6,5 Hz, 1H, 2), 2,80 — 2,68 (M, 10H, 19, 24, 29, 34, 39),
1,81 — 1,75 (m, 1H, 52), 1,76 — 1,70 (m, 1H, 47), 1,71 — 1,66 (m, 2H, 16), 1,66 — 1,59 (m, 4H,
21', 26', 31", 36"), 1,57 — 1,49 (m, 10H, 18, 23, 28, 33, 38), 1,50 — 1,45 (m, 4H, 21", 26", 31",
36", 1,45 - 1,37 (m, 2H, 56", 58"), 1,38 — 1,33 (m, 2H, 17", 17"), 1,36 — 1,21 (m, 8H, 22",

22" 27" 27", 32", 32", 37", 37"), 1,21 — 1,12 (m, 1H, 58", 1,11 — 1,02 (m, 1H, 56'), 0,86 — 0,83
(m, 6H, 61, 62), 0,83 (t, J = 7,4 Hz, 3H, 59), 0,80 (t, J = 7,4 Hz, 3H, 57) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 171,25 (12), 171,22 (9), 171,13 (15), 170,95 (6), 168,40 (3),
156,88 (d, J = 5,4 Hz, 20, 25, 30, 35, 40), 56,84 (46), 56,60 (51), 52,48 — 51,99 (m, 5, 8, 11,
14), 51,76 (2), 40,50 (18, 23,28, 33, 38), 36,78 (47), 36,29 (52), 29,20 (d, J = 18,7 Hz, 21, 26,
31, 36), 28,46 (16), 25,43 — 24,60 (M, 22, 27, 32, 37), 24,10 (17, 56, 58), 15,52 (62), 15,22 (61),
11,34 (59), 10,98 (57) ppm.
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3.3.6. Heptapeptid Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-lle-1le (K5I12)

HoN HoN HoN CHy Iskoriétenje: 65 %
19 D J\'J ¥
/ / / o)
{ { & i, /\J Ca2HgsN120g
/V 42 }- 44 )- 50 o 51
\; . (0] nc le] %, 6} | MW = 885,6608
L NH_ G e UNH i e NH Jl_\ - OH
U LU T
9 3\\:‘ 9 (I\7 l|7 lcl)
/ / VAN
) \ e
7 / ' ‘
HoN HoN

[M + H]* . HRMS: m/z 885,6608 [M + H]* (calc. 885,6608)
tr (gradijent A) =17,3

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,58 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 4), 8,15 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 7), 8,05
(d, J = 7,9 Hz, 1H, 13), 8,02 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 10), 7,90 (s, 1H, 49), 7,86 (s, 1H, 60), 4,32 —
4,29 (M, 1H, 5), 4,28 — 4,26 (M, 1H, 14), 4,26 — 4,23 (m, 1H, 11), 4,24 — 4,18 (m, 2H, 8, 46),
4,10 (t, J =7,2 Hz, 1H, 51), 3,78 (t, J = 6,5 Hz, 1H, 2), 2,80 — 2,68 (m, 10H, 19, 24, 29, 34, 39),
1,81 — 1,75 (m, 1H, 52), 1,76 — 1,70 (m, 1H, 47), 1,71 1,66 (m, 2H, 16), 1,66 — 1,59 (m, 4H,
21', 26', 31", 36"), 1,57 — 1,49 (m, 10H, 18, 23, 28, 33, 38), 1,50 — 1,45 (m, 4H, 21", 26", 31",
36", 1,45 — 1,37 (m, 2H, 56", 58"), 1,38 — 1,33 (m, 2H, 17', 17"), 1,36 — 1,21 (m, 8H, 22", 22",
27', 27", 32, 32", 37", 37"), 1,21 — 1,12 (m, 1H, 58", 1,11 — 1,02 (m, 1H, 56, 0,86 — 0,83 (m,
6H, 61, 62), 0,83 (t, J = 7,4 Hz, 3H, 59), 0,80 (t, J = 7,4 Hz, 3H, 57) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 5 172,94 (53), 171,39 (15), 171,30 (9), 171,16 (12), 171,13
(6, 12), 170,90 (48), 168,70 (3), 56,82 (46), 56,66 (51), 52,49 (5), 52,37 (8, 14), 52,21 (11),
51,91 (2), 38,63 (d, J = 5,5 Hz,24, 29, 34, 39), 38,48 (19), 36,70 (47, 52), 36,39 (52), 31,47 (d,
J=27,3Hz, 21, 26, 31, 36), 30,64 (16), 27,08 — 26,05 (m, 18, 23, 28, 33, 38), 24,68 (58), 24,11
(56), 22,48 — 22,05 (m, 22, 27, 32, 37), 21,11 (17), 15,56(62), 15,27 (61), 11,32 (59), 10,98 (57)
ppm.
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3.4. Priprema liposoma

Za pripremu liposoma koristena su tri strukturno razli¢ita lipida: 1,2-palmitoil-sn-glicero-3-
fosfokolin (DPPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serin (DPPS) i 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfoglicerol (DPPG) (Slika 24). Ishodisne otopine lipida pripremljene su otapanjem
100 mg svakog lipida u 10 mL kloroforma (y = 10 mg mL"!; ¢(DPPC) = 0,0135 mol dm,
¢(DPPS) = 0,0132 mol dm~3, ¢(DPPG) = 0,0134 mol dm™), te su koristene za daljnju pripremu

liposoma.

a)
0 2
/\/\/\/\/\/\/\.)!\ —P~
O/Y\O 7 O\/\T<

\/\/\/\/\/\/\/\Kd H 9

b)

Slika 24. Strukture: a) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DPPC), b) 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserin (DPPS) i c) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol (DPPG)

Liposomi su pripremljeni metodom hidratacije tankog lipidnog filma. Odgovarajuéa koli¢ina
ishodi$ne otopine pipetirana je u okrugle tikvice, a kloroform je uklonjen isparavanjem pomocu
rotacijskog isparivaca. Na stijenkama tikvice formirao se tanki lipidni film koji je zatim
resuspendiran u fosfathom puferu (PB). Vodena otopina PB-a ionske jakosti Ic = 100 mmol
dm™ pripremljena je iz komercijalno dostupnih soli — dinatrijevog hidrogenfosfata, bezvodnog
(Na2HPO4, >99 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska) i natrijevog dihidrogenfosfata (NaH2POa, p.a.,
Kemika) — otopljenih u Milli-Q vodi, te titrirana svjeze pripremljenom otopinom natrijeva
hidroksida (NaOH, T.T.T., p.a.) iste ionske jakosti (Ic = 100 mmol dm~) do postizanja pH
=7,4.
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Suspenzije liposoma pripremljene su u ciklusima od tri koraka: mehani¢kim mijeSanjem na
vorteks mijesalici te naizmjeni¢nim uranjanjem tikvica u vruéu i ledenu kupelj.*®° Pripremljena
su dva razlic¢ita modelna sustava liposoma: eukariotski (EU; DPPC + DPPS, 90:10 mnozinski
omjer) i prokariotski model (PRO; DPPC + DPPG, 90:10 mnozinski omjer), koji predstavljaju
modele eukariotskih i prokariotskih plazmatskih membrana (slika 25). Nakon toga, u lipidne
suspenzije dodani su sintetizirani peptidi (R5F2, K5F2, R5W2, K5W2, R512, K5I2) u
molarnom omjeru 1:30 (peptid:lipid).?! Tako dobiveni multilamelarni liposomi sa i bez peptida
najmanje su 31 put potisnuti kroz ekstruder s grija¢im blokom (Avanti® Mini Extruder) kroz
polikarbonatne membrane veli¢ine pora 100 nm i uz pomo¢ potpornih filtera od 10 mm, pri
temperaturi viSoj od temperature glavnog faznog prijelaza koristenih lipida, kako bi se dobili

unilamelarni liposomi.

a) b)

pC PC

! T
® es \ ®

o o

Slika 25. Shematski prikaz modelnih plazma mambrana: a) eukariota i b) prokariota
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3.5. DLSIELS

Raspodjela velicina LUV-ova odredena je tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl.
dynamic light scattering, DLS) pomocu spektrofotometra za korelaciju fotona (Zetasizer Nano
ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) opremljenog zelenim laserom valne duljine 532
nm. Prosjeéni hidrodinamicki promjer (dn) definiran je kao vrijednost na maksimumu vrha
signala raspodjele volumena Cestica. Svi navedeni rezultati predstavljaju prosjek Sest mjerenja
provedenih pri temperaturi od 25 °C.

Zeta-({-) potencijal odreden je metodom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (engl.
electrophoretic light scattering, ELS) koriste¢i preklopnu kapilarnu ¢éeliju za mjerenje (-
potencijala (Panalytical Folded Capillary Zeta Cell, Malvern). Vrijednosti {-potencijala
izraCunate su iz izmjerene elektroforetske mobilnosti prema Henryjevoj jednadzbi primjenom
Smoluchowskijeve aproksimacije. Mjerenja su ponovljena tri puta. DLS i ELS podaci obradeni
su pomocu softvera Zetasizer, verzija 7.13 (Malvern Instruments). Sve suspenzije analizirane

su pri koncentraciji od 5 mg mL™,

3.6. Razlikovno-pretrazna kalorimetrija

Eksperimenti razlikovno-pretrazne kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry, DSC)
provedeni su na mikrokalorimetru Nano-DSC (TA Instruments, New Castle, DE, SAD).
Koncentracija liposoma s/bez peptida koristena za mjerenja iznosila je 5 mg mL™!. Sve
suspenzije bile su prethodno degazirane pod vakuumom (0,64 bara; 10 minuta). Mjerenja su
provedena pri brzini zagrijavanja od 1 °C min!, u duplikatima, kroz dva ponovljena ciklusa
zagrijavanja i hladenja, u temperaturnom rasponu od 20 do 60 °C. Fosfatni pufer (PB), koji je
koriSten kao referenca, ispitan je u temperaturnom rasponu od 10 do 90 °C. Analiza podataka
dobivenih tijekom drugog ciklusa zagrijavanja (bez utjecaja toplinske povijesti)®® provedena je
koristenjem softverskog paketa Nano Analyze (TA Instruments). Nakon oduzimanja referentne
DSC krivulje (PB) od krivulja uzoraka (drugo zagrijavanje), dobivene krivulje su korigirane u
odnosu na baznu liniju i analizirane u temperaturnom podrucju od 30 do 52 °C. Temperature
faznih prijelaza — pretprijelaz (Tp) i glavni fazni prijelaz (Tm) — odredene su iz maksimuma
odgovarajucih krivulja (Tpsm i Trm,m). DSC krivulje peptida
R5F2/K5F2/R5W2/K5W2/R512/K512 u PB zabiljezene su pod istim eksperimentalnim
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uvjetima kako bi se potvrdilo da peptidi ne pokazuju termotropna zbivanja u ispitivanom

temperaturnom rasponu.

3.7. Temperaturno-ovisna UV-Vis spektroskopija

Temperaturno-ovisni UV-Vis spektri izmjereni su pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra Cary 60
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD) u spektralnom rasponu od 250 do 500
nm. Uzorci koncentracije y = 1 mg mL™ su pipetirani u kvarcne kivete volumena 1 mL,
zacepljeni I postavljeni u temperaturno kontrolirani drza¢ kiveta. Spektri lipidnih suspenzija u
odsutnosti/prisutnosti peptida snimljeni su najmanje dva puta u temperaturnom rasponu od 30
do 52 °C. Dobiveni spektri izgla¢ani su metodom najmanjih kvadrata, Savitzky-Golay
metodom (polinom 3. stupnja i 10 to¢aka)'®! te analizirani u spektralnom podru¢ju od 250 do
300 nm primjenom visedimenzionalne analize krivulja (eng. multivariate curve analysis,
MCA), koristenjem javno dostupnog Matlab koda.'® Prikupljeni spektri mogu se prikazati u
obliku matrice (D) kao umnozak dviju matrica: jedne koja predstavlja koncentracijski profil
(C) komponente koja obuhvaca svu temperaturno-ovisnu varijabilnost u spektrima, i druge koja
predstavlja njezin spektralni profil (S): D = CST + E, pri ¢emu E predstavlja matricu reziduala

koji nisu objasnjeni CST umnogkom. %1%

3.8. FTIR-ATR spektroskopija

FTIR spektri snimani su za sljedece uzorke: suspenzije EU i PRO modelnih sustava u odsutnosti
I prisutnosti kationsko-hidrofobnih peptida R5F2, K5F2, RSW2, KSW2, R512 i K512, za Ciste
peptide te za pufer (PB). Snimani su pomocu FTIR spektrometra Invenio-S (Bruker),
opremljenog fotonaponskim LN-MCT detektorom i jedinicom BioATR Il. Rije¢ je o kruznoj
ATR jedinici radijusa 2 mm, koja se temelji na tehnologiji dvostrukog kristala, pri ¢emu je
gornji ATR kristal izraden od silicija (Si), a donji od cinkovog selenida (ZnSe). Unutra$njost
ATR ¢elije kontinuirano se propuhuje dusikom (N2) iz vanjskog spremnika, a temperatura ¢elije
kontrolira se pomocu vanjske cirkuliraju¢e vodene kupelji (Huber Ministat 125).

Suspenzije PRO i EU sustava sa i bez peptida snimane su pri koncentraciji od 5 mg
mL"!, dok su spektri &istih peptida snimani pri koncentraciji od 1 mg mL™!. Za svako mjerenje,
30 uL uzorka pipetirano je izravno na ATR kristal. Za svaku suspenziju provedena su najmanje
tri neovisna punjenja ATR celije, dok je za referentnu otopinu (pufer) provedeno jedno

mjerenje. Sva mjerenja provedena su na dvije temperature, 30 i 50 °C, kako bi se suspenzije
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snimile u Lg i u Le. U svim mjerenjima koristen je zrak kao pozadinski spektar. Svi spektri
prikupljeni su pri nominalnoj razlug¢ivosti od 2 cm™!, uz 256 snimaka, koristenjem programa
OPUS 8.5 SPI (20200710). Spektri su obradeni u programu Spectragryph.8

Osim navedenih tehnika koje su se koristile za karakterizaciju interakcije peptida s modelnim
membranama, provedena su i preliminarna bioloSka ispitivanja antimikrobne aktivnosti.
Minimalna inhibitorna koncentracija (engl. minimal inhibitory concentration, MIC)
sintetiziranih kationsko-hidrofobnih heptapeptida odredena je standardnom metodom serijskog
razrjedenja u bujonu u mikrotitarskim plo¢ama.'8 Rezultati preliminarnih ispitivanja se nalaze
u Dodatku 8.4.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41. DLSIELS

Rezultati DLS mjerenja (slika 26) pokazuju da sustavi DPPC+DPPS (EU) i DPPC+DPPG
(PRO) formiraju stabilne i relativno homogene LUV-ove, pri ¢emu su LUV-ovi EU sustava
nesto manjih dimenzija i s izraZenijim negativnim ¢-potencijalom u odnosu na LUV-ove PRO
sustava. Dodavanje peptida rezultiralo je razli¢itim promjenama u veliini Cestica i
povrsinskom naboju, ovisno o vrsti peptida i sastavu membrane. U EU sustavu svi peptidi osim
R5I2 kre¢u se u rasponu do = 130 nm, dok su u PRO sustavu veéi promjeri (>150 nm)
zabiljezeni kod K5F2, K512 i posebno R512, kod kojeg je prosjek vec¢i od 220 nm, uz visoku
PdI (od engl. polydispersity index) vrijednost, $to upucuje na smanjenu homogenost populacije
vezikula. Vecina sustava imala je PdI < 0,20, $to ukazuje na homogenu populaciju, s iznimkom
K5W2 u EU i R512, K512 u PRO sustavu, kod kojih su vrijednosti PdI bile znatno povisene.

{-potencijali potvrdili su negativan povrSinski naboj svih sustava. U EU sustavu
dodavanje kationskih peptida u veéini je slucajeva dovelo do smanjenja negativnog naboja, pri
¢emu je ucinak bio izrazeniji kod K-peptida. Izuzetak su peptidi koji sadrze triptofan (R5W2 i
K5W?2) koji su uzrokovali znatno negativnije vrijednosti u odnosu na kontrolu, $to sugerira da
je rije¢ o znatno stabilnijm sustavima. Nasuprot tome, u PRO sustavu veéina peptida uzrokovala
je porast negativnog naboja u odnosu na kontrolnu membranu, pri ¢emu je taj ucinak bio
posebno izrazen kod peptida s triptofanom. Iznimke su R5F2 i R512, kod kojih je negativni
naboj bio smanjen ili gotovo neutraliziran. Rezultati mjerenja svih sustava nalaze se u dodatku
8.2.
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Slika 26. Veli¢ina LUV-ova iskazana kao du i {-potencijal: a) EU +
R5F2/K5F2/R5W2/K5W2/R512/K512 i b) PRO £+ R5F2/K5F2/R5W2/K5W2/R512/K512
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4.2. Termotropna svojstva modelnih eukariotskih i prokariotskih
membrana u prisutstvu kationsko-hidrofobnih peptida

Termotropna svojstva modelnih membrana EU i PRO sustava ispitana su razlikovno-
pretraznom kalorimetrijom i temperaturno-ovisnom UV-Vis spektroskopijom. Spomenute
lipidne smjese su istrazene U odsutnosti i prisutnosti kationsko-hidrofobnih heptapeptida R5F2,
K5F2, R5W2, K5W?2, R5I2 i K5I2. Budu¢i da sve lipidne suspenzije pokazuju zamuéenje
ovisno o temperaturi, UV-Vis spektri snimani su kao funkcija temperature (slika 27).
Temperature glavnog faznog prijelaza (Tm) i pretprijelaza (Tp) odredene UV-Vis tehnikom
usporedene su s vrijednostima dobivenima pomoc¢u DSC.

Cilj je bio ispitati na koji nacin razlike u kemijskoj prirodi pozitivno nabijenih bo¢nih
lanaca (arginin/lizin), kao i vrsta hidrofobne aminokiseline (fenilalanin, triptofan ili izoleucin)
u kombinaciji s vrstom anionskog lipida (DPPG/DPPS), utje¢u na termotropna svojstva

membranskog dvosloja.

a) b)

Apsorbancija
Apsorbancija

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 250 255 2600 265 270 275 280 285 200 295 300

Valna duljina / nm Valna duljina / nm

Slika 27. Primjer temperaturno-ovisnih UV-Vis spektara a) EU sustav (svijetlozeleni/
maslinasto zeleni spektar za 30/52 °C) i b) PRO sustav (svijetlocrveni/tamnocrveni spektar za
30/52 °C)
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4.2.1. Termotropna svojstva modelnih eukariotskih i prokariotskih membrana

Najprije su izmjereni sustavi EU i PRO modelnih membrana bez dodatka peptida. Ovi sustavi
koriSteni su kao reference s ciljem prac¢enja promjene u faznim prijelazima izazvane prisutnos$¢u

razli¢itih peptida.

a)

uls

Protok topline

e AL AR A B L AL AR S
300 032 34 36 38 40 42 44 46 48 50 S2 300032 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
% T/°C

Slika 28. DSC krivulje i koncentracijski profili normirane (prve) glavne komponente dobiveni
temperaturno ovisnom UV-Vis spektroskopijom, prikazani zajedno s dvostrukim
Boltzmannovim sigmoidalnim prijelazom: a) EU sustav (tamnozelena krivulja prikazuje DSC
trag, a svijetlozelena krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka (puna linija) uz
odgovarajuci dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija), b) PRO sustav (smeda krivulja
prikazuje DSC trag, a narancasta projekciju UV-Vis podataka pomo¢u MCA (puna linija) s

odgovarajuc¢im dvostrukim Boltzmanovim profilom (isprekidana linija)

Iz DSC mjerenja u oba sustava uocen je glavni fazni prijelaz pri temperaturi (Tm) izmedu 40 i
42°C® dok se Tp ocituje tek kao blago odstupanje od bazne linije.®* Prema prijasnjim
saznanjima, ovakav oblik DSC krivulje o¢ekivan je za LUV-ove sastavljene pretezno od PC-
lipida, koji tijekom zagrijavanja prolaze kroz valovitu fazu.®*1858 Konkretno, u LUV
sustavima priredenima od DPPC uz dodatak lipida DPPG u molarnom udjelu od 5 %,
pretprijelaz je jedva primjetan, dok se glavni prijelaz pojavljuje kao Siroki signal s dva
preklapaju¢a maksimuma (Tm, 12), $t0 je objasnjeno kao razdvajanja promjene u zakrivljenosti
(prvi maksimum; Tm 1) i stanjenja lipidnog dvosloja (drugi maksimum; Tm2). U modelnom PRO
sustavu Tm je blago nizi u odnosu na EU sustav, §to upucuje na to da razliciti anionski lipidi
doprinose razli¢itoj stabilnosti lipidnog dvosloja. Eksperimentalno odredene temperature faznih
prijelaza (Tp 1 Tm) za EU i PRO sustave prikazane su u Tablici 2. Stabilizacija u modelnom EU

sustavu vjerojatno proizlazi iz ja¢ih medulipidnih interakcija, pri ¢emu serinska skupina lipida
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DPPS omogucuje dodatnu stabilizaciju kroz uspostavu vodikovih veza i elektrostatskih
interakcijal®’, a ¢ega nema kod lipida DPPG.

Temperaturno-ovisna UV-Vis mjerenja analizirana MCA metodom pokazala su da
koncentracijski profili oba sustava bez peptida imaju karakteristi¢an sigmoidalni oblik s jednom
tockom infleksije. Dobivene vrijednosti Tm za EU i PRO sustave praktic¢ki su identi¢ne, §to
ukazuje na to da s aspekta promjene zamucenosti lipidnog dvosloja ne postoje znacajne razlike

izmedu ta dva sustava.

Tablica 2. Temperature faznih prijelaza EU i PRO sustava odredene iz maksimuma DSC
krivulja (Tp 1 Tm za pretprijelaz i glavni fazni prijelaz), te iz tocaka infleksije koncentracijskih

profila dobivenih multivarijatnom analizom krivulja (MCA; Tp i Tm)

DSC UV-Vis
Sustav
Tp/°C Tm, 102)/ °C Tp/ °C Tm, 102/ °C
EU ~37 416 +0,1 n.o. 41, 7+0,4
40,0+ 0,1
PRO ~33,2 n.o. 415+0,3
40,6 + 0,1

n.o. obiljezava da nije opazeno, ~ 0dnosi se na procjenu odstupanja od bazne linije
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4.2.2. Eukariotske i prokariotske membrane u prisutnosti R5F2 i K5F2 peptida

Dodavanje peptida R5F2 i K5F2 mijenja termotropna svojstva modelnih EU i PRO sustava,
ovisno o prirodi kationske skupine (arginin/lizin) i tipu anionskog lipida (DPPS/DPPG).
Odgovarajuée temperature faznih prijelaza dobivene iz DSC i UV-Vis mjerenja prikazane su u
Tablici 3.
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Slika 29. DSC krivulje i koncentracijski profili (prve) glavne komponente dobiveni
temperaturno ovisnom UV-Vis spektroskopijom, prikazani zajedno s dvostrukim
Boltzmannovim sigmoidalnim prijelazom: a) EU + R5F2 (tamnosiva krivulja prikazuje DSC
trag, svijetlosiva krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka (puna linija) uz odgovarajuéi
jednostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija); b) PRO + R5F2 (tamnozuta krivulja
prikazuje DSC trag, a svijetlozuta krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka (puna linija)
uz odgovaraju¢i jednostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija); ¢) EU + K5F2
(tamnoplava krivulja prikazuje DSC trag, a svijetloplava krivulja prikazuje projekciju UV-Vis
podataka (puna linija) uz odgovarajuc¢i dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija); d)
PRO + K5F2 (tamnoruzi¢asta krivulja prikazuje DSC trag, a svijetloruzicasta krivulja prikazuje
projekciju UV-Vis podataka pomocu MCA (puna linija) uz odgovaraju¢i jednostruki

Boltzmannov profil (isprekidana linija)
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U modelnom EU sustavu DSC krivulja u prisutnosti peptida R5F2 pokazuje slabije izrazen
signal na polozaju o¢ekivanog Tp te Siroki signal koji odgovara glavhom faznom prijelazu LUV-
ova sastavljenih od DPPC i DPPS lipida. Prisutnost RSF2 odituje se snizenjem Tp i Tm
vrijednosti te Sirenjem glavnog prijelaza, $to ukazuje na stabilizaciju fluidne faze lipidnog
dvosloja.l9%188 MCA primijenjena na temperaturno-ovisnim UV-Vis spektrima biljezi
diskontinuiranu promjenu zamucenosti pri temperaturi koja se podudara s Tm vrijednoséu
utvrdenom pomocu tehnike DSC (slika 29 a).

U modelnom PRO sustavu, R5F2 takoder dovodi do snizenja Tm i Stabilizacije fluidne
faze, dok pretprijelaz nije vidljiv iz podataka dobivenih DSC i UV-Vis tehnikama (slika 29 b).

Za razliku od RS5F2, dodatak peptida K5F2 u oba sustava rezultira izraZenijim
pretprijelazom, S$to je vidljivo u rezultatima dobivenim tehnikama DSC te UV-Vis
spektroskopije. Glavni fazni prijelaz pritom pokazuje razlike izmedu sustava: u PRO modelu
Tm je moguce odrediti samo vizualnom procjenom tocke infleksije koncentracijskog profila
jedne komponente na koju su projicirani temperaturno-ovisni UV-Vis spektri (slika 29 d), dok
se u EU modelu na DSC krivulji uo¢avaju dva nerazlu¢ena maksimuma (slika 29 c). Sli¢nost
Tm vrijednosti dobivenih DSC-om i onih procijenjenih UV-Vis tehnikom sugerira da K5F2
djeluje na dva nacina: i) pojacava amplitudu povrSinskih valova, §to je povezano s izrazenijim
Tp signalom, te ii) povecava krutost membrane, §to se o€ituje u povisenju Tm u odnosu na ¢iste
sustave. lako DSC sam po sebi ne mjeri mehanicka svojstva membrane, poznato je da vise Tm

vrijednosti koreliraju s poveéanom kruto$éu lipidnog dvosloja.'®

Tablica 3. Temperature faznih prijelaza EU/PRO + R5F2/K5F2 sustava odredene iz
maksimuma DSC krivulja (T, i Tm za pretprijelaz i glavni fazni prijelaz), te iz to¢aka infleksije

koncentracijskih profila dobivenih multivarijatnom analizom krivulja (MCA; Tp i Tm)

DSC UV-Vis
Sustav
Tp/°C Tm, 102/ °C Tp/ °C Tm, 102/ °C
EU + R5F2 ~ 34,0 40,8+0,1 n. o. 395+04
356+0,1 42,0+0,1 350+1,0 ~415

PRO + R5F2 359+ 0,1 41,8+0,1 n. o. 41,0+0,3
41,4+0,1

PRO +K5F2 36,0+0,1 34,0+20 41,2+04
42,2+0,1

n.o. - nije opazeno, =~ 0dnosi se na procjenu odstupanja od bazne linije
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4.2.3. Eukariotske i prokariotske membrane u prisutnosti R5W2 i KSW2 peptida

Dodavanje R5W2 i K5W?2 peptida dovodi do promjena u termotropnim svojstvima modelnih

EU i PRO membrana, no ti su uéinci op¢enito manji u odnosu na R5F2 i K5F2 peptide.

a)

b) ;

topline
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Slika 30. DSC krivulje i koncentracijski profili (prve) glavne komponente dobiveni
temperaturno ovisnom UV-Vis spektroskopijom, prikazani zajedno s jednostrukim ili
dvostrukim Boltzmannovim sigmoidalnim prijelazom: a) EU + R5W2 (tamnoljubicasta
krivulja prikazuje DSC trag, a svijetloljubicasta krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka
(puna linija) uz odgovarajuci dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija) ; b) PRO +
R5W?2 (tamnonarancasta Krivulja prikazuje DSC trag, a svijetlonarancasta krivulja prikazuje
projekciju UV-Vis podataka (puna linija) uz odgovaraju¢i dvostruki Boltzmannov profil
(isprekidana linija); c) EU + K5W2 (crna krivulja prikazuje DSC trag, a siva krivulja prikazuje
projekciju UV-Vis podataka (puna linija) uz odgovaraju¢i dvostruki Boltzmannov profil
(isprekidana linija)); d) PRO + K5W2 (tamnocrvena krivulja prikazuje DSC trag, a
svijetlocrvena krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka pomo¢u MCA (puna linija) uz

odgovarajuci dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija)

Prisutnost R5W2 peptida u modelnom EU sustavu ocituje se malim snizenjem
temperature pretprijelaza (Ty), dok je temperatura glavnog prijelaza (Tm) gotovo ista kao i u

sustavu bez peptida. Promjene zabiljezene UV-Vis spektroskopijom takoder su vrlo slabe, sto
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ukazuje na ogranicen utjecaj peptida na termotropna svojstva membrane (slika 30 a). K5W2
pokazuje sli¢an ucinak, pretprijelaz ostaje izrazen, a glavni prijelaz stabilan (slika 30 c). UV-
Vis podaci upucuju na nesto izrazeniju promjenu u prisutnosti KSW2 u odnosu na R5W?2.

U modelnom PRO sustavu, prisutnost RSW2 peptida rezultira malim snizenjem Ty i T
vrijednosti. UV-Vis spektroskopija pokazuje diskretne promjene u odnosu na Cisti sustav, §to
dodatno potvrduje ograniCen ucinak peptida na stabilnost membrane (Slika 30 b). K5EW2
uzrokuje izraZenije snizenje Tp u usporedbi s R5W2, dok ostali parametri ostaju relativno
stabilni (slika 30 d).

Slabiji utjecaj peptida koji sadrze triptofan u odnosu na njihove fenilalaninske analoge
u skladu je s dosadasnjim literaturnim spoznajama. Triptofan se preferencijalno lokalizira
izmedu vodenog okolisa i lipidnog dvosloja, gdje ostvaruje n—kationske i vodikove veze s
fosfatnim glavama lipida, ali ne prodire dublje u hidrofobnu jezgru membrane.!*® Ovakvo
povrsinsko usidrenje omoguéuje adsorpciju peptida uz ocuvanje strukturne organizacije
dvosloja, sto moze objasniti minimalan utjecaj R5W2 i KSW?2 peptida na termotropna svojstva
modelnih EU i PRO membrana.

Tablica 4. Temperature faznih prijelaza EU/PRO + R5W2/K5W?2 sustava odredene iz
maksimuma DSC krivulja (Tp i Tm za pretprijelaz i glavni fazni prijelaz), te iz to¢aka infleksije

koncentracijskih profila dobivenih multivarijatnom analizom krivulja (MCA; Tp i Tm)

DSC UV-Vis
Sustav
Tp/ °C Tm, 1(/2)/ °C Tp/ °C Tm, 1(/2)/ °C
41,2+0,1
EU + R5W2 ~ 35,2 35,2+0,9 ~41,8
42,0+£0,1
415+0,1
~ 35, 2 33,4+£0,5 39,0+£1,0
42,0+£0,1
41,1+0,1
PRO + R5W?2 36,0+0,1 34,0+20 ~41,6
419+0,1
414+0,1
PRO +K5W?2 ~ 34,3 31,6+0,2 ~41,5
419+0,1

~ odnosi se na procjenu odstupanja od bazne linije
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4.2.4. Eukariotske i prokariotske membrane u prisutnosti R512 i K512 peptida

Dodavanje R512 i K512 peptida uzrokuje odredene promjene u termotropnim svojstvima EU i
PRO modelnih sustava, pri ¢emu su ucinci izraZeniji u usporedbi s triptofanskim analozima, ali
I dalje manji u odnosu na peptide s fenilalaninom. Odgovarajuce temperature faznih prijelaza

dobivene iz DSC i UV-Vis mjerenja prikazane su u Tablici 5.

a) : s b)
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Slika 31. DSC krivulje i koncentracijski profili (prve) glavne komponente dobiveni
temperaturno ovisnom UV-Vis spektroskopijom, prikazani zajedno s jednostrukim ili
dvostrukim Boltzmannovim sigmoidnim prijelazom: a) EU + R512 (maslinasto zelena krivulja
prikazuje DSC trag, a zelena krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka (puna linija) uz
odgovarajuc¢i dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija) ; b) PRO + R5I2 (ruzicasta
krivulja prikazuje DSC trag, a svijetloruzicasta krivulja prikazuje projekciju UV-Vis podataka
(puna linija) uz odgovaraju¢i dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija); c) EU + K512
(tirkizna krivulja prikazuje DSC trag, a svijetlotirkizna krivulja prikazuje projekciju UV-Vis
podataka (puna linija) uz odgovarajué¢i dvostruki Boltzmannov profil (isprekidana linija); d)
PRO + K5I2 (tamnocrvena krivulja prikazuje DSC trag, a svijetlocrvena krivulja prikazuje
projekciju UV-Vis podataka pomocu MCA (puna linija) uz odgovaraju¢i dvostruki
Boltzmannov profil (isprekidana linija).
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U modelnom EU sustavu prisutnost peptida R5I2 uzrokuje malo snizenje temperature
pretprijelaza (Tp), dok je glavni prijelaz (Tm) nepromijenjen. UV-Vis podaci potvrduju snizenje
Tp 1 Tm vrijednosti (slika 31 a); K5I2 pokazuje nesto izrazeniji uéinak: pretprijelaz u DSC-u i
UV-Vis-u zadrzava se, ali dolazi do manjeg pomaka Tm vrijednosti te pojave dvostrukog
maksimuma u DSC-u, $to moze ukazivati na oCuvanje razdvajanja promjene u zakrivljenosti
(prvi maksimum) i stanjenja lipidnog dvosloja (drugi maksimum). Unato¢ tim promjenama,
ukupna strukturna stabilnost dvosloja ostaje o¢uvana (slika 31 c).

U PRO sustavu R5I2 peptid uzrokuje lagano snizenje Tp i Tm Vvrijednosti u odnosu na
Cisti sustav, pri ¢emu se podaci dobiveni iz UV-Vis mjerenja podudaraju s DSC rezultatima
(slika 31 b). K512 pokazuje sli¢an obrazac djelovanja: malo snizenje T, te zadrZavanje glavnog
prijelaza, ali uz nesto izraZeniji ucinak na zamucenost membrane, $to mozZe ukazivati na

povecanu interakciju s povrsinskim slojevima dvosloja (slika 31 d).

Tablica 5. Temperature faznih prijelaza EU/PRO + R512/K512 sustava odredene iz maksimuma
DSC krivulja (Tp i Tm za pretprijelaz i glavni fazni prijelaz), te iz toCaka infleksije

koncentracijskih profila dobivenih multivarijantnom analizom krivulja (MCA; Tp i Tm)

DSC UV-Vis
Sustav
Tp/ °C Tm, 102/ °C Tp/°C Tm, 102)/ °C
~ 35,7 41,2+0,1 359+0,3 422 +0,2
41,3+0,1
~ 38,5 39,8+0,2 420+0,2
423 +0,1
41,2+0,1
~ 33,5 33,2+0,3 410+1,0
41,7+0,1
411+0,1
PRO +K5I12 ~ 33,8 34,2+0,3 376+0,7
41,7+0,1

~ odnosi se na procjenu odstupanja od bazne linije
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43. FTIR-ATR

Osim proucavanja utjecaja peptida na termotropna svojstva modelnih EU i PRO membrana,
ispitivana je i interakcija peptida s lipidnim membranama na molekulskoj razini koristeéi FTIR-
ATR spektroskopiju kako bi se dobio uvid u promjene uredenja. Cilj je bio utvrditi eventualne
promjene u uredenju lipidnog dvosloja uslijed adsorpcije peptida na njihovu povrsinu te na¢in
na koji se mehanizam adsorpcije peptida na lipidne membrane mijenja kao funkcija pozitivno
nabijenih aminokiselinskih ostataka (arginina/lizina) te razli¢itih hidrofobnih segmenata
(fenilalanin/triptofan/izoleucin). Kao i kod istrazivanja termotropnih svojstava, najprije su
istrazeni modelni EU i PRO sustavi u odsutnosti peptida, a potom u njihovoj prisutnosti.

U analizi utjecaja peptida na lipidne membrane FTIR spektroskopijom obradena su

sljedec¢a podrucja spektra:

1) Podrugje 2980-2820 cm™' — antisimetri¢no i simetri¢no istezanje metilenskih
skupina (vasCH2, vsCH>), informacije o pakiranju i konformaciji ugljikovodi¢nih
lanaca'®” (Napomena: Radi kratkoce, oznaka vsCH2 ¢ée se koristiti dalje u tekstu
za antisimetri¢no i simetri¢no istezanje metilenskih skupina kad se u pojedinoj
reéenici pojavi potreba da se oba normalna moda zajedno spomenu).

2) Podrugje 1800-1690 cm™' — signali potjecu od istezanja karbonilne skupine
glicerolne okosnice (vC=0) koja je ili nije uklju¢ena u stvaranje vodikovih veza s
okolnim molekulama vode te drugim akceptorima ili donorima vodikovih veza®®’
(engl. non-hydrogen bonded, non-HB i engl. hydrogen bonded, HB) (vC=O(non-)HB)

3) Podrugje 1515-1395 cm™! — signali u ovom podrugju potjecu od strizenja (engl.
scissoring) metilenske skupine ugljikovodi¢nih lanaca (yCH)6®

4) Podrucje 1395-1325 cm™! — u ovom podrugju vrpce potjecu od tzv. kiobran (engl.
umbrella) vibracija metilnih skupina (yCHs) 1 njihanja (engl. wagging)
ugljikovodiénih lanaca metilenske skupine (wCH2)*®’

5) Podrugje 1275-1130 cm™! — signali potjecu od antisimetri¢nog istezanja fosfatnih
skupina (vasPO2") lipidnih molekula, koje, kao i C=0 skupine, mogu biti non-HB
(VasPO2 nonHB) | HB (vasPO2 HB) te od simetri¢nog (vsC—O) i antisimetri¢nog (vasC—
0) istezanja C—O skupine®®’

U odabranim podrucjima, spektri su izglacani metodom Savitzky—Golay uz polinom treceg
stupnja kroz 30 tocaka, provedena je korekcija bazne linije pomocu dvije odabrane tocke te

normalizacija.'® Spektri peptida u PB izmjereni su i pri 30 °C, odnosno 50 °C (nominalne
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koncentracije c=0,01 M). Medutim, njihovi signali su znacajno slabiji od signala lipida. Dio
spektara peptida koji pokazuje karakteristi¢ne peptidne vrpce (Amid I i Amid II) obradeni su

analogno spektrima lipidnih suspenzija i prikazani u Dodatku 8.3.
4.3.1. Molekulska obiljezja modelnih eukariotskih i prokariotskih membrana

1) Podrucje 29802820 cm™!
Analiza modelnih sustava pomo¢u FTIR-ATR u podru¢ju 2980-2820 cm™! (slika 32 a i b)
pokazuje pomak vasCH2 vrpce s 2919 cm™! (30 °C) prema visim valnim brojevima 2924 cm™!
(50 °C). Sli¢no, vsCH> vrpca se pomice s 2851 cm™! (30 °C) na 2854 cm™! (50 °C). Ovi pomaci
ukazuju na povecanje udjela gauche-konformera i smanjenje uredenosti lanaca pri prijelazu iz
faze Lp u L, kao posljedica slabljenja van der Waalsovih interakcija izmedu alkilnih lanaca, a
§to je u skladu s literaturnim podacima objavljenima za fosfolipidne dvosloje slicnog
sastava, 38167

2) Podrucje 1800-1690 cm™!
Najvaznija vrpca u ovom spektralnom podru¢ju je vC=O vrpca nastala kao rezultat
superponiranja signala dviju populacija karbonilnih skupina glicerolne okosnice; preciznije,
onih koje jesu (HB) i koje nisu (non-HB) ukljuc¢ene u stvaranje vodikovih veza s okolnim
molekulama vode te drugim akceptorima ili donorima vodikovih veza.'®*1% U PRO sustavu ne
dolazi do pomaka maksimuma vrpce uslijed faznog prijelaza te polozaj maksimuma vrpce
ostaje na 1741 cm™' (na 30 °C i 50 °C) (slika 32 d). Primjetna je promjena oblika vrpce uz
asimetri¢nost na niskofrekvencijskoj strani koja ukazuje na porast C=Opg populacije.!®>% U
EU sustavu opaza se blagi pomak maksimuma pri prijelazu iz faze L u Lq, s 1739 cm ™' na 1735
cm ! (slika 32 c).

3) Podrugje 1515-1395 cm?
Ovo spektralno podrucje obiljezavaju signali koji potje¢u od yCH2 vrpce i koji su osjetljivi na
lateralne interakcije izmedu lipidnih molekula. U PRO sustavu maksimum je na 1470 cm™! na
30 °C i 50 °C sto sugerira zadrZavanje slicnog tipa pakiranja lipida kroz fazni prijelaz,
vjerojatno ortorompskog uredenja (slika 32 ).1671%% Nasuprot tome, u EU sustavu opaza se
izrazeniji pomak s 1470 cm™! (30 °C) na 1463 cm ™ (50 °C) (slika 32 e), $to ukazuje na prijelaz

iz uredenijeg (heksagonalnog) pakiranja u fazu Ly pra¢enu gubitkom periodi¢ne uredenosti.'®’
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4) Podrugje 1395-1325 cm?

Najintenzivnija vrpca u cetvrtom spektralnom podru¢ju je yCHsz. U oba sustava, polozaj
maksimuma vrpce ostaje isti prije i poslije faznog prijelaza: u PRO sustavu na 1380 cm™ a u
EU sustavu na 1379 cm™'. Osim tog signala, u ovom podrucju javljaju se oCHa vrpce, &iji
intenzitet i polozaj moze biti povezan s odredenim tipom gauche-konformacije.1®¢% Kod PRO
sustava maksimumi vrpci koji se pripisuju njihanju kink-konformera (engl. kink conformers)
opazeni su na 1373 cm ™ (pri 30 °C i 50 °C) te na 1361 cm™! (pri 30 °C i 50 °C), dok se oni koji
odgovaraju njihanju dvostrukih gauche-konformera (engl. double gauche conformers)
pojavljuju na 1354 cm™! (pri 30 °C i 50 °C). Maksimum vrpce koja se pripisuje end gauche-
konformerima nalazi se na 1342 cm™! (pri 30 °C i 50 °C) (slika 32 h).

U EU sustavu maksimumi vrpca koji se pripisuju double gauche-konformerima nalaze
se na 1352 cm™! (pri 30 °C i 50 °C), dok se oni koji odgovaraju end gauche-konformerima
pomicu s 1345 cm™! (pri 30 °C) na 1343 cm™! (pri 50 °C) (slika 32 g).

5) Podrugje 1275-1130 cm?

U navedenom spektralnom podru¢ju dominira vasPO2~ vrpca koja, analogno vC=0 vrpci,
nastaje kao posljedica superponiranja signala fosfatnih skupina koje mogu biti biti non-HB
(vasPO2 nontig) | HB (vasPO2 1B).1%° U PRO sustavu vasPO2 nonneme ima maksimum na 1227
cmL neovisno o temperaturi (slika 32 j). Nasuprot tome, kod EU sustava dolazi do pomaka
maksimuma vrpce s 1255 cm™ (30 °C) na 1231 cm™! (50 °C), sto sugerira porast non-HB
skupina u EU sustavu uslijed faznog prijelaza (slika 32 i). Osim vasPO2", u ovom podrucju
pojavljuju se vrpce od simetricnog (vsC—0) i antisimetri¢nog (vasC—O) istezanja C—O skupine.
Za EU sustav vasC—O vprca pokazuje maksimum na 1263 cm™ (30 °C) i 1260 (50 °C) te za
vsC—O vrpcu na 1176 cm™! (30 °C i 50 °C) (slika 32 i). Kod PRO vasC—O vrpca smjestena je na
1261 cm™! (30 °C) i 1260 cm™! (50°C), a vsC—0O vrpca ima maksimum na polozaju 1178 cm™!
pri obje temperature (slika 32 j).
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Slika 32. FTIR spektri sustava EU (DPPC+DPPS) i PRO (DPPC+DPPG) koji prikazuju
sljedece vrpce: a) i b) vz)sCHz; €) i d) vC=Ogons; €) i f) yCHz; g) i h) yCHsi wCHz; i) i j)
V(@sC—O 1 v@sPO2 . EU spektri pri 30/50 °C su tamnozelene/svijetlozelene boje, dok je kod
PRO tamnocrvena/crvena za 30/50 °C. Pomaci izmedu Lg U L, oznaceni su svijetlosivim
osjencanim pravokutnicima, a vrpce koje zadrzavaju svoj polozaj uslijed promjene faze

oznacene su punim crtama svijetlosive boje
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4.3.2. Adsorpcija R5F2 i K5F2 peptida na modelne eukariotske i prokariotske membrane

1) Podrucje 2980—2820 cm!
U sustavima EU+R5F2/K5F2 i PRO+R5F2/K5F2, prisutnost peptida ne mijenja osnovni trend
u ovom podrugju. Kod zagrijavanja dolazi do pomaka vasCH2 s 2919 cm™ (30 °C) na 2924 cm™!
(50 °C), dok se vrpca koja potjece od vsCHz pomice s 2851 cm™! (30 °C) na 2854 cm™! (50 °C).
Ovi pomaci upu¢uju na smanjenje uredenosti alkilnih lanaca i povecanje udjela gauche-
konformacija pri prijelazu u L, fazu'®’, bez znacajnih razlika izmedu RSF2 i KSF2 peptida (slika
33aibh).

2) Podrucje 1800-1690 cm™!
U EU sustavu u prisutnosti R5F2 dolazi do pomaka maksimumas 1740 cm™' (30 °C) na 1735
cm ! (50 °C), dok se s KSF2 pomice s 1737 cm™! (30 °C) na 1735 cm™' (50 °C). Razlika medu
peptidima u Lg fazi (1740 cm™! za R5F2 i 1737 cm™! za K5F2) sugerira da RSF2 mozZe smanyjiti
hidrataciju C=0 skupina u odnosu na K5F2 (slika 33 c).

U PRO sustavu pomaci su veci: poviSenjem temperature u PRO sustavu u prisutnosti

R5F2 peptida dolazi do pomaka maksimuma siroke vrpce s 1738 cm™ (30 °C) na 1731 cm!
(50 °C), $to upucuje na porast C=Onp na radun C=Onon-He.1%1% Kod PRO sustava u prisutnosti
KS5F2 peptida povecanje populacije C=Owng jo$ je izrazenije s obzirom da Siroka vrpca ima
maksimum na 1739 cm™' (30 °C) koji je popracen s dodatnom vrpcom od vC=Oug S
maksimumom na 1722 cm™! (50 °C). Drukgiji izgled spektara PRO sustava u navedenom
podrucju, ovisno o prisutnosti R5F2 ili K5F2 peptida, sugerira razli¢iti nacin interakcije tih
dvaju peptida s glicerolnom okosnicom (slika 33 d).

3) Podrucje 1515-1395 cm™!
U EU sustavu primjetan je pomak yCH vrpce s 1468 cm™ (30 °C) na 1465 cm™ (50 °C) s R52F
peptidom u sustavu, a u prisutnosti K5F2 opaza se pomak s 1469 cm™! (30 °C) na 1465 cm!
(50 °C) (slika 33 e).Veli¢ina pomaka ukazuje da, uslijed promjene faze, nestaje heksagonalno
uredenje lipida u EU sustavu.’®” Kod PRO sustava u prisutnosti R5F2 dolazi do pomaka
maksimuma vrpce s 1468 (30 °C) na 1470 cm™! (50 °C), $to sugerira prijelaz iz heksagonalnog
uredenja u neuredeno. Nasuprot tome, u prisutnosti K5F2 maksimum vrpce se neznatno mice s
1470 (30 °C) na 1471 cm™! (50 °C) (slika 33 f), §to upucuje ili na zadrzavanje ortorompske
slagaline ili eventualno prijelaz u triklinsku slagalinu'®’ (zbog iznimno malog pomaka tesko je

sa sigurno$c¢u interpretirati opazenu pojavu).
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4) Podrucje 13951325 cm™!
U cetvrtom spektralnom podrucju, koje obuhvaca yCHs te ®CHz2 vrpce, promjene polozaja i
intenziteta signala odrazavaju promjene u konformacijama lanaca masnih kiselina.

U EU sustavu u prisutnosti peptida R5F2 zabiljezen je mali pomak yCH3 vrpce s 1378
cm™! (30 °C) na 1379 cm™! (50 °C). S druge strane u prisutnosti peptida K5F2 nema pomaka
pa se maksimum pri obje temperature nalazi na 1380 cm™'. Kod PRO sustava u prisutnosti R5F2
peptida pomak maksimuma yCHs vrpce dogada se s 1378 cm™! (30 °C) na 1379 cm™!, a u
prisutstvu K5F2 polozaj maksimuma yCHs vrpce ostaje isti, na 1380 cm™! (slika 33 g i h).

U EU sustavu s R5F2, maksimum vrpce koji potje¢e od njihanja double gauche-
konformera pojavljuje se na 1355 cm™' (pri 30 °C i 50 °C), dok se maksimum end gauche-
konformera pomice s 1345 cm™! (30 °C) na 1342 cm™! (50 °C). Prijelaz iz L u L pracen je
o¢ekivanom preraspodjelom intenziteta ovih dviju vrpci; konkretno, povecanjem intenziteta
vrpce end gauche-konformera na racun double gauche-konformera (slika 33 g).1%°

U EU sustavu s K5F2 spektralna obiljezja dviju glavnih vrpci (double gauche i end
gauche) u velikoj su mjeri slicna onima zabiljeZenima za R5F2. Vrpca double gauche-
konformera nalazi se na 1352 cm™ (pri 30 °C i 50 °C), dok end gauche-konformeri pokazuju
pomak maksimuma s 1345 cm™! (30 °C) na 1342 cm™! (50 °C). Osim toga, uocljive su i dodatne
slabe vrpce pri 1373 cm™! i 1366 cm™! (50 °C), koje potjecu od kink-konformera. Prijelaz u L,
fazu takoder popracéen je porastom udjela double gauche konformera (slika 33 g).1%

U PRO sustavu s R5F2, vrpce kink-konformera javljaju se na 1373 cm™' (pri 30 °C i 50
°C) te na 1364 cm™! (30 °C) s pomakom na 1361 cm™' (50 °C). Vrpca double gauche-
konformera o¢ituje se na 1352 cm™! (pri 30 °C i 50 °C), dok se vrpca od end gauche-konformera
na polozaju 1342 cm™' (30 °C) pri prijelazu u L, fazu siri priblizno od 1345 do 1338 cm™! (50
°C). U PRO sustavu s K5F2, vrpce kink-konformera biljeze se na 1374 cm™' i 1361 cm™! (pri
30 °C i 50 °C). Double gauche-konformeri javljaju se samo u L, fazi (1352 cm™ pri 50 °C),
dok end gauche-konformeri pokazuju vrpcu maksimuma na 1341 cm™! (pri 30 °C i 50 °C). Za
razliku od R5F2, K5F2 u gel-fazi potiskuje signal double gauche-konformera, no u L, fazi
njihov se intenzitet povecava na racun smanjenja intenziteta vrpce end gauche-konformera
(slika 33 h).1%8

5) Podrucje 1275-1130 cm™!
U EU sustavu polozaj maksimuma vasPO2~ vrpce ostaje gotovo jednak u prisutnosti peptida,

premda se uocava isti pomak kao i u sustavu bez peptida, s 1225 cm™! (30 °C) na 1231 cm™!
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(50 °C). Navedeno ukazuje na porast non-HB fosfatnih skupina sto sugerira smanjenu
hidrataciju fosfatnih skupina pri faznom prijelazu.'®* Kod vrpci koje potje¢u od istezanja C-O
skupina, u prisutnosti R5F2 maksimum vrpce vsC—O pomice s 1176 cm™! (30 °C) na 1166 cm™!
(50 °C), dok se kod K5F2 pomice s 1173 cm™' (30 °C) na 1182 cm™! (50 °C) (slika 33 i). Vrpca
koja potjece od vasC—O je preslaba za jednozna¢nu detekciju maksimuma.

U PRO sustavu (DPPC+DPPG) maksimum vasPO2~ vrpce ostaje nepromijenjen u
prisutnosti R5F2 ili K5F2 (1227 cm ™! pri 30 °C i 50 °C). Kod vrpci koje potjecu od istezanja
C-O skupina, u prisutnosti R5F2 maksimum vsC—O pomice s 1170 cm™' (30 °C) na 1182 cm™!
(50 °C), dok se kod K5F2 dogada pomak s 1166 cm™! (30 °C) na 1172 cm™! (50 °C) (slika 33

j)_199
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Slika 33. FTIR spektri sustava EU (DPPC+DPPS) i PRO (DPPC+DPPG) + R5F2/K5F2 Koji
prikazuju sljedece vrpce: a) i b) v@sCHz; ¢) i d) vC=Oqnon-Hs; €) i f) yCH2; g) i h) yYCH3 i ®CHp;
1) 1]) v@sC—0 i v@sPO2 . EU+R5F2 spektri pri 30/50°C su tamnoljubicaste/svijetloljubicaste
boje, EU+K5F2 spektri pri 30/50 °C su tamnoplave/svijetloplave boje dok je kod PRO+R5F2
tamnonarancasta/svijetlonarancasta za spektre pri 30/50 °C a kod PRO+K5FW

tamnozuta/svijetlozuta pri 30/50 °C. Pomaci izmedu faza Lg i L, oznaceni Su svijetlosivim
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osjencanim pravokutnicima, a vrpce koje zadrzavaju svoj polozaj uslijed promjene faze

oznacene su punim crtama svijetlosive boje.
4.3.3. Adsorpcija R5W2 i K5W2 peptida na modelne eukariotske i prokariotske membrane

1) Podrucje 2980-2820 cm™!
Analiza spektralnog podru¢ja od 2980 do 2820 cm™* za EU i PRO sustave s RSW2 i K5W?2
peptidima pokazuje analogan odziv kao i prethodno ispitivani sustavi; EU sustav neovisno o
prisutnosti R5W2 ili KSW2 peptida pokazuje pomak vasCH2 vrpce s 2920 cm ™ (30 °C) na 2923
cm (50 °C), a za vsCH2 pomak je zabiljezen s 2851 na 2853 cm* (slika 34 a).

Kod PRO sustava, kao i kod EU, jednaki pomaci se dogadaju u prisutnosti R5W2 i

K5W?2 peptida (slika 34 b). U sluc¢aju vasCH2 pomak maksimuma je s 2919 cm™ (30 °C) na
2923 cm™t (50 °C), a kod vsCH> s 2851 cm™* na 2853 cm™* (slika 33 a i b). Ovakvi pomaci slazu
se sa dosadasnjim literaturnim saznanjima i potvrduju prijelaz iz faze Lg u Lo, popra¢enu
povec¢anim udjelom gauche-konformacije i narusavanjem uredenosti lanaca.'®’

2) Podrugje 1800-1690 cm™!
U EU sustavima obrazac promjene polozaja vrpce koja potjece od vC=0 gotovo je jednak u
prisutnosti R5SW2 i K5W2 peptida. U prisutnosti R5SW2 maksimum vrpce se pomice s 1740
cm (30 °C) na 1733 cm™* (50 °C), dok je u kod K5W?2 peptida zabiljezen pomak s 1739 cm™
(30 °C) na 1733 cm* (50 °C) (slika 34 c). Ovakvi su rezultati u skladu s literaturnim podacima,
pri ¢emu pomaci prema nizim valnim brojevima ukazuju na povecanu hidrataciju karbonilnih
skupina, odnosno porast C=0wg.'%+1% U PRO sustavima, pomaci su znatno manji u odnosu na
EU sustave. PRO sustav s R5W?2 biljezi pomak maksimuma s 1736 cm™ (30 °C) na 1738 cm™*
(50 °C), dok u prisutnosti K5W2 nema pomaka maksimuma vrpce pri prelasku iz faze Lg u L,
(1736 cm™?) (slika 34 d).

3) Podrugje 1515-1395 cm™!
U ovom spektralnom podrucju, vrpca koja potjece od yCH2 ostaje nepromijenjena pri prijelazu
iz Lg u L, neovisno koji je peptid prisutan u sustavu: maksimum vrpce u prisutnosti R5W2 kod
EU sustava na 1467 cm™* a u prisutnosti KSW2 na 1468 cm™* (slika 34e). Navedeno ukazuje
na ¢injenicu da pri prijelazu lipida iz faze Lg u L, nije doslo do promjene u slaganju lipida,
odnosno zadrzava se ortorompsko uredenje. Kod PRO sustava uocava se drugaciji odziv; u
prisutnosti RSW2 peptida dogada se pomak s 1468 cm™! (30 °C) na 1464 cm™! (50 °C), a u
prisutnosti KSW2 s 1469 cm™! (30 °C) na 1465 cm™! (50 °C) (slika 34 f). Takvi pomaci kod
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PRO sustava upuéuju na naruSavanje heksagonskog pakiranja lipida tijekom prijelaza iz gel
faze u fluidnu fazu.1%

4) Podrugje 1395-1320 cm™!

U navedenom spektralnom podrucju vrpce koje potjecu od yCH3 vibracija opazaju se kod EU

sustava neovisno o prisutnosti RSW?2 ili KSW2 peptida: u fazi Ly suna 1379 cm™, a u fazi L
na 1378 cm! (slika 34 g). Kod PRO sustava u prisutnosti RSW2 peptida polozaj vrpce ostaje
isti prije i nakon faznog prijelaza (1378 cm™), dok u prisutnosti K5W?2 postoji mali pomak s
1379 cm™! (30 °C) na 1378 cm™! (50 °C) (slika 34 h).

U ovom podruéju opazeni Su i signali koji potje¢u od @CH2 vrpce. U EU sustavu za oba
peptida maksimum vrpce koji potjece od double gauche-konformera pojavljuje se na 1354 cm™!
(pri 30 °C i 50 °C). Maksimum vrpce koja potjece od end gauche-konformera u EU sustavu s
R5W?2 peptidom ostaje na 1343 cm™! (pri 30 °C i 50 °C), dok se u prisutnosti KSW2 pomice s
1345 cm™ (30 °C) na 1343 cm™! (50 °C). Prijelaz iz faze Ly u Lo popraéen je poveéanjem
vrpce end gauche- na racun double gauche-konformera. Uocene su i vrpce na 1366 cm™! kod
EU+R5W2/K5W?2 sustava (pri 30 °C i 50 °C) koje potje¢u od kink-konformera (slika 34 g). U
PRO sustavu vrpca koja potjece od double gauche-konformera javlja se na 1356 cm™! (pri 30
°C i 50 °C), a vrpca end gauche-konformera pomice se s 1343 cm™! (30 °C) na 1346 cm™! (50
°C). U prisutnosti KSW2 peptida vrpca koja potjece od double gauche-konformera je na 1357
cm™, a ona od end gauche- pokazuje pomak s 1343 cm™' na 1345 cm™! (slika 34 h).

5) Podrucje 1275-1130 cm™!

U EU sustavu u prisutnosti R5W2 maksimum vasPO2~ vrpce se pomice s 1227 cm™! (30 °C) na
1230 cm™! (50 °C), a u prisutnosti K5W2 peptida pomak se biljezi s 1226 cm™! (30 °C) na 1229
cm™! (50 °C) (slika 34 i). Takav porast prema literaturnim spoznajama ukazuje na smanjenu
hidrataciju fosfatnih skupina pri faznom prijelazu.%® Kod vrpci koje potjecu od istezanja C-O
skupina, u prisutnosti RSW2 i K5W2 vsC—O maksimum se nalazi na 1175 cm™' (30 °C i 50 °C),
a onaj od vasC—O na 1264 cm™! (30 °C i 50 °C). Polozaj maksimuma vasPO~ vrpce kod PRO
sustava u prisutnosti RSW2 se pomice s 1226 cm™!' na 1229 cm™! (prijelaz s 30 na 50 °C), a u
prisutnosti KSW2 peptida s 1226 cm™! na 1225 cm™' (slika 34 j).
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i)ij) v(a)sC-Oiv(a)sPOy .

EU+R5W?2 spektri pri 30/50 °C su tamnoplave/svijetloplave boje,

EU+K5W2 spektri pri 30/50 °C su tamnozelene/svijetlozelene boje dok je kod PRO+R5W2
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tamno/ruzicasto-crvena za spektre pri 30/50 °C a kod PRO+K5W?2 zlatna/svijetlozuta pri 30/50
°C. Pomaci izmedu faza Lp 1 L, su oznaceni svijetlosivim osjencanim pravokutnicima, a vrpce

koje zadrzavaju svoj polozaj uslijed promjene faze oznacene su punim crtama svijetlosive boje.

4.3.4. Adsorpcija R512 i K512 peptida na modelne eukariotske i prokariotske membrane

1) Podrucje 2980-2820 cm™!
EU i PRO sustavi u prisutnosti R512 i K512 peptida u ovom spektralnom podrucju ponasaju se
u skladu s o¢ekivanim uslijed faznog prijelaza iz Lg u L. U EU sustavu kod zagrijavanja dolazi
do pomaka maksimuma vasCH2 vrpce u prisutnosti R512 odnosno K512 s 2919 cm™! (30 °C) na
2922 cm™!, odnosno 2919 cm™! (30 °C) na 2924 cm™! (50 °C). Kod vsCH2 vrpce pomak je
jednak, neovisno o kojem se peptidu radi, s 2851 cm™! (30 °C) na 2853 cm™! (50 °C) (slika 35
a). U PRO sustavu, neovisno o R512/K512 peptidu, maksimum vasCH2 vrpce se pomice s 2919
cm ' na 2923 cm!, avsCH2 s 2851 cm™! na 2854 cm™! (slika 35 b).

2) Podrucje 1800-1690 cm™!
U EU sustavima vrpce koje potje¢u od vC=0 pokazuju male pomake prema vis§im valnim
brojevima pri prijelazu iz faze Lg u L, u prisutnosti oba peptida. U prisutnosti R512 peptida
maksimum vC=0 vrpce pomice se s 1734 cm™! (30 °C) na 1736 cm™! (50 °C), dok je u
prisutnosti K512 peptida zabiljezen pomak s 1737 cm™ (30 °C) na 1739 cm™! (50 °C) (slika 35
c). Pomaci prema visim valnim brojevima, uslijed promjene faze, ukazuju na smanjenje C=Ong
populacije S§to ukazuje na smanjenu hidrataciju medupovrSinskog podrucja lipidnog
dvoslojal®®1%, Sli¢no ponasanje uoceno je i kod R5F2 i K5F2 peptida u EU sustavima. U PRO
sustavima odziv je druk¢iji ovisno o peptidu (R512 ili K512). U prisutnosti R512 maksimum
vC=0 vrpce uocen je na 1740 cm™! (pri 30 °C), dok maksimum ove vrpce na 50 °C nije vidljiv.
Uz dodatak K512 peptida zabiljezen je pomak s 1738 cm™! (30 °C) na 1743 cm™! (50 °C) sto
upucuje na smanjenje hidratacije (slika 35 d).

3) Podrugje 1515-1395cm™!
U EU sustavima vrpce koje potjecu od YCH2 u ovom podruc¢ju odrazavaju promjene u lateralnim
interakcijama i pakiranju lipidnih lanaca.'®* U prisutnosti R5I2 peptida maksimum vrpce se
neznatno pomice s 1468 cm! (30 °C) na 1467 cm™' (50 °C), $to upuéuje na minimalnu
reorganizaciju slaganja lanaca pri prijelazu iz faze Lg u L,. Nasuprot tome, adsorpcija K512 u

EU sustavima uzrokuje izrazeniji pomak vrpce prema nizim valnim brojevima, s 1468 cm™! (30
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°C) na 1460 cm™! (50 °C), $to sugerira znagajnije narusavanje ortorompskog uredenja i prijelaz
prema manje uredenom fluidnom stanju (slika 35 e).

U PRO sustavima oba peptida uzrokuju pomake prema nizim valnim brojevima, $to ukazuje
na smanjenje uredenosti lipidnih lanaca uslijed faznog prijelaza. Prisutnost R5I2 uzrokuje
pomak maksimuma vrpce s 1467 cm™! (30 °C) na 1465 cm™!, a K512 s 1468 cm™! (30 °C) na
1462 cm™! (50 °C) (slika 35 f).

4) Podrugje 1395-1325 cm™!

Maksimum yCHz vrpce dominantne u ovom spektralnom podruc¢ju u EU s sustavu s R512 javlja
se na 1379 cm™! pri 30 °C, a na 1374 cm™! pri 50 °C. U prisutnosti K512 peptida pomak
maksimuma vrpce je s 1376 cm™! (30 °C) na 1381 cm™! (50 °C) (slika 35 g). Kod PRO sustava
u prisutnosti R512 peptida maksimum vrpce se pomice s 1380 cm ™! na 1378 cm™!, a u prisutnosti
K512 s 1377 cm™' na 1379 cm™! (slika 35 h).

Vibracije koje potjecu od ®CH2 vrpce ukazuju na povecanu koli¢inu kink-konformera
u odnosu na do sada ispitivane sustave. U EU sustavu intenzitet kink-konformera izrazito je jak,
te se ne moze sa sigurnos¢u rec¢i prekriva li vrpcu double gauche-konformera. U podruéju
izmedu 1358 cm™! i 1368 cm™!, u prisutnosti oba peptida, opaza se vrpca koja potjece od kink-
konformera. Maksimum vrpce koja potjece od double gauche-konformera u EU sustavu s R512
i K512 peptidima nalazi se na 1348 cm™!. End gauche-konformeri pokazuju vrpcu maksimuma
na 1344 cm™! (slika 35g). U PRO sustavima je takoder povecéan udio kink-konformera, no ipak
manje nego kod EU sustava. Udio kink-konformera je u PRO sustavu s R512 peptidom veéi
nego kod PRO sustava s K512 peptidom. U PRO sustavu s R512 vrpca end gauche-konformera
pokazuje pomak s 1339 cm™! (30 °C) na 1341 cm™! (50 °C), dok je kod K5I2 peptida na 1340
cm ™! bez pomaka uslijed promjene faze (slika 35h).

5) Podrugje 1275-1130 cm™!

U EU sustavu maksimum vasPO2~ vrpce u prisutnosti R512 peptida pomice se s 1224 cm™! (30
°C) na 1230 cm™! (50 °C), sugerirajuéi porast non-HB fosfatnih skupina. U prisutnosti K5I2
peptida nema promjene u polozaju vrpce prilikom prijelaza iz L, u Lg, maksimum je na 1226
cm L. Kod vrpci koje potjecu od istezanja C-O skupina, u prisutnosti R512 i K512 peptida u EU
sustavu, vrpca koja potjee od vsC—O zadrzava polozaj maksimuma na 1202 cm™! pri 30 i 50
°C. Isto tako, vasC—O zadrzava poloZaj maksimuma uslijed promjene faze na 1260 cm™! (slika
351).
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U PRO sustavu s R512 peptidom vasPO2~ vrpca pokazuje pomak maksimuma s 1222
cm™! (30 °C) na 1228 cm™* (50 °C), a u prisutnosti K512 peptida pomak maksimuma je s 1223
cm™!' (30 °C) na 1226 cm™* (50 °C). Takvo ponasanje sugerira smanjenu hidrataciju fosfatnih
skupina odnosno porast non-HB fosfatnih skupina uslijed faznog prijelaza. Vrpce koje potjecu
0d vsC—O i vasC—O normalnih modova, u prisutnosti oba peptida kod PRO sustava zadrzavaju

polozaj maksimuma uslijed faznog prijelaza na 1202 cm™!, odnosno 1260 cm™! (slika 35 j).
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Slika 35. FTIR spektri sustava EU (DPPC+DPPS) i PRO (DPPC+DPPG) + R512/K512 koji
prikazuju sljedece vrpce: a) i b) v@sCHz; ¢) i d) vC=Oqnon-Hs; €) i f) yCH2; g) i h) yYCH3 i ®CHp;
1) 1)) vasC—0 1 v@asPO2". EU+R5I12 spektri pri 30/50 °C su tamnoplave/svijetloplave boje,
EU+K5W2 spektri pri 30/50 °C su tamnoruZiCaste/svijetloruzicaste boje dok je kod
PRO+R5W2 tamnosiva/svijetlosiva za spektre pri 30/50 °C a kod PRO+K5W?2

tamnonarancasta/svijetlonarancasta pri 30/50 °C. Pomaci izmedu faze Lg i L, su oznaceni
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svijetlosivim osjenCanim pravokutnicima, a vrpce Koje zadrzavaju svoj polozaj uslijed

promjene faze oznacene Su punim crtama svijetlosive boje.

4.4. Utjecaj adsorpcije razli¢itih kationsko-hidrofobnih peptida na
modelne eukariotske i prokariotske sustave

Poznato je da odredeni kationsko-hidrofobni peptidi pokazuju svojstva CPP, no mehanizam
njihove adsorpcije i prolaska kroz membranu jo§ uvijek nije razjasnjen.?’ Prema nasim
najboljim saznanjima, o drugim malim peptidima koji pokazuju svojstva CPP zasad nema
jasnih spoznaja. Od malih peptida dobro su istrazeni R9 i K9 peptidi, posebice racunalnim
studijama. Robison i sur. su u istrazivanju provedenom pomocu racunalnih simulacija pokazali
da je adsorpcija pozitivno nabijenih R9 peptida na zwitterionski lipid sastavljen od POPC-a
znatno ucinkovitija nego jednako nabijenih K9 peptida.’®® Ta se pojava moze objasniti
¢injenicom da R sadrzi Gdm* skupinu koja moze tvoriti viSestruke vodikove veze s negativno
nabijenim vrstama u membrani (fosfatne skupine). S druge strane, lizin sadrzi skupinu —NHz"
koja tvori isklju¢ivo jednostruke veze s negativno nabijenim funkcijskim skupinama
membrane, $to nije jednako ué¢inkovito kao visestruko vezanje za fosfatne grupe.3+136.13

Osim razlike u sposobnosti vezanja na povr§inu membrane, uoCena je i sklonost
oligoarginina agregaciji. Tesei i sur. pokazali su da R10 peptid u otopini tvori dimere i
oligomere, dok se K10 zadrzava u monomernom obliku.'®” Agregacija R10 peptida rezultat je
specifi¢nih interakcija Gdm* skupina, koje ukljué¢uju vodikove veze i ionske veze. Ove spoznaje
dodatno potvrduju vecu sposobnost destabilizacije membrane i u¢inkovitiji prolaz u stanicu R-
peptida u odnosu na K-peptide. Osim toga, u naSem su istrazivanju provedene i simulacije
molekulske dinamike (MD) koje su pokazale odredeni stupanj agregacije peptida koji sadrze
W.*

Poznato je da anionski lipidi poput DPPG i DPPS razli¢ito doprinose pakiranju u
dvosloju, §to se odrazava u njihovim termotropnim svojstvima. DPPG, zahvaljuju¢i fosfo-
glicerolnoj glavi, ostvaruje dodatne vodikove veze s molekulama vode te povecava hidrataciju
medupovrsinskog podruéja, dok istodobno elektrostatsko odbijanje negativno nabijenih glavnih
skupina rezultira labavijim pakiranjem i smanjenom kooperativno$éu faznih prijelaza.?%
Upravo se zbog tog svojstva DPPG lipidi koriste u stabilizaciji LUV-ova nacinjenih od DPPC
lipida, gdje mali udio DPPG sprjecava agregaciju i lamelarizaciju, ¢ime se omogucuje njihova

dugotrajnija stabilnost.** Nasuprot tome, u nasem radu pokazano je da DPPS, zbog
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intermolekulskih interakcija izmedu karboksilnih i amino skupina, ima rigidniju strukturu u
podrugju polarnih glava u odnosu na neutralne lipide poput DPPC.?° Takva organizacija
rezultira kompaktnijim pakiranjem molekula i stabilizacijom faze L (dominantno zastupljenog
DPPC lipida), $to se ocituje povisenom temperaturom prijelaza. lako oba lipida u naSim
modelnim membranama ¢ine samo 10 % udjela, razlike u njihovom nacinu pakiranja i
medudjelovanju s peptidom DPPC imaju znacajan utjecaj na ukupna termotropna svojstva, §to
objasnjava razli¢ito ponasanje modelnih PRO i EU membrana ve¢ i u odsutnosti peptida (slika
28). Termotropna svojstva dobivena DSC mjerenjima pokazuju da adsorpcija peptida moze
dovesti do stabilizacije faze Ly ili L, ovisno o vrsti modelnog sustava i samom peptidu.?* U
EU sustavu peptidi RSF2 i R512 uzrokuju snizenje Tm vrijednosti, §to upucuje na stabilizaciju
faze L,. Nasuprot tome, peptidi K5F2, R5W2, K5W2 i K5I2 povisuju Tm, ¢ime doprinose
stabilizaciji Lg faze. U PRO sustavu svi ispitani peptidi povisuju Tm vrijednosti, $to ukazuje na
njihovu stabilizaciju faze Lp. Razlike u djelovanju istih peptida izmedu EU i PRO sustava,
poput onog R5F2 peptida, ukazuju na vaznost tipa anionskog lipida. Promjene od priblizno 1
°C uocene u Tm Vvrijednostima mogu se objasniti razlikama u hidrataciji polarnih glava lipida
na glicerolnoj okosnici u prisutnosti peptida, §to posljedi¢no vodi do (de)stabilizacije pojedine
faze.

Medusobne interakcije kationskih 1 hidrofobnih aminokiselina na specifican nacin
reguliraju adsorpciju peptida na lipidne membrane. Kao $to je pokazano u nasem radu, Gdm™ i
NHs" skupine ostvaruju kvalitativno razli¢ite interakcije s razli¢ito nabijenim glavama lipida.1%
Dok oba kationa interagiraju s karbonilnim skupinama glicerolne okosnice, njihove interakcije
s fosfatnim skupinama pokazuju bitne razlike: u prisutnosti Gdm™ fosfatno okruZzenje DPPC
lipida postaje heterogenije tijekom prijelaza u fazu L,, dok NH4" pokazuje suprotan u¢inak.
MD simulacije potvrdile su vecu selektivnost DPPC-a za Gdm™, zbog njegovog planarnog
oblika i visestrukih donora vodikovih veza, dok prisutnost karboksilne skupine u DPPS lipidima
pogoduje vezanju NH4* i omogucuje prijenos protona. Takve razlike obja$njavaju zasto R-
peptidi ¢es¢e pokazuju vecu sposobnost adsorpcije i prolaska kroz membranu od njihovih K-
analoga. Dodatno, kasnija istrazivanja pokazala su da moguénost prijenosa protona nije
ograni¢ena samo na pojedinacne aminokiseline, ve¢ se pojavljuje i na razini peptida, pri cemu
se priroda i intenzitet protonskog prijenosa razlikuju ovisno o neposrednom okruZenju
peptida.**® Konkretno, FTIR mjerenja sugerirala su prijenos protona kod peptida R5F2 i K5F2

ovisno o okruzenju u kojem se nalaze (u otopini ili na povrsini lipidnog dvosloja), pri cemu se
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R5F2 zadrzava adsorbiran na dvosloju, dok K5F2 pokazuje vecu sklonost desorpcije s lipidnog
dvosloja. Dobiveni rezultati potvrduju da medusobne interakcije kationskih skupina (R/K) i
hidrofobnih aminokiselina, zajedno s moguénoS¢u protonskog prijenosa, presudno odreduju
obrazac adsorpcije peptida i stabilnost njihovog vezanja na membrane, a time i njihov
potencijalni ulazak u stanicu.

Rezultati nasih istrazivanja pokazali su da kationsko-hidrofobni peptidi, iako svi
ostvaruju vezanje na membranu, imaju razli¢ite obrasce interakcije ovisno o njihovom sastavu
i wvrsti lipidne membrane. Primjerice, R5F2 ima veéi afinitet te izraZeniju sposobnost
ostvarivanja interakcija s polarnim skupinama i formiranja vodikovih veza pa se vjerojatno
nalazi dublje u membrani, dok K5F2 ostaje povrsinski vezan. FTIR mjerenja pokazala su da
prisutnost izoleucina znacajno povecava populaciju kink-konformera pri ¢emu dolazi do
naruSavanja linearnosti lanca i slabljenja van der Waalsovih sila, dok peptidi s triptofanom
nemaju takav uc¢inak na EU i PRO membrane. Ovi rezultati ukazuju da: i) razgranati bo¢ni lanci
izoleucina ostvaruju jacu interakciju s hidrofobnim dijelovima dvosloja i dovode do povecane
populacije kink-konformera te posljedi¢no uzrokuju promjenu turbiditeta lipidnih suspenzija
(UV-Vis spektri) u podrucju detekcije Tm; ii) za razliku od njih W-peptidi, za koje je opéenito
poznata sklonost agregaciji??293204 (sto je potvrdeno i nasim MD simulacijama*), imaju
planarno orijentirane bo¢ne lance i manje narusavaju slaganje ugljikovodi¢nih lanaca lipidnih
membrana. Potonje je dodatno potvrdeno i temperaturno-ovisnim UV-Vis spektroskopskim
mjerenjima jer najvisSe utjeCu na podrucje pretprijelaza. Stoga se moze zakljuciti da vrsta
hidrofobne aminokiseline presudno odreduje stupanj i nacin preraspodjele konformera
ugljikovodi¢nih lanaca, a time i stabilnost lipidnog dvosloja, dok kationski segment regulira

jacinu i dubinu vezanja putem elektrostatskih interakcija i vodikovih veza.

*MD simulacije je provela dr.sc. Barbara Pem
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5. ZAKLJUCAK

U sklopu doktorske disertacije istrazena je interakcija sintetiziranih, kratkih peptida kationsko-
hidrofobnog karaktera s modelnim eukariotskim (EU) i prokariotskim (PRO) lipidnim
membranama. Rezultati su pokazali da ne samo pozitivno nabijena aminokiselina (arginin ili
lizin), ve¢ i ona hidrofobna (fenilalanin, triptofan ili izoleucin), utjeCu na promjene u
termotropnim svojstvima i uredenosti lipidnih lanaca. Analiza utjecaja peptida na termotropna
svojstva lipidnin membrana provedena metodama DSC i temperaturno-ovisne UV-Vis
spektroskopije pokazala je da kationsko-hidrofobni peptidi razli¢ito utjeu na fazne prijelaze
modelnih EU i PRO membrana, ovisno o prisutnosti pozitivno nabijenih (arginin ili lizin),
odnosno hidrofobnih aminokiselina (fenilalanin, triptofan ili izoleucin). Pokazano je da su
peptidi s fenilalaninom (R5F2, K5F2) imali najsnazniji uéinak; prisutnost R5F2 je uglavnom
uzrokovala snizenje temperature prijelaza (Tp i Tm) i Smanjenje kooperativnosti, dok je
prisutnost K5F2 povecala izrazenost prijelaza Tp i u nekim sluc¢ajevima uzrokovala povisenje
Tm. Peptidi s triptofanom (R5W2, K5W2) pokazali su minimalan utjecaj na T, lipidnih dvosloja
i stabilnost strukture, $to je u skladu s njihovom sklonosti povrSinskom usidrenju. Analozi s
izoleucinom (R512, K5I2) uzrokovali su umjerene promjene; njihova prisutnost uzrokovala je
malo snizenje Tp I Tm te djelomi¢no smanjenje kooperativnosti, bez znacajne destabilizacije
dvosloja. Razlike izmedu EU i PRO modelnog sustava naglasavaju ulogu sastava lipidne
komponente u moduliranju u¢inka peptida na termotropna svojstva membrane.

Analiza FTIR-ATR mjerenja pokazala je da u¢inak peptida na lipidne membrane ovisi
o sastavu modelnog sustava i vrsti peptida. Promjene u polozaju vC=0O vrpce ukazale su da
peptidi s fenilalaninom i peptidi s triptofanom u EU sustavima uglavnom uzrokuju pomake
prema nizim valnim brojevima, Sto sugerira povecanu hidrataciju karbonilnih skupina, dok
peptidi s izoleucinom pretezno utjeCu na pomak prema visim frekvencijama, Sto upucuje na
smanjenu hidrataciju. U PRO sustavima uoceni su i pomaci prema viS§im 1 prema niZim
vrijednostima, ovisno o peptidu. Analiza yCH> vrpce pokazala je da pojedini peptidi, posebno
analozi s triptofanom i izoleucinom, mogu smanjiti uredenost lipidnih lanaca u PRO sustavima,
dok je u EU membranama uc¢inak bio manji. U spektralnom podrucju vasPO2~ promjene su bile
izrazenije u EU sustavima, dok su u PRO sustavima polozaji vrpci ostali gotovo nepromijenjeni,

uz iznimke kod I-peptida. Ovi rezultati ukazuju da peptidi moduliraju hidrataciju polarnih glava
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I pakiranje lipidnih lanaca na nacin koji ovisi o vrsti kationske i hidrofobne aminokiseline te o
sastavu membrane.

Razli¢ite hidrofobne aminokiseline u peptidima moduliraju raspodjelu gauche- i kink-
konformera, s$to predstavlja izravan dokaz njihovog utjecaja na adsorpciju, ugradnju i pakiranje
lanaca u membrani te posljedi¢no na jacinu van der Waalsovih interakcija. Posebno se isticu I-
peptidi, kod kojih razgranata struktura bo¢nih ogranaka | pogoduje pojavi veceg broja Kink-
konformera. Takvi strukturni poremecaji naruSavaju linearnost i gusto pakiranje lipidnih lanaca
u vecoj mjeri nego $to to ¢ine planarne hidrofobne aminokiseline (npr. fenilalanin ili triptofan).
Time se potvrduje da topologija bo¢nih lanaca, a ne samo kationski naboj i njihova sposobnost
stvaranja vodikovih veza, odreduje nacin interakcije peptida s membranom.

U spektralnom podrucju gdje vibracije potje€u od vasPO2~ zabiljeZene su interakcije
peptida s lipidnim glavama, no one ne upucuju na postojanje znacajnijih promjena u
organizaciji dvosloja. Stoga se u ovom podru¢ju moze tek potvrditi prisutnost interakcije, ali
bez mogucnosti donoSenja daljnjih zakljucaka o njihovoj ulozi u stabilizaciji ili destabilizaciji
membranskih sustava.

Dobiveni rezultati potvrduju da relativno male promjene u strukturi peptida, poput
zamjene kationske ili hidrofobne aminokiseline, znacajno utje¢u na prirodu interakcije peptida
s lipidnom membranom. Rezultati su u skladu s postavljenim hipotezama. Pokazano je da se
adsorpcija peptida razlikuje ovisno o vrsti kationske aminokiseline, pri ¢emu su argininski
peptidi pokazali izraZeniju sposobnost adsorpcije i ve¢u destabilizaciju lipidnih dvosloja u
usporedbi s njihovim lizinskim analozima. Nadalje, potvrdeno je da se adsorpcija razlikuje
izmedu modelnih EU i PRO membrana, §to upucéuje na vaznost sastava lipidne komponente.
Time su obje pocetne hipoteze potvrdene, Cime se dodatno doprinosi razumijevanju mehanizma
prvog koraka interakcije CPP s membranama. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem, posebice
u kontekstu adsorpcije CPP kao prvog koraka njihove interakcije s membranama, pruzaju

vrijedan temelj za daljnji razvoj peptida optimiziranih za biomedicinske primjene.
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6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AFM
AMP
APT
Arg
ATP
ATR
Boc
CH2
CHs
Cl

Cp
CPP
du
DLS
DMF
DPPC
DPPG
DPPS
DSC
EFA
ELS
ESI
EtOH
EU

F
Fmoc
Guv
HBTU
HIV
HMBC
HMQC
HRMS

|

lle
IR
ITO
J

K

Lc
LUV
Lys
Lo
Lse)
MCR-ALS

mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)
antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides)

engl. attached proton test

arginin

adenozin trifosfat

prigusena totalna refleksija (engl. attenuated total reflection)
tert-butiloksikarbonilna skupina

metilenska skupina

metilna skupina

kardiolipin (engl. cardiolipin)

toplinski kapacitet

peptidi koji prodiru u stanicu (engl. cell-penetrating peptides)
hidrodinamic¢ki promjer

dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)
N,N-dimetilformamid

1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serin

razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)
analiza promjenjivih faktora (engl. evolving factor analysis)
elektroforeticko rasprsenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering)
ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electron Spray lonisation)
etanol

eukariotski

fenilalanin

9-fluorenilmetiloksikarbonil

gigantski liposomi (engl. giant unilamellar vesicles)
O-benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametiluronijev heksafluorofosfat
virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)
engl. heteronuclear Multiple Bond Correlation

engl. heteronuclear Multiple-Quantum Correlation

masena spektroskopija visoke rezolucije (engl. high resolution mass
spectroscopy)

izoleucin

izoleucin

infracrveno (engl. infrared)

indij-kositreni oksid (engl. indium tin oxide)

konstanta sprege

lizin

kristalini¢na faza

veliki liposomi (engl. large unilamellar vesicles)

lizin

fluidna faza

gel-faza

multivarijantna analiza metodom izmjeni¢nih najmanjih kvadrata (engl.
multivariate curve resolution with alternating least squares)
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MeOH
MIC

MV
Na2HPO4
NaH2PO4
NMM
NMR
PB
PC
PE
PG
Phe
Pl
POPC
PRO
PS
PVA
R
RNA
Si
SLB
SM
SPE
SPSS
SUvV
T
TFA
TIS
Tm
TMS
Tp
Trp
uv
uv
Vis
W
ZnSe
vCH>
vCHs

VasC H»
vasCH3
VsC H2
vsCH3
®CH:

metanol

minimalna inhibitorna koncentracija (engl. minimum inhibitory
concentration)

multilamelarni liposomi (engl. multilamellar vesicles)
natrijev hidrogenfosfat

natrijev dihidrogenfosfat

N-metilmorfolin

nuklearna magnetska rezonancija

fosfatni pufer

fosfatidilkolin (engl. phosphatidylcholine)
fosfatidiletanolamin (engl. phosphatidylethanolamine)
fosfatidilglicerol (engl. phosphatidylglycerol)
fenilalanin

fosfatidilinozitol (engl. phosphatidylinositol)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin
prokariotska

fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine)

polivinil alkohol

arginin

ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

silicij

lipidni dvosloj na nosacu (engl. supported lipid bilayer)
sfingomijelin

ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. solid-phase extraction)
sinteza na ¢vrstom nosac¢u (engl. solid phase synthesis)
mali liposomi (engl. small unilamellar vesicles)
apsolutna temperatura

trifluoroctena kiselina

triizopropilsilan

temperatura taljenja ili mekSanja

tetrametilsilan

temperatura pretprijelaza

triptofan

ultraljubicasto (engl. ultraviolet)

unilamelarni liposomi (engl. unilamellar vesicles)
vidljivo (engl. visible)

triptofan

cink selenid

strizna vibracija CH2 skupine

strizna vibracija CHs skupine

zeta-potencijal

antisimetri¢no istezanje CHz skupine

antisimetri¢no istezanje CHz skupine

simetri¢no istezanje CH> skupine

antisimetricno istezanje CHs skupine

njihanje CH: skupine

kemijski pomak
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8. DODATAK

8.1. Automatizirana sinteza na ¢vrstom nosacu (Dodatak poglavlju 3.2.)

Tablica Al. Sinteza R5F2 peptida

Aminokiselina M /g mol m/mg
Fmoc-Phe-OH-Wang
resin (ide u reakcijsku 0,4-0,8 mmol/g 250
posudu)
Fmoc-Phe-OH 387,4 154,96
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Deprotekcija Fmoc
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Tablica A2. Sinteza K5F2 peptida

Aminokiselina M /g mol? m/ mg
Fmoc-Phe-OH Wang
resin (ide u reakcijsku 0,4-0,8 mmol/g 250
posudu)
Fmoc-Phe-OH 387,4 154,96
1 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
2 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
3 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
4 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
5 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
6 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
7 Deprotekcija Fmoc
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Tablica A3. Sinteza R5W2 peptida

Aminokiselina M /g mol™ m/ mg
Fmoc-D-Trp-Wang
resin (ide u reakcijsku 0,4-0,8 mmol/g 250
posudu)
Fmoc-Trp-Boc-OH 426,5 170,60
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Deprotekcija Fmoc
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Tablica A4. Sinteza K5W?2 peptida

Aminokiselina M /g mol™ m/ mg
Fmoc-Trp-Wang resin
(ide u reakcijsku 0,4-0,8 mmol/g 250
posudu)

Fmoc-Trp-Boc-OH 526,6 210,74

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44

HOBt 135,1 54,04

HBTU 379,3 151,72
Deprotekcija Fmoc
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Tablica A5. Sinteza R512 peptida

Aminokiselina M /g mol™ m/ mg
Fmoc-D-lle-Wang resin
(ide u reakcijsku posudu) 0,4-0,8 mmol/g 250
Fmoc-lle-OH 353,4 141,36
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,51
HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Deprotekcija Fmoc
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Tablica A6. Sinteza K512 peptida

Aminokiselina M /g mol™ m/ mg

Fmoc-lle-Wang resin

(ide u reakcijsku posudu) 0,4-0,8 mmol/g 250
Fmoc-lle-OH 353,4 141,36
1 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
2 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
3 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
4 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
5 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6 187,44
6 HOBt 135,1 54,04
HBTU 379,3 151,72
7 Deprotekcija Fmoc
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8.2. DLSi ELS (Dodatak poglavlju 4.1.)

Tablica B1. DPPC+DPPS

Mjerenje dn /nm % V Pdl ¢Imv
1 105,7 100 0,085 -15,9
2 105,2 100 0,073 -16,4
3 106,3 100 0,089 -15,8
4 106,2 100 0,075
5 106,0 100 0,058
6 107,3 100 0,079
Srednja vrijednost 106,1 100 0,080 -16,0
Nesigurnost +0,7 +0 + 0,010 +0,3

Tablica B2. DPPC+DPPS+R5F2

Mijerenje du /nm % V Pdl {Imv
1 1247 100 0,070 -13,8
2 125,3 100 0,077 -13,0
3 126,1 100 0,091 -13,9
4 126,0 100 0,088
5 126,3 100 0,106
6 126,1 100 0,100
Srednja vrijednost 125,8 100 0,090 -13,6
Nesigurnost +0,6 +0 + 0,014 +0,5

Tablica B3. DPPC+DPPS+K5F2

Mijerenje du/nm % V Pdl £l mv
1 1151 100 0,072 0,247
2 114,5 100 0,066 -0,002
3 114,9 100 0,082 -0,903
4 112,5 100 0,061
5 113,1 100 0,068
6 115,7 100 0,093
Srednja vrijednost 114,0 100 0,074 -0,2
Nesigurnost +1,0 +0 + 0,010 +0,6
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Tablica B4. DPPC+DPPS+R5W?2

Mjerenje dH /nm % V Pdl Imv
1 108,9 100 0,189 -23,0
2 120,0 100 0,181 -21,7
3 1254 100 0,184 -20,6
4 118,5 100 0,171
5 126,7 100 0,168
6 115,6 100 0,183
Srednja vrijednost 119,0 100 0,180 -22,0
Nesigurnost +7,0 +0 + 0,010 +10
Tablica B5. DPPC+DPPS+K5W2
Mijerenje dH /nm % V Pdl ¢Imv
1 129,0 100 0,357 -29,7
2 1139 100 0,347 -29,3
3 190,4 100 0,346 -32,8
4 118,7 100 0,361
5 1495 100 0,312
6 126,9 100 0,341
Srednja vrijednost 138,0 100 0,340 -30,6
Nesigurnost +28,0 +0 + 0,020 +20
Tablica B6. DPPC+DPPS+R512
Mijerenje du/nm % V Pdl {Imv
1 133,2 100 0,096 -7,9
2 133,2 100 0,094 -7,4
3 132,3 100 0,085 -7,1
4 133,0 100 0,099
5 131,7 100 0,082
6 134,7 100 0,107
Srednja vrijednost 133,0 100 0,090 -7,5
Nesigurnost +1,0 +0 + 0,010 +04
Tablica B7. DPPC+DPPS+K5I12
Mijerenje du/nm % V Pdl {Imv
1 122,1 100 0,067 -10,9
2 124.8 100 0,073 -12,7
3 128,8 100 0,102 -12,6
4 126,0 100 0,097
5 128,9 100 0,101
6 126,8 100 0,094
Srednja vrijednost 126,0 100 0,090 -12,1
Nesigurnost +3,0 +0 + 0,020 +1,0

Lea Pasali¢

Doktorska disertacija



§ Dodatak XXI1

Tablica B8. DPPC+DPPG

Mijerenje dH/nm % V Pdl £l mv
1 117,4 100 0,072 -6,9
2 116,5 100 0,06 -6,4
3 118,9 100 0,076 -6,2
4 120,5 100 0,085
5 120,1 100 0,067
6 121,8 100 0,084
Srednja vrijednost 119,0 100 0,070 -6,5
Nesigurnost +20 +0 + 0,010 +0,4

Tablica B9. DPPC+DPPG+R5F2

Mijerenje du/nm % V Pdl £l mv
1 133,8 100 0,142 -3,7
2 132,4 100 0,137 -4,5
3 132,6 100 0,140 -5,4
4 127,9 100 0,154
5 133,7 100 0,161
6 124,8 100 0,168
Srednja vrijednost 131,0 100 0,150 -4.5
Nesigurnost +4,0 +0 + 0,010 +1,0

Tablica B10. DPPC+DPPG+K5F2

Mjerenje dn/nm % V Pdl cImv
1 153,8 100 0,098 -9,6
2 159,7 100 0,113 -9,6
3 161,7 100 0,119 -10,9
4 154,6 100 0,125
5 156,5 100 0,119
6 154,3 100 0,111
Srednja vrijednost 157,0 100 0,110 -10,0
Nesigurnost +3,0 +0 + 0,010 +0,8

Tablica B11. DPPC+DPPG+R5W2

Mijerenje du/nm % V Pdl £l mv
1 135,6 100 0,128 -17,7
2 127,1 100 0,120 -17,0
3 125,7 100 0,150 -18,1
4 126,0 100 0,123
5 128,6 100 0,126
6 123,6 100 0,120
Srednja vrijednost 128,0 100 0,130 -17,6
Nesigurnost +4.0 +0 + 0,010 +0,6
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Tablica B12. DPPC+DPPG+K5W?2
Mijerenje dH/nm % V Pdl {Imv
1 122,6 100 0,182 -25,8
2 118,2 100 0,180 -27,0
3 115,5 100 0,185 -28,3
4 110,5 100 0,173
5 127,1 100 0,173
6 115,0 100 0,185
Srednja vrijednost 118,0 100 0,180 -27,0
Nesigurnost +6,0 +0 + 0,010 +1,0
Tablica B13. DPPC+DPPG+R5I2
Mijerenje du /nm % V Pdl I mv
1 202,1 100 0,299 18
2 2117 100 0,321 11
3 240,0 100 0,354 15
4 256,7 100 0,355
5 232,5 100 0,355
6 221,6 100 0,400
Srednja vrijednost 227,0 100 0,350 15
Nesigurnost +20,0 +0 + 0,040 +0,4
Tablica B14. DPPC+DPPG+K5I2
Mijerenje dH/nm % V Pdl ¢imv
1 75,5 100 1,000 -3,4
2 149,2 100 0,969 -5,2
3 1427 100 0,229 -5,23
4 149,3 100 0,230
5 169,5 100 0,222
6 147,9 100 0,237
Srednja vrijednost 139,0 100 0,500 -5,0
Nesigurnost + 33,0 +0 + 0,400 +1,0
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8.1.

b)

Slika C1. FTIR spektar heptapeptida (1 mM pri 30 °C i 50 °C): a) R5F2/K5F2, b)

FTIR-ATR (Dodatak poglavlju 4.3.)
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8.2. Bioloska ispitivanja - Odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije

Vrijednost MIC se definira kao najniza koncentracija antimikrobne tvari koja potpuno inhibira
rast mikroorganizama nakon inkubacije u standardiziranim uvjetima. U ovom radu vrijednost
MIC je odredena metodom serijskog razrjedenja u bujonu koristenjem mikrotitarskih ploca.

Kao testni sojevi koristeni su Escherichia coli ATCC 25922 i Bacillus subtilis, a za
medij Mueller—Hinton bujon 11 (MHBII). Bakterije su najprije uzgojene na MHBII agar
plocama (37 °C, preko noéi), a zatim inokulirane u tekuéu podlogu i uzgojene do faze
eksponencijalnog rasta. Nakon mjerenja opti¢ke gustoce (ODsoo) i pripreme inokuluma
standardizirane gustoée (10° CFU/mL), po 90 pL bakterijske suspenzije dodano je u jaZice
mikrotitarske ploce. U svaku jazicu zatim je dodano 10 pL odgovarajuée razrijedene otopine
peptida. Paralelno su pripremljene kontrolne jaZice s medijem bez stanica (negativna kontrola)
i sa stanicama bez dodatka peptida (pozitivna kontrola). Kao dodatni referentni standard
koriSten je peptid melitin, ¢ije su poznate antimikrobne osobine posluzile za validaciju
Ispitivanja.

Mikrotitarske ploCe inkubirane su staticki pri 37 °C tijekom 20 sati. Nakon inkubacije,
rast bakterija evaluiran je vizualno te mjerenjem apsorbancije na 600 nm pomocu Ccitaca
mikrotitarskih plo¢a (Glomax, Promega). MIC vrijednost definirana je kao najniza
koncentracija peptida pri kojoj nije zabiljeZen vidljivi mikrobni porast.

Dobivene vrijednosti MIC-a za ispitivane peptide prikazane su u tablicama u nastavku. U
tablicama su prikazana tri nezavisna mjerenja (1, 2 i 3). Radi preglednosti, vrijednosti MICsg
istaknute su zelenom, a vrijednosti MICg Zutom bojom. Koncentracija (c) je izraZzena u mol

dm=3.

Tablica D1. Vrijednosti MIC peptida R5F2 odredene na: a) Escherichia coli b) Bacillus subtilis

a) b)
0 100,00 100,00 100,00 0 100,00 100,00 100,00
6.4 96,74 98,42 103,78 6,4 64,65 88,87 72,83
12,8 98,63 103,09 110,06 12,8 63,53 79,20 61,21
25,6 102,93 107,31 112,18 25,6 85,53 85,50 80,70
51,2 107,04 111,39 114,96 51,2 85,71 68,46 85,21
102,4 109,06 113,68 117,43 102.4 0,87 1,66 6,85
204,8 96,46 106,51 120,52 204,8 5,85 -0,29 1,27
409,6 100,34 107,11 128,03 409.6 4,22 1,40 1,29
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XXVI

Tablica D2. Vrijednosti MIC peptida K5F2 odredene na: a) Escherichia coli, b) Bacillus subtilis

a)

0
6,4
12,8
25,6
51,2
102,4
204,8
409,6

100,00
92,83
94,57
96,09
96,00
98,52
100,13
110,14

100,00
93,79
98,15
98,90
102,10
105,28
105,85
120,10

100,00
95,11

98,98

102,25
104,63
108,12
107,25
121,21

b)

0
6,4
12,8
25,6
51,2
102,4
204,8
409,6

100,00
63,49
43,52
52,70
51,71
53,80
71,75
96,25

100,00
50,96
46,52
51,51
50,98
53,27
57,26
80,21

100,00
61,07
50,27
57,66
61,54
55,96
70,11
99,66

Tablica D3. Vrijednost MIC peptida R5W2 odredene na: a) Escherichia coli, b) Bacillus subtilis

a)

6,4
12,8
25,6
51,2
102,4
204,8
409,6

Tablica D4.
subtilis

a)

6,4
12,8

25,6

51,2
102,4
204,8
409,6

100,00
101,10
116,28
109,18
102,80
87,75
1,03
0,04

Vrijednost MIC peptida K5W?2 odredene na: a) Escherichia coli, b)

100,00
102,59
102,54
107,89
111,16
111,29
105,02
109,05

100,00
101,10
116,28
109,18
102,80
87,75
1,03
-0,04

100,00
104,12
105,72
109,73
118,49
122,87
119,95
125,81

100,00
103,2889
119,1467
112,7822

102,6
83,16118
0,24
0,77

100,00
100,14
102,92
106,07
107,80
114,86
105,54
109,13

b)

6,4
12,8
25,6
51,2
1024
204,8
409,6

b)

0
6,4
12,8
25,6
51,2
102,4
204,8
409,6

100,00
89,01
1,59
7,26
8,32
0,80
4,40
6,29

100,00
73,06
66,48
89,44
110,87
2,67
-0,57
2,11

100,00
129,43
-7,39
-18,01
6,91
-0,42
147
1,85

100,00
99,53
126,31
177,59
1,08
-10,90
4,72
-10,31

100,00
107,23
7,92
1,15
5,72
3,33
4,01
5,44

Bacillus

100,00
56,10
67,49
74,56
95,60
-8,34
8,03
8,28
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§ Dodatak XXVII

Tablica D5. Vrijednost MIC peptida R512 odredene na: a) Escherichia coli, b) Bacillus
subtilis

a) b)

0 100,00 100,00 100,00 0 100,00 100,00 100,00

6,4 94,68 89,81 92,00 6,4 45,32 45,41 57,36
12,8 96,88 92,66 94,38 12,8 37,65 47,80 52,90
25,6 96,85 90,70 93,72 25,6 51,54 39,83 59,84
51,2 98,88 90,92 94,15 51,2 52,58 39,33 58,37
102,4 102,49 97,66 100,71 102,4 45,42 45,81 63,47
204,8 104,82 103,33 105,97 204,8 54,05 49,09 71,99
409,6 113,50 116,44 119,21 409,6 78,80 69,12 86,72

Tablica D6. Vrijednost MIC peptida K512 odredene na: a) Escherichia coli, b) Bacillus subtilis

a) b)

0 100,00 100,00 100,00 0 100,00 100,00 100,00
6,4 89,39 91,40 92,71 6,4 49,85 47,15 59,33

12,8 92,92 93,00 94,74 12,8 41,84 51,78
25,6 91,22 91,64 93,27 25,6 48,56 43,68 44,86
51,2 91,02 92,16 94,28 51,2 48,90 45,43 40,24
102,4 96,54 96,45 95,88 102,4 44,93 45,76 54,47
204,8 97,18 92,86 95725 204,8 59,35 4745 57,35
409,6 107,92 100,23 101,73 409,6 82,01 67,97 83,96

Tablica D7. Vrijednost MIC melitin peptida odredene na: a) Escherichia coli, b) Bacillus
subtilis

a) b)

0 10000 100,00 100,00 0 100,00 100,00 100,00
0,8 8831 9537 9126 0,8 4390 6531 5898
1,6 8633 9231 8571 1,6 5017 16,98 3,03
32 87,74 10505  96.62 32 8,23 6,09 9,51
6.4 066 0,59 2,85 6,4 3,73 1,09 9,64
12,8 0,62 0,71 1,97 12,8 7,17 2,01 3,36
25,6 0,65 2,75 3,54 25,6 9,30 6,92 11.45
51,2 0,27 3,38 5,61 51,2 5,00 0,99 9,96
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