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Seznam zkratek a symboli
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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva aktualni problematikou tzv. antimikrobidlnich betapep-
tida a jejich syntetickych analogi, které jsou u¢inné proti siroké skédle (multirezistentnich)
bakterii. Pomoci disipativni ¢asticové dynamiky byl studovan mechanismus antibakteri-
alniho ptisobeni relativné kratkych peptidi navrzeny v praci (Qian, Chen a kol. 2018)
v modelovém systému obsahujicim nabitou fosfolipidovou membranu spontanné vzniklou
v roztoku jednomocnych (Na™ a KT) a dvojmocnych kationtt (Ca?t a Mg?") s piidav-
kem kladné nabitych peptidi. Mechanizmus kompetitivniho elektrostatického navézani
peptidi na membranu a uvolnéni dvojmocnych kationtu, které jsou pro funkci bakterii
potfebné, navrzeny autory experimentalni studie (Qian, Chen a kol. 2018) byl pomoci
simulaci potvrzen. Déle bylo ukazéno, ze plisobeni peptidu zavisi i na zptsobu, jak jsou

zmény koncentraci slozek systému realizovany.

Klicova slova: lipidové membréany, antimikrobialni peptidy, poc¢itacové simulace, di-

sipativni casticova dynamika.
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Abstract

The bachelor thesis is focused on the up-to-date topic of so-called antimicrobial betapep-
tides and their synthetic analogues that show efficient effect against a variety of resistant
bacteria. The mechanism of antibacterial function of relatively short peptides suggested
in (Qian, Chen et al. 2018) was studied by Dissipative Particle Dynamics in a model
system containing a charged phospholipid membrane spontaneously self-assembled in so-
lutions containing monovalent (Na®™ a K) and bivalent cations (Ca?t a Mg?") with the
admixture of positively charged peptides. The hypothesis proposed by the authors of the
experimental study (Qian, Chen et al. 2018) that the positively charged peptides interact
strongly with membrane replacing and expelling the positively charged bivalent cations
out of the membrane into bulk solution was verified by computer simulations. Further
it was also shown that the effect peptides depends also on the way how the changes of

component concentrations are achieved.

Keywords: lipid membranes, antimicrobial peptides, computer simulations, dissipa-
tive particle dynamics.
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1 Prehled soucasné problematiky

1.1 Motivace

V soucasné dobé je pozorovan velky nartst rezistence bakterii vici antibiotiktim napft.
v dusledku horizontalnimu prenosu plasmidiu transdukei, konjugaci, transformaci. Z jed-
nim mechanismiu rezistence je snizeni permeability bunéénych membran bakterii. Proto
se pozornost soustifeduje na hledani novych antimikrobialnich latek, které ni¢i mikroby
tim, Ze rozrusuji jejich biomembrany. Jednou z perspektivnich moznosti jsou antimikro-
bialni peptidy, oznac¢ované zkratkou AMP s antimikrobidlnim t¢inkem [1]. Mechanismus
uc¢inku dostate¢né dlouhych AMP spociva ve zvySovani permeability a naruSovani bak-
terialni membrany tvorbou poéri, kterymi se tak dostavaji do intracelularniho prostoru
bakterii, kde poskozuji komponenty cytoplazmy ¢i inhibuji metabolické reakce. K tpraveé
povrchi (napf. povrchy medicinalnich implantata ¢ povrchy v nemocnicich [2]) se vSak
uzivaji také kratké peptidy, které v8ak musi vyuzivat jiny mechanismus narusovani bunék
bakterii, protoze jsou kratsi, nez je tloustka jejich membran.

Intenzivné studovanou bakterii je meticilin-rezistentni zlaty stafylokok Staphylococcus
aureus (MRSA) | ktery byl jednim z hlavnich patogeni zptusobujici ¢asté a vazné infekce,
které byly spojeny s riznymi biomedicinskymi povrchy (hlavné v nemocni¢nich prostiedi,
napf. kachlicky, kanyly atd.). Experimentalné bylo prokazano, ze povrch modifikovany
peptidem, ktery napodoboval biokompatibilni polymer, ma piekvapivé vysokou bakteri-
cidni aktivitu proti E. coli a MRSA [3]. Jelikoz se peptidy kovalentné navazané na povrch
nemohou volné pohybovat a navic jsou prilis kratké a nemohou tudiz proniknout bunéénou
membréanou, byl v [3] navrzen mechanismus u¢inku zalozeny na silnych elektrostatickych
interakcich jejich ndsobné nabitych fetézcti se zaporné nabitymi ostrivky. Peptidy vytésni
dvojmocné ionty (Ca?*, Mg?T), které jsou nezbytné nutné pro spravnou funkci bakteri-
alnich bunék. Pro potvrzeni této hypotézy byly bakterie inkubovany s biokompatibilnimi
polymernimi povrchy modifikovanymi betapeptidy a byl pozorovan vyrazny pokles jejich

letalniho uc¢inku. Po pfidani dvojmocnych ionti do roztoku doslo az k 80% zvySeni to-
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hoto u¢inku a po pridani chelata¢niho ¢inidla (nap¥. EDTA) doslo k opétovnému poklesu

letalniho udinku.

1.2 Biologické membrany

Biologické membrany izoluje vnitfek bunky od okoli a jsou tak nezbytnou a nedilnou sou-
¢asti vSech prokaryotickych (napi. bakterie) a eukaryotickych (napf. Zivo¢ichové) bunék.
Jsou semipermeabilni (polopropustné) a propoustéji do bunék jenom urcité latky. Jsou to
pomérné slozité struktury, které se kromé pasivniho ¢i aktivniho transportu podileji také

na komunikaci buiiky s okolim a v nichz probihaji rizné metabolické procesy.

1.2.1 Struktura membrany

Stavba membrany prokaryotickych bunék

Spoleénym zakladem je dvojvrstva fosfolipidi', kdy hydrofobni fetézce mastnych kyse-
lin jsou orientovany smérem dovniti a hydrofilni fosfatové skupiny sméfuji ven a tvori
povrch membrany, ktery interaguje vyhodné s okolnim vodnym prostiedi (1.1). Do dvoj-
vrstvy jsou zacClenény i proteiny, a to integralni a periferni. Integrélni proteiny prostupuji
membranou. Existuji rizné odchylky stavby biomembran u riznych organismii. Jmenujme
napiiklad prfitomnost L-glycerolu v membrané archei ¢i cholesterolu v membrané eukaryot
[5]. Vchlipovanim membrany vznikaji mesosomy (u heterotrofnich bakterii), chromatofory
(u fotosyntetizujicich bakterii; nesou fotosyntetické pigmenty). Na membrané je koncen-
tracni gradient molekul, ionti a elektrickych nabojia. Tvoii se tak klidovy membranovy
potencial, jehoz zmény se uplatiiuji pii ¢innosti buiky [6].

V bakterialnich membranach se vedle lipidi nachazeji téz hopanoidy, coz jsou penta-
cyklické latky odvozené od hopanu. Zastupuji funkci cholesterolu, ktery se vyskytuje u
eukaryotnich bunék. Ovliviiuji tekutost?, permeabilitu a rigiditu membrany [3]. Biomem-
brany jsou udrzovany v organizovaném uspoiadani nekovalentnimi interakcemi (sily van
der Waalsovy, vodikové miistky, hydrofobni efekt atd.). Lipidova dvojvrstva ma vlastnosti,
které spliuji nase oc¢ekavani: je nepropustna pro ionty a vétsinu (velkych) polarnich mo-
lekul. Je kapalné, takze vytvari vhodné prostfedi pro membranové proteiny, samovolné

zaceli otvor vznikly v membrané a konecné umoziuje splynuti membrén, kdyz se dveé

kterou jiz v roce 1925 navrhli E. Gorter a F. Grendl [4].
2Tekutost membrany ovliviuje i zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin. Cim vice jich je, tim je
membréna tekut&jsi [7].
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Obrazek 1.1: Jednoduchy model membrany.

http://147.33.74.135/knihy/uid_es-002_v1l/hesla/membrana_biologicka.html

bunky spojuji v jedinou [1].

Na zéakladé tzv. Gramova barveni bunécné stény bakterii 1ze bakterie rozlisit na gram-
negativni a grampozitivni. Gramnegativni bakterie se barvi riuzové, kdezto grampozitivni

fialové.

Gramnegativni bakterie maji dvojvrstevnou membranu — vnitini a vnéjsi, které ob-
klopuji peptidoglykanovou bunéénou sténu. Vnéjsi membréna obsahuje lipopolysacharid,
membréanové proteiny a fosfolipidy [5]. LPS ptisobi jako virulentni faktor. Na LPS se
vaze tzv. S-vrstva, coz je vysoce organizovana povrchova vrstva slozena z proteinu a gly-
koproteinti, které jsou zakotvené do bunééné stény. S-vrstva tvori pravidelné struktury
dlazdicovitého a ¢tvercového tvaru. S-vrstva udrzuje pevnost a udava tvar bunécné stény,
stabilizuje membranu. Jeji funkei je ochrana pred zménami pH, osmotickym stresem, skod-
livinami, viry. Ochranuje bunku pted fagocytozou a uc¢inky komplementu. Poméha buiice
adherovat k povrchum. Pro zvySeni pevnosti a integrity bunééné stény propojuje vrstvu

peptidoglykanu s vnéjsi membranou tzv. Braunuv lipoprotein [5].

Grampozitivni bakterie maji jednovrstevnou lipidovou membranu a silnou vrstvu pep-
tidoglykanu. Proto se téZ nazyvaji jako monodermni bakterie (chybi jim vnéjsi membrana).
Mezi vrstvami peptidoglykanu se nachéazi dlouhé aniontové polymery kyseliny teichoové,
které jsou slozeny z glycerolfosfatii a ribitolfosfatii, navazanych na sebe ptes fosfodiesterové
vazby. K peptidoglykanu jsou vazany kovalentné. K hlavickdim membranovych lipidi jsou
pripojeny molekuly kyseliny lipoteichoové. Povrch gramnegativnich bakterii je bohaty na
proteiny, které jsou podobné tém, které se nachézeji v periplazmé gramnegativnich bunék.
Nékteré z nich jsou vazany k lipidovym kotvam, které jsou zasazené do membrany, jiné

jsou kovalentné vazany na peptidoglykan [9]. Kyselina teichoova a kompozice povrcho-
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vych proteini hraje dulezitou roli v adaptaci na okolni prostiedi a rustu bakterii, naprt.
B. subtilis [10]. Obr. 1.2 ukazuje jednoduchym zptisobem membranu gramnegativnich a

grampozitivnich bakterii.

(a) Schema membrany (b) Schema membrany
gramnegativnich bakterii. grampozitivnich bakterii.

Obrazek 1.2: Schema membrany gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.
(a) pfevzato z http://mikrobiologie.xf.cz/files/imgs/g-stena-big.PNG
(b) pfevzato z http://mikrobiologie.xf.cz/files/imgs/g+stena-big.PNG

Stavba biomembrany eukaryotickych bunék

Biomembrana eukaryotickych bunék je téz sestavena z dvojvrstvy fosfolipidi, do dvoj-
vrstvy jsou zanofeny membranové proteiny. Misto hopanoidi je zde vSak cholesterol.

Mnoho membran mé domény, které jsou bohaté na proteiny. Nékteré membrany maji
dokonce velké mnozstvi specifického proteinu, napf. bakteriorhodopsinu ve fialové membréa-
né Halobacterium salinarum a poriny ve vnéjsi membrané gramnegativnich bakterii (viz
Obr. 1.2a) [11]. Domény s velkym mnoZstvim proteint ¢asto potiebuji specifické druhy
lipidti, tzv. hranic¢ni lipidy, coz je skupina lipidnich molekul, které se prednostné vazou
na povrch membranovych proteinti. Jsou ¢asteéné znehybnény v disledku interakce lipid-
protein. Polarni hlavicky téchto lipidi se mohou vazat na hydrofilni ¢asti membranovych
proteinti. Hydrofobni ¢ast membranovych proteini je zanofena mezi fetézce mastnych
kyselin. Hrani¢ni lipidy maji funkci ,mazaci‘ vrstvy pro povrchy proteint, ¢imz se tedy
mohou membranové proteiny pohybovat v membréané pomoci volné rotace a lateralni di-
faze. Tepelna denaturace membranovych proteini muze znicit jejich sekundarni a terciarni
strukturu, tim se odhali nové povrchy membranovym lipidiim,a tak se zvysi pocet lipidnich
molekul v hraniéni vrstvé [11]. Tento jev lze studovat pomoci EPR [12].

Za zminku stoji tzv. lipidové rafty. To jsou glykolipoproteinové mikrodomény, tvo-
fené kombinaci glykosfingolipidi a proteinovych receptorta. Ovliviuji fluiditu membranu

a transport membranovych proteint. Lipidové rafty pfedstavuji vice organizovanou struk-

12


http://mikrobiologie.xf.cz/files/imgs/g-stena-big.PNG
http://mikrobiologie.xf.cz/files/imgs/g+stena-big.PNG

turu neZ zbyla dvojvrstva, volny pohyb je vSak umoznén [11]. Lipidovy raft je znazornén
na Obr. 1.3.

Obrazek 1.3: Lipidovy raft. A — cytosol, B — extracelularni prostor, 1 — bézna lipidovéa
vrstva (neraftova), 2 — lipidovy membranovy raft, 3 — transmembranovy protein
asociovany s lipidovym raftem, 4 — neraftovy membranovy protein, 5 — glykosyla¢ni
modifikace na glykoproteinech a glykolipidech, 6 — GPI-zakotveny protein, 7 —
cholesterol, 8 — glykolipid.

https://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidov/C3%BD_raft#/media/Soubor:Lipid_raft_organisation_scheme.svg

1.2.2 Stavebni slozky biomembran

Lipidy jsou estery vyssich mastnych kyselin a alkoholt (¢i jejich derivatii). Viechny membra-
nové lipidy jsou amfipatické povahy (obsahuji jednak hydrofilni ¢ast, jednak hydrofobni
cast) [1].

Tabulka 1.1: Lipidové slozky nékterych biomembran (hm. %), pfevzato a upraveno z |1].

Saccharomyces Azobacter FEscherichia

Lipidova slozka Mitochondrie . o .
cerevisiae agilis coli
cholesterol ) = = -
fosfatidylethanolaminy 28 17 100 100
fosfatidylseriny - 8 - -
fosfatidylcholiny 48 47 - -
fosfatidylinositoly 8 22 - -
disfosfatidylglyceroly 1 0,3 - -
sfingomyeliny - 2 - -
cerebrosidy - - — -
ceramid — — — —
jiné 10 3,7 = -

Tabulka 1.1 ukazuje, Ze vétsina membranovych lipidi jsou fosfolipidy, coz jsou derivaty
glycerolu, v nichz hydroxylové skupiny na C; a Cs jsou esterifikovany nasycenymi i nenasy-

cenymi mastnymi kyselinami, obsahujicimi obvykle 14 az 24 atomii uhliku a hydroxylova
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skupina na Cj je esterifikovana kyselina trihydrogenfosfore¢nou [1]. Zbytek kyseliny trihyd-
rogenfosforeéné je esterifikovan hydroxylovou skupinou riznych alkoholi ¢i aminoalkoholi
(cholinu, ethanolaminu, serinu, inositolu, glycerolu).

Hlavni slozku neutralnich lipidi tvoii mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou alifatické
karboxylové kyseliny. Mohou byt pfitomny v podobé esteri (vazané mastné kyseliny) ¢i
jako volné mastné kyseliny (tj. neesterifikovany). Maji zpravidla nevétveny fetézec obsahu-
jici sudy pocet uhlikovych atomu (jsou syntetizovany z dvouuhlikatych jednotek). Retézec
miize obsahovat vedle jednoduchych vazeb i vazby dvojné (jednu ¢i vice) [7].

Mastné kyseliny pritomné v bakteriich ukazuje tabulka 1.2.

Tabulka 1.2: Mastné kyseliny pfitomné v bakteriich, prevzato a zkraceno z [13]

Nasycené MK  Hydroxykyseliny Vétvené MK Nenasycené MK
Laurova B-hydroxymaselna  Isooktanova  Palmitoolejova
Myristova Mevalonova Korinnova Olejova
Stearova B-hydroxymyristova Diptherova  cis-vakcenova
Arachidova

Behenova

Lignocerova

Montanova

7 velké casti se jedna o mastné kyseliny s dvojnou vazbou v poloze cis. V bakteriich
existuji v8ak i trans nenasycené mastné kyseliny [14], napf. bakterie Fubacterium lentum
redukuje nenasycené mastné kyseliny — jako je linolova a linolenova — aby produkovala
velké mnozstvi kyseliny stearové a trans acyl derivaty [14].

Vedle lipidu jsou v biomembranich zakomponovany proteiny. Lipidy vytvareji funkéni
prostiedi pro proteiny. Zastoupeni lipidi a proteinii velmi kolisé v riznych membranéch,
napiiklad nejvice bilkovin (75 %) obsahuji membrany, na kterych se odehréavaji metabolické
pochody, tj. mitochondrie a chloroplasty [4].

Membranové proteiny maji zvlastni rozlozeni hydrofilnich a hydrofobnich aminokyse-
linovych zbytki, jelikoz jsou v kontaktu jednak s hydrofobni lipidovou dvojvrstvou, jednak
polarnim vodnym prostfedim [4]. Rozliujeme integralni (které mohou byt i transmembrano-
vé?) a periferni (vnéjsi) proteiny.

Integralni proteiny jsou zanorené do lipidové dvojvrstvy nebo ji pfimo prochézeji. Hyd-
rofobni charakter zanofenych oblasti umoznuje existenci v nepolarnim prostiedi [4]. Ty

jsou ve dvojvrstvé drzeny hydrofobnim efektem. Krom hydrofobni ¢asti maji i hydrofilni

3Neplati viak, ze kazdy integralni protein je transmembranovy.
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cast, kterd jim dovoluje vy¢énivat z membrany a tim dochazi k interakcim latek rozpustnych
ve vodé s povrchem membrany [4].

Periferni membrénové proteiny jsou vétsinou kyselé povahy a jsou poutany k mem-
brané slabymi elektrostatickymi a vodikovymi vazbami, ¢asto prostfednictvim dvojmoc-
nych kationtd k hydrofilnim ¢astem membréanovych lipida [1]. Proto je lze oddélit od
membréany poruSenim polarnich vazeb, napf. zvySenim iontové sily (zména pH) [15] ¢i ex-
trakei ziedénymi roztoky neutralnich soli [1]. Jsou to vét§inou enzymy, umisténé na vnitini

strané bunky [1].

Vztah perifernich a integralnich proteini k membrané dle [11]

Jak jiz bylo dfive zminéno, biomembrana ma v sobé jednak vnorené, jednak pfidruzené
proteiny. Vnofeni proteint do lipidové dvojvrstvy zahrnuje polarni a nepolarni interakce.

Dilezitou rodinou perifernich proteint je rozli¢né skupina fosfolipas, tj. ve vodé roz-
pustnych enzymu, které stépi molekuly fosfolipidu. Nékteré z fosfolipas jsou klicovymi re-
gulatory, které produkuji tzv. druhé posly (bunééné signalizace). Mezi znamé fosfolipasy
patii fosfolipasa C, ktera odstépuje diacylglycerolovy zbytek (tj. diacylglycerol, ktery ak-
tivuje proteinkinasu C), fosfolipasa A1 (resp. A2), stépici acylovy zbytek na C1 (resp. C2)
pozici glycerolového zbytku.

V eukaryotickych bunkéich se dale vyskytuji tzv. annexiny, coz je velka skupina pro-
teint, které vyzaduji Ca?* ionty k navazani na membranu. Afinita téchto proteinti k mem-
brané je nizka v nepiitomnosti lipidi a vysokd v pfitomnosti aniontovych lipida. Maji
dynamickou funkci, tj. organizuji endocytozu a prenos lipidi. Maji i funkci imunitni, pro-
toze jsou pouzivany jako markery pro apoptozu, a tak jsou intenzivné studovéany.

Periferni proteiny, které se vazou k membrané slabé a reverzibilné a jsou vazbou regu-
lovany, se nazyvaji amfitropické. Jsou zahrnuty v mnoha diilezitych biologickych funkcich.
Jejich aktivita je regulovdna zménou z formy rozpustné ve vodé na formu, kdy jsou na-
vazany k membrané. Mezi amfitropické proteiny patii napt. fosfolipasa C a proteinkinasa
C.

Proteiny zakotvené k lipidum jsou pritomné jednak v bakteriich jakozto lipoproteiny
v E. coli, jednak v eukaryotickych bunkach.

Integralni membranové proteiny prostupuji membranou. Lze je klasifikovat jako typ
I, kdy je jejich N-konec venku, nebo typ II, kdy je jejich C-konec venku. Existuji i inte-
gralni proteiny typu III, které prostupuji membranou nékolikrat diky smyckdm. Analyza
struktury a mutageneze integralnich membrénovych proteini vedle k nékterym zobecné-

nim ohledné umisténi aminokyselin v nepoldrni membréanové doméné. Tak nepolarni ami-
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nokyseliny se typicky nachazeji v a-helixech, postranni fetézce aminokyselin vyénivaji do
hydrofobnich ¢asti dvojvrstvy (podpofeno termodynamickym hlediskem). Kyselé a bazické
aminokyseliny bud zustévaji nenabité kvuli nizké dielektrické konstanté membranovych
proteint, nebo tvori iontové pary, ¢imz je vysledny naboj nulovy anebo maji bud funkci
transportni, kdy prenaseji protony ¢i elektrony nebo vazi kofaktor jako je hem ¢i retinal.
Aromatické kyseliny (zejména tryptofan a tyrosin) hraji specialni roli v mezifazi hydro-
filnich a nepolarnich domén jednak v a-helixech a [-barelech integralnich membrénovych
proteint.

V téchto [-barelech je tizké souvislost mezi sekundéarni a terciarni strukturou, protoze
protein obsahuje §-vldkno (,strand“), které se staci a vytvari tak kompaktni strukturu,
ve které je prvni a posledni vlakno spojené vodikovou vazbou. Tyto vlakna jsou obecné
uspofadany antiparalelné, takze N-konec jednoho vlakna je pfilehly k C-konci dalstho
vldkna. Takova kompozice se vyznacuje velkou stabilitou, protoze se tak vytvofi sit vodiko-
vych vazeb mezi funkénimi skupinami karbonylovou a aminovou, které preferuji planarni

geometrii [10].

Interakce perifernich a integralnich proteini s dvojvrstvou

Biologické membrény jsou typicky slozeny jednak z kladné nabitych sloucenin, jako je
fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin, sfingolipidy, jednak zaporné nabitych, napr. fos-
fatidylglycerol, fosfatidylinositol a kardiolipin. Nabité hlavicky fosfolipidi davaji vzniku
koncentra¢nich gradientii na povrchu membrany. Nabité membranové povrchy pak déavaji
vzniku dalekodosahovym elektrostatickym interakcim mezi perifernimi proteiny a lipido-
vymi hlavickam [17].

Prave elektrostatické pritahovani mezi nabitymi skupinami na perifernich proteinech a
nabitymi skupinami na lipidech, pfip. proteinovych komponentech membrany je dilezitym
mechanismem. Zmény, které ptisobi na naboje na téchto perifernich proteinech, méni je-
jich afinitu k membréné a nastavuji jakysi ,elektrostaticky spinac”, ktery kontroluje jejich
vazbu.

Druhym mechanismem je vlozeni lipidové kotvy, coz se dé&je, kdyz proteiny s kova-
lentné vazanymi acylovymi Fetézci mohou vyrazné zmeénit pozici téchto fetézcit ve vodni
formé a ve formé, kdy jsou navazany na membrané. Ve vodni formé takového proteinu je
acylovy Tetézec izolovan do vnitiku proteinu. V pfipadné u membrany vyéniva z bilkoviny
a pritiskne se k membrané.

V pripadé tfetiho mechanismu existuje vazebné misto na proteinu pro konkrétni lipid.

Vazebné misto je ¢asto specifické pro danou hlavicku lipidu. Spojeni proteinu s membranou
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zéavisi na afinité proteinu pro dany lipid a téz na koncentraci lipidu. Protein miize mit tzv.
sklapku“, ktera kryje vazebné misto (ve vodni formé), ¢imz se moderuje vazba do vazebného
mista.

étvrty mechanismus zahrnuje vlozeni amfipatického helixu do mista mezi membranou
a proteinem, coz vyzaduje jeho naro¢nou konformacni zménu, ktera zpristupni hydrofobni

jadro membrany, a tim usnadni inzerci tohoto helixu [15].

Jak jiz bylo Teceno, elektrostatické interakce maji zésadni vliv na vazbu perifernich
proteini na lipidy. Casto vedle elektrostatickych sil se uplatiuji i hydrofobni interakce.
Kdyz periferni protein vklada jeden ¢i vice acylovych fetézcii, aby se zakotvil do mem-
brany, tak hydrofobni interakce hraje dilezitou roli. Ukazuje se, Ze vazebna energie je
umérna délce Fetézce. Vlozeni lipidového Tetézce mize pomoc lokalizovat zbytky perifer-
niho proteinu. Vazba lipidu vytlacuje vodu, tudiz zvysuje hydrofobicitu povrchu proteinu,
tim spiSe zvySuje jeho afinitu proteinu k membrané.

Kontakt mezi integralnimi membranovymi proteiny a lipidy musi byt velmi tzky, aby
se udrzela zakladni vlastnost membrany, tj. jeji semipermeabilita. Pfitomnost proteinu
nemé v podstaté efekt na vzdalené lipidy, ale ma markantni efekt na lipidy kolem sebe
(hrani¢ni lipidy). Experimenty s purifikovanymi proteiny ukézaly, Ze mnoho membréano-
vych proteini vyzaduje specifické lipidy (¢i t¥idy lipidi) ke stabilni vazbé ¢ zanofeni do

dvojvrsty, zatimco mnoho enzymi vyzaduje lipidy pro jejich aktivitu (viz Tab 1.3).

Tabulka 1.3: Specifické pozadavky membranovych proteint a enzymii na lipidy, upraveno
a zkraceno z |11]

Enzym Delipidace Reaktivace

1 Lipidova specificita pro reaktivaci delipidovaného enzymu

Cytochrom c oxidasa PLA, Kardiolipin
beta-hydroxybutyratdehydrogenasa fosfolipasa A jen fosfatidylcholin
Protein Vaze se na Specifické pozadavky

2 Pozadavek amfitropickych proteini pro vazbu a aktivaci

aniontové lipidy,
fosfatidylserin
a diacylglyceroly

fosfatidylcholinové,

Proteinkinasa C fosfatidylserinové vezikuly

Kardiolipin je dulezita latka, ktera se vyskytuje v mitochondriich a biomembrané bak-
terii. Je to glycerolfosfolipid, tvofeny ze dvou molekul fosfatidati napojenych kovalentné
na molekulu glycerolu. Zména pH a pfitomnost dvojmocnych kationtd mohou vyvolat

strukturalni zménu kardiolipinu. Ma téz tzky vztah k membranové fazi, tj. proces, kdy ze
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dvou, puvodné izolovanych lipidovych dvojvrstev, vznikne jedna struktura tim, Ze se spoji

jejich hydrofobni jadra do sebe [5].

V [19] bylo ukazano, ze v E. coli, pozménéné mutaci, se tvoii membranové domény,

které postradaji kardiolipin, a presto se dana bakterie relativné normalné délila.

Prvni informace o tom, jak by mohly lipidové molekuly interagovat s integralnimi
proteiny vzesla z ESR, kde se uzily spinové oznacené fosfolipidové molekuly. Tyto molekuly

pak poskytly informaci ohledné pohybu mastnych acylovych fetézca [20].

Peptidy vélenujici se do membrany

Mezi takovéto peptidy patii mnoho antimikrobialnich peptidi a peptidovych toxini. Dalsi-
mi peptidy, které se mohou vélenit do membrany jsou ionofory, pojmenované kvili jejich
afinité k ionttim, které mohou byt vysoce specifické. Zatimco nékteré ionfory jednoduse
vytvori s iontem chelédt a obklopi ho lipidni obélkou, jiné se zanofi do membrany, aby
vytvorily iontovy kanal. Alamethicin a gramicidin jsou dva Siroce studovaného ionofory,

které umoznily pochopeni proteinovych iontovych kanali [11].

1.2.3 Fyzikilni vlastnosti biomembran

Hnaci sily spontanni asociace

Vznik membrany je slozitym vysledkem kombinace riznych sil jako jsou elektrostatické,
van der Waalsovy a vodikové vazby [21].

Pro urceni celkové energie prenosu jednoho lipidu z roztoku do asociatu se podobné
jako pfi popisu jinych asocia¢nich procesii uziva zména molarntho Gibbsova potencialu ¢ili

chemického potencialu, ktery je dan vztahem
Ap=Ap’+kgTnC, (1.1)

kde kg je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota, C' je koncentrace a Ay
je zména chemického potencidlu (u° je standardni chemicky potencial pii standardnim
stavu latky (tj. ¢ista latka)). Znaménko a velikost Ap° je nejéastéji ukazatel toho, jak moc

dané sily ovliviiuji danou molekulu [21].
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Hydrofobni sily

Lipidové océsky jsou nepolarni a nenabité, proto intermolekulérni sily nemaji na né velky
vliv. Nicméné energie hydratace nepolarnich lipidovych ocaski, Apuyp, 4, je co do velikosti
nejvetsi energii, ktera piispiva ke zméné chemického potencialu Ay [21].

Hydratace malych organickych molekul je charakterizovana zapornou (pfiznivou) en-
talpii a pozitivni (nepiiznivou) entropii [22]. U velkych molekul je tomu naopak. K vy-
svétleni odlisného chovani vody blizko malych a velkych rozhrani se casto odvolava na
vznik vodikovych vazeb. Velké rozhrani totiz vytvaii ,houpajici se* vodikové vazby (coz
stoji hydrata¢ni entalpii), kdezto tvorba vodikovych vazeb se mize uskutecénit okolo ma-
lych hydrofobnich latek (coZz stoji uréitou entropii) [21]. Dikazy pro toto vysvétleni byly
podany v [23].

Princip odporujicich sil (opposing forces)

Pokud by jenom hydrofobni sily hraly roli ve spontanni asociaci lipidové dvojvrstvy, pak
by lipidy splynuly do jediné faze, separované od vody. Skute¢nost, ze amfifilni latky dokazi
odolat takovému nezadoucimu vysledku vedla Tanforda k vysloveni principu odporujicich
sil [22].

V principu odporujicich sil se uvazuje, ze standardni chemicky potencial pii standard-
nim stavu latky Ap° se rozdéli na tii prispévky. V [24] pouzili tento princip a odvodili

vztah
«a

A,uo = Aﬂﬁydrofob + 'YAeq + A

= kpTIn(C*), (1.2)

eq

kde Aeq = \/m je rovnovazna plocha povrchu na jednu molekulu, « je repulzni parametr
hlavi¢ek lipidi, v je povrchové napéti. Hodnota C* je specificka pro kazdy amfifil [21].
Nejvétsi vahu mé prvni ¢len v rovnici 1.2, ktery fidi shlukovani a lze ho spocitat podobnymi
tvahami a postupy, které byly popsany vyse (viz [25]). Druhy ¢len souvisi s vystréenymi

ocasky na povrchu micely a lze ho spocitat ze vztahu
(dG)T,pJV = ’}/dA, (13)

kde ~ je povrchové napéti, A je plocha rozhrani a indexy u Gibbsova potencidlu znaci,
ze teplota T, tlak P a pocet ¢astic N je konstantni [21]. Posledni tfeti ¢len v rovnici 1.2
souvisi s repulzemi mezi hlavickami lipidi, vznika kvili sterickym a dip6l-dipol repulzim.

Roli v spontanni asociaci lipidt za tvorby lipidové membréany hraji téz entalpie a hlavné

entropie (krom samotného hydrofobniho efektu). Entropie ¥idi chovani hydrofobnich latek
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ve vodé (napf. lipidy). Hydrofobni ¢ast lipidi nuti molekuly vody, aby se zorganizovaly do
usporadaného tvaru kolem nasycenych ¢asti molekul lipidi. To vede ke sniZeni entropie,
protoZe se zabranuje volné asociaci (diky vzniku vodikovych vazeb) molekul vody. Snizeni
entropie slouzi jako hnaci sila asociace lipidii mezi sebou, protoze se tim snizi mnozstvi
vody (vytladi se), obklopujici jejich molekuly, coz vede ke zvySeni entropie (a tedy k vice
negativnéjsimu Gibbsovu potencialu). Tedy entalpické hledisko spociva v tom, Ze lipidy

chtéji byt u sebe, kdezto na druhé strané chce systém docilit co nejvétsi entropie.

Fyzikalni stav biomembrany nejlépe popisuje jeji fluidita |[1]. Lipidova dvojvrstva ma
své typické usporadani, avSak jednotlivé slozky vykonavaji chaoticky pohyb (Brownitiv po-
hyb). V roce 1972 byl navrzen model fluidni mozaiky (Singer a Nicholson [20]). Fosfolipidy
neustéle rotuji kolem osy kolmé k membrané (rota¢ni difaze), vibruji beze zmény polohy
a rychle se pohybuji v roviné membréany (lateralni difuze). Frekvence transla¢nich pohybu
jsou fadové v u s~1. Tak se u bakterialni buiitky mohou molekuly lipidii pFemistit z jed-
noho konce buiiky na druhy v jediné sekundé [1|. Krom téchto translacnich pohybu se
vykonévaji i preklapéci pohyby (tzv. flip-flop pohyb) [1]. Fluidita zavisi na teploté (s vyssi
teplotou roste), na mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin (s vétsim obsahem nenasy-

cenych mastnych kyselin roste) [15].

Diftaze iontt

Pfi pasivnim transportu iontu (elektrolytii) hraje vyznamnou roli membranovy potencial.
Naptiklad ve svalové buiice je intracelularni koncentrace draselnych iontii mnohem vyssi
nez vné bunky, narozdil od intracelularni koncentrace sodnych ionti (sodik je mimobu-
néény kation) [27]. Na povrchu membrany je kladny naboj (sodny kation), na vnitini
strané membrany je naboj zaporny (je dan zaporné nabitymi zbytky kyseliny sialové v
glykolipidech a glykoproteinech) [11] . Dusledkem je polarizace membrany. V klidovém
stavu je tudiz uvnitt bunky vice zapornych ionti. Vznika rozdil elektrickych napéti na

obou stranach membréany, ktery nazyvame klidovy membranovy potencial ¢:

Pm = Pint — Pext, (14)

kde @i je elektrické napéti na vnitini strané membrany a @ je elektrické napéti na
vnéjsi strané membrany. Jelikoz na vnitini strané membréany je vice zaporného naboje, je

vysledny klidovy membranovy potenciél ¢y, zaporny [27].
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Membranovy potencial souvisi s koncentracemi latek dle vztahu

zF<pm)

Ci1 = Crexp (— RT

kde z je pocet kladny naboji iontu a F' je Faradayova konstanta.

Predstavy o difizi latek membréanou se daji shrnout takto:

1. v membranach existuji mikropéry. Témi pronikaji malé hydrofilni molekuly a za

vhodnych podminek i voda,

2. v lipidnich ¢astec membrany se rozpoustéji podle svého rozdélovaciho koeficientu K

rizné molekuly a ionty a postupné se premisti na druhou stranu,

3. lipidova dvojvrstva je v chaotickém pohybu, a tak se tvori tzv. poruchy, které vznikaji

rotaci sousednich alifatickych Fetézct lipida kolem vazeb C — C o 120°,

4. poruchy v membrané mohou vznikat jejich zakiivenim (diky smrsténi perifernich
proteinti) a ptsobenim tzv. flexoelektrické polarizace. Pory vzniklé timto zpisobem

jsou pak schopny propoustét i neutralni molekuly a kationty [25].

Jelikoz v biologickych systémech panuje teplotni a tlakova rovnovéha (tj. T a P je kon-
stantni), je vhodné pro feSeni otazek termodynamiky buiiky uzit Gibbsiv potencial G.
Pravé ten rozhoduje o tom, zda déj bude probihat samovolné ¢i nesamovolné (pii konstat-

nim tlaku a teploté). Termodynamicka definice je
G=H-TS5, (1.6)

kde G je Gibbsuv potenciél systému, H je entalpie systému, T je termodynamicka teplota
systému, S je entropie systému. Kritériem samovolnosti déje v uzavieném systému? pii

konstantnim tlaku a teploty je vztah
(dG)rp < 0, (1.7)

kde nerovnitko plati pro ireverzibilni d&j a rovnitko pro reverzibilni.
Zména Gibbsova potencidlu v dusledku koncentracniho gradientu AG, lze pak zapsat

ve tvaru

AG, = —RTIn <, (1.8)

Cint

4V otevieném systému musi navic byt konstantni pocet ¢astic N.
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kde cext je koncentrace iontu vné membrany a ¢y je koncentrace iontu uvnitf [29].
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1.2.4 Termodynamika membranového pienosu

Prenos latek pres membranu se tradi¢né déli na pasivni a aktivni. PTi pasivnim transportu
se latky prenaseji diftzi nebo konvekci, tj. samovolnym déjem, a tak tyto procesy ne-
spotfebovavaji energie ve formé ATP [27]|. Pfi aktivnim transportu se na transport latky
vyzaduje piisun energie (napf. z chemické reakce), a tak proces miZze probihat i proti

sméru koncentra¢niho spadu dané latky.

A. Pasivni transport
Diftize neelektrolyti

Difuze se 1idi 1. Fickovym zakonem
j=—DVec, (1.9)

kde j je hustota toku latky kolmo na plochu membrany, D je diftzni koeficient a Ve je
gradient koncentrace. Zakon tedy tika, ze hustota toku je umérnéa gradientu koncentrace

[28]. .

Pokud uvazujeme o toku pies tenkou membranu, lze rovnici (1.9) prepsat do tvaru

j= —DCI%C’ = Pler — crp), (1.10)

kde ¢; a ¢;; jsou koncentrace na vnéjsi a na vnitini strané membrany, d je jeji tloustka v
cm a P permeabilitn{ konstanta v cm s™! [23].

Pro latky pronikajici pres lipidové oblasti membrany lze velikost permeabilni konstanty
predpovédét s vyuzitim dvou fyzikalnich jevi. Jedna se o rozdélovaci rovnovahu mezi
roztokem a lipidnimi slozkami membréany (piislusny rozdélovaci koeficient se oznacuje
K) a o diftzi uvnitf membréany charakterizovanou koeficientem D,,. Lze pak psat, ze
P = KDy, /d |28]. Rozdélovact koeficient je definovan vztahem K = exp (“et—kint) kde

Lext je chemicky potencidl mimo membranu a gy, je chemicky potencial v membrané [27].

B. Aktivni transport

Pasivni transport je velmi pomaly. Efektivnéjsi je aktivni transport, ktery je rychlejsi,
avSak vyzaduje pfisun energie. Na membrané specifické proteinové prenaSecCe, které na
jedné strané vazou latku, ktera se ma transportovat a na druhé strané se od ni oddéli a

vrati se do ptivodniho stavu [27].
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Dle poctu prenasenych c¢astic rozlisujeme:
1. uniport, tj. je pfendSena jenom jedna molekula ¢i ion,

2. kotransport, tj. jsou prenéSeny dvé nebo vice molekul ¢ ionti. Kotransport dale

délime podle vzajemného sméru prenasenych ¢astic na:

(a) symport, tj. ¢asticec jsou pfenaSeny stejnym smérem

(b) antiport, tj. ¢asticec jsou pfenaSeny opa¢nym smérem.

Zakladnimy typy transportnich proteint jsou kanaly a pumpy. Iontové kanaly transpor-
tuji naptiklad ionty sodné, draselné, vapenaté ve sméru koncentra¢niho gradientu. Trans-
port zprostredkovavaji pumpy ATPasy. Dle zdroje energie se rozlisuje primarni aktivni
transport (ATPasa vyuziva pfimo energii z hydrolyzy ATP) a sekundéarni aktivni trans-
port (je vyuzito gradientu, ktery generuje néktery iont). Typickym piikladem antiportu
je Nat /K*-ATPasa. Ta prenasi soucasné K* dovniti a Na® ven z buiiky — to popisuje
rovnice 1.11:

3 Na."

int

+2 KL, + ATP + H,0 — 3 Nal, + 2 K{, + ADP+3 Ht +3 PO, (1.11)

ext int

Hnaci silou pohybu ionti Na™ a K™ membranou jsou elektrochemické potencialy jie Na, fek

Extracelulami prostor ° Na
(] y @ ) Draslik -
@ Sodik € S
@ V) Na" e._ /@ Ps /) K

QQQ%?W @@@@
A
%?ﬁ%wﬂ. e
:TP). .. ’ @ 'a ° ADP.O EK XQJ

Intracelulami prostor K

==
==0
==
==0
==
=
=
==0
koncentrace

+

Obrazek 1.4: Schema ATPasy.

https://www.wikiskripta.eu/w/Iontov%C3%A9 pumpy+# /media/File:Scheme sodium-potassium pump-cs.svg

které jsou dany vztahy

— RTIn Datles | Nat Floe,

[Na+]int

+
PeK = RTIn [[I;{J]T:: + ZK+FQOQ,

,ue,Na (112)

kde zya+ a 2+ jsou poc¢ty naboju iontt sodiku, drasliku [27].
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Dalsf membranovou proteinovou pumpou je Ca?t-ATPasa (uniport). Ta vyuZiva ener-
gii uvolnénou pii hydrolyze ATP k fizeni pohybu Ca?' sarkoplazmatickou membranou
(vyznam nachazi p¥i svalové kontrakci, vzriist koncentrace Ca?* vyvola kontrakei, kdeZto

pokles relaxaci) [27].

1.3 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobiélni peptidy (téZ membranové-aktivni peptidy) jsou hojné studované antibi-
otika, protoze vykazuji antimikrobialni uc¢inek proti Siroké skale druhti bakterii, véetné
multirezistentnich bakterii. Kvili jejich toxicité vSak nastévaji problémy pfi jejich vyu-
ziti jakozto ucinnych latek ve farmakologii. Proto se pro pochopeni slozitych interakci
mezi témito peptidy a biologickymi membranami uzivaji biofyzikalni a teoretické metody

(modelovani membrén).

1.3.1 Ucinky AMP

Antimikrobidlni peptidy se koncentruji u povrchu membréan a interaguji s nimi. Dlouhé
AMP jimi vétsinou pronikaji, kratsi AMP je narusuji jinym mechanismem. P vétSim
poruseni bunééné membrany dochazi k vyliti bunééného obsahu.

V mechanismu vazby AMP na membrany se uplatiuji elektrostatické interakce mezi po-
zitivné nabitymi aminokyselinami a zaporné nabitym povrchem membrany. Dalsi roli hraji
hydrofobni interakce mezi amfipatickymi doménami peptidu a fosfolipidy. Pronikini AMP
(ve vyssich koncentracich) bakterialnimi membranami jim umoziuje jednodussi vstup do
bakterialnich bunek [30].

K porozuméni mechanismu tuc¢inku AMP je zapotiebi jednak prozkoumat interakce
peptid-lipid (viz 1.3.3), jednak schopnost téchto molekul vazat se k membrané. Potencial
vazat se lze vystihnout afinitou a mnozstvi adsorbovanych AMP na lipidové membrané
lze jednoduse popsat pomoci rozdélovaci rovnovéhy.

K popisu distribuce peptidi na rozhrani membréana:vodni faze se pouziva rozdélovaci
konstanta K. K urceni této konstanty se uzivaji rizné metody, napt. UV-Vis absorpéni
spektrofotometrie, fluorescenéni spektroskopie a téz méfeni Zeta potencialu [31].

K popisu afinity AMP k membrané se uziva nasledujici model: pfedpoklada se, ze
peptid (P) mé n ekvivalentnich a nezavislych vaznych mist pro substrat, tj. lipid L. To
popisuje rovnice

P+nL%PLn, (1.13)

i
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kterd ve tvaru kinetické rovnice zni
kon[L|[P] = kog[PLn], (1.14)

kde ko, a kog jsou asociacni, resp. disociacni rychlostni konstanty. Informaci o afinité AMP

pak ziskdme porovnanim riznych sloZeni lipida [31].

1.3.2 Struktura AMP

AMP obecné obsahuji méné nez 100 aminokyselinovych zbytkt. Jedna se vétSinou o
L-aminokyseliny (jako glycin, leucin, arginine a histidin [31]), ale AMP mohou téZ ob-
sahovat modifikace v podobé disulfidovych mustki. Bézné maji kladny naboj (od +4 do
+6) kvili argininovym ¢i lysinovym zbytkim, které interaguji s negativné nabitymi fos-
fatovymi hlavickami bakteridlni membréany. TéZ obsahuji hydrofobni ¢ast, a proto maji
amfipaticky charakter. Kladné nabité AMP vsak nemaji velky ucinek proti bakteriim,
které si vytvorili piislusnou rezistenci, proto vedle kladnych AMP existuji i zdporné na-
bité AMP (od —1 do —7) (napf. chromacin) [30]. Pfedpoklada se vsak, ze maji jinou
primarni biologickou funkci.

AMP lze klasifikovat do 4 skupin dle jejich sekundérni struktury. Prvni skupina za-
hrnuje linearni, a-helikilni peptidy (melitin, dermcidin), druhé skupina pak peptidy s
B-strukturami spojené dvéma ¢ vice disulfidovymi mustky, tfeti zahrnuje AMP s inter-
molekularnimi disulfidovymi mustky tvoricimi smycky a posledni skupina jsou peptidy se

specidlnimi nebo modifikovanymi aminokyselinami [30].

1.3.3 Interakce AMP s membranou

Pro interakci AMP s membranou je dulezita urcita, tzv. prahova koncentrace, ktera je
podminkou jejich u¢inkt. Antimikrobialni peptidy nemusi ptisobit pouze tim, Ze by vytva-
fely pory v membrané; mohou jiz indukovat nékteré zmény membranovou permeabilizaci.
Prikladem je tzv. ,carpet‘ model [32, 33, 34]. V tomto modelu jsou AMP absorbované
na povrchu membrany podobné jako detergenty, a tim ovliviuji architekturu membrany.
Nejdrive se uplatiuji elektrostatické interakce a jakmile se dosahne prahové koncentrace
na povrchu membrany, peptidy jej pokryji a vytvori vrstvu, které se fika ,carpet* (,kobe-
rec). Membrana se tak destabilizuje a dezintegruje. Piikladem takovych AMP jsou aurein
1.2 a cecropin P1 [30].

Pro charakterizovani interakci AMP s ruznymi modely membréan a predpovézeni an-

timikrobialnich ¢i cytotoxickych plisobkl se uzivaji rozdélovaci a disocia¢ni konstanta,
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zminéné v 1.3.1. Znamymi mechanismy jsou tvorba poéri v membrané a tvorba car-
pet povrchu. Ruzny charakter peptidi vede k rtiiznym mechanismtm naruseni membran.
Uplatnuji se vsak i dalsi faktory, napt. pomér lipidu k peptidium a cilové misto zasahu na

membrané [35].

Prvnim krokem v mechanismu naruseni membréany je navazani AMP na vnéjsi stranu
fosfolipidové membrany. Pti nizkém poméru lipid:peptid se vétsina a-helikalnich AMP véze
rovnobézné s membranou. Napiiklad cecropin P1 se vaze timto zptisobem [35]. Byl vysloven
néazor, ze takova vazba vyvolava konvexni zakiiveni membrany, zvétseni povrchu vnéjsi
strany membrany, zeslabeni tloustky hydrofobniho jadra a ztenceni lipidové dvojvsrtvy
[ » 2Ol ]

Pomoci experimentalnich metod jako NMR a rentgenové difrakéni analyzy bylo zjis-
téno, ze peptid vazajici se na povrch membrany snizuje organizovanost fosfolipidovych
acylovych Fetézcti (coz muze byt odrazem ztenceni membrany) [35].

Zmény ve fyzikalnich vlastnostech lipidové dvojvrstvy zptisobené vazbou peptidi, kte-
rou podporuje dalsi penetraci AMP, vedou k tvorbé transmembranovych pori. Pri jejich
tvorbé se AMP téz vazi nejdirive rovnobézné s povrchem dvojvrstvy. Kdyz koncentrace
peptidi dosédhne prahové hodnoty, AMP, jiz navazané na membrané, se preorientuji a
penetruji do hydrofobniho jadra dvojvrstvy, ¢imz se vytvari transmembranovy poér. Toto

bylo poprvé popsano v [39].

1.3.4 VyuzZiti pocitacovych simulaci ke studiu interakci AMP

Pocitacové simulace dokazi zprostiedkovat informace ohledné interakei peptid-membréana.
Kuprtikladu molekularni dynamika (MD) a Monte Carlo metody poskytly detailni simulaci
chovani jednotlivych molekul biofyzikalni popis systému peptid-membrana [30]. MD simu-
lace numericky Tesi soustavy diferencialnich pohybovych rovnic, které popisuji dynamicky
vyvoj systémi obsahujicich velky pocet castic. Pomérné presna pocitacova reprodukce
vyvoje systému vyzaduje pouziti velice kratkych (¢asovych) simula¢nich kroki.
Simulovanymi systémy jsou napt. peptid-lipidova membrana, kdy se zkouma napft.

chovani AMP na rozhrani voda-dvojvrstva [10], nebo penetrace do membrany [11].
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1.4 Pocitacové modelovani membran

Lipidové membrany byly a jsou stale velmi intenzivné studoviny teoretiky. Teoretické
zkoumani lze provadét pomoci mean-field teorie ¢i simulovanim systému po jednotlivych

molekulach (napiiklad molekularni dynamika (MD)).

1.4.1 Molekularni dynamika: Zhrubené modely

Ve ,zhrubenych* modelech latek (angl. coarse grained model) simulované castice (angl.
bead) nepredstavuji jednotlivé atomy, nybrz celé skupiny atomt (molekuly nebo casti

vysokomolekularnich komplexii). Potencidlni energie systému se uvazuje ve tvaru
V = V;/azeb + V}lhel + V:iihedral + V;orze + V;/dW + V;)la (115)

kde Viaenb @ Vinel jsou potencialni energie oscilaci kolem rovnovaznych hodnot délek a
vazeb, Viinedral @ Viorze jSOU potencialni energie oscilaci vazebnych ploch a Vigw, Ve jsou

potencialni energie van der Waalsovych vazeb a elektrostaticka potencialni energie [21].

1.4.2 Disipativni ¢asticova dynamika

Disipativni ¢asticova dynamika® (DPD) je stochasticka simula¢ni metoda, ktera je vhodna
pro modelovani takovych systému, které se sklddaji z velkého poctu castic a molekul.
Jelikoz DPD pracuje s tzv. ,zhrubenym modelem* latek, umoziuje tato metoda provadét
dostatecné dlouhé simulace.
Disipativni ¢asticovd dynamika spadéd do metod molekularni dynamiky (MD), ktera
vyuziva k vypoctu trajektorii vSech c¢astic Newtonovy pohybové rovnice:
d’r; F,

=t 1.1
& = m (1.16)

kde r; je polohovy vektor i-té Castice , m; hmotnost i-té castice , F; je celkova sila ptiso-
bici na i-tou ¢astici . Rovnici (1.16) se tedy ¥idi ¢asovy vyvoj daného systému. Celkova
sila vystupujici v této rovnici je dana souctem sily konzervativni, F¢ | disipativni, F” a
nédhodné, FF :
F, =Y (F+F)+F/) (1.17)
1#]

®Zakladatelé této metody jsou P. Hoogerbrugge a J. Koelman [12, 43].
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Konzervativni sila je nazvana podle toho, Ze ji lze vyjadrit jako zaporny gradient ,zhrube-

ného* potencialu UCY [11], tj.

F¢ = -Vv,U%, (1.18)
Lze ji vyjadiit ve tvaru [15]
ai; (1- 4 ro 1y <71
e A (1.19)
0 pro ri; > ¢

kde a;; je repulzni koeficient mezi ¢asticemi ¢ a j, r;; je vzdalenost mezi Casticemi ¢ a j,
re je ,cut-off“ (dosah konzervativni sily), jehoz hodnota je vétSinou stejné pro vSechny
simulované ¢astice. Potencial v rovnici (1.19) byva oznacovan jako tzv. mékky potencial,
protoze umoznuje vzajemné prostupovani ¢astic. Je tedy konzervativni sila mékkou repul-

zivni silou, to znamena, Ze interaguje slabé.

Disipativni sila (pfedstavujici frikéni silu) a sila ndhodné charakterizujici vzajemné
pusobeni ¢astiv ve zhrubeném modelu (vliv prostiedi). Disipativni sila zavisi jednak na

vzdalenosti ¢astic ¢ a j, jednak na vzajemné rychlosti:
D D
Fij = —vijw”(rij) (e - vij)ei, (1.20)

kde v;; je koeficient disipativni sily, w” je vdhova funkce disipativn{ sily zavisla na ry,

rychlost v;; = v; — v; a e;; je jednotkovy vektor.

Naproti tomu sila ndhodna nezavisi na rychlosti a je dana vztahem

Fz]j = O_iij(rij) (121)

€e;j

Cian
kde o;; je koeficient ndhodné sily, w® je vahové funkce nédhodné sily zavisla na r;j, ¢
je Gaussovo nahodné ¢islo s jednotkovym rozptylem a nulovou stfedni hodnotou. Pro
Gaussovo ¢islo plati, Ze (;; = (j; a jeho hodnota je urcena nezavisle pro kazdou dvojici
¢astic ¢ a j. Jednotkovy vektor je znacCen e;; a At je Casovy krok. Vyhodou DPD je, ze
popisuje spravné hydrodynamické interakce mezi ¢asticemi, protoze vSechny sily v rovnici
(1.17) spliwji 3. Newtoniiv zékon.

D a w! nelze volit zcela ndhodné. Espanol a Warren [16] odvodili, Ze

Vahové funkce w
DPD simulace poskytuji Maxwell-Boltzmannovu distribuci rychlosti ¢astic a konstantni

teplotu simulovaného systému, pokud vahové funkce spliuji néasledujici (tzv. fluktuacné-
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disipa¢ni teorém) podminky:
O_U = Q’YZJICBT (122)

w® (ry;) = [w"(ry;))?, (1.23)

Disipativni a ndhodné sila maji funkci termostatu. V simulacich, provadénych v této praci,
byl pouzit tzv. NVT soubor, coz je Gibbstiv kanonicky soubor, pro ktery je charakteristické,

ze pocet Castic NV, objem systému V' a teplota T je konstantni.

Resenf Newtonovych pohybovych rovnic se opiralo o Verletiv algoritmus:

% (t + %) = v(t)+ %At,

r(t+At) = r(t)+v (t + é) At,

2
At
F(t+At) = F|r(t+At),v t+7 ,

v(t+At) = v (t+ ﬁ) + Wm.

(1.24)

1.4.3 Elektrostatika v DPD

Elektrostatické sily jsou sily dlouhého dosahu, tudiz typicky simula¢ni box neni dost velky.

Je nutno vzit v iivahu periodické okrajové podminky.

Budiz dano N c¢astic, kazda popsana polohovym vektorem r; a ndbojem ¢; v kubic-
kém simula¢nim boxu s periodickymi okrajovymi podminkami o délce hrany L a objemu

V = L? . Celkova elektrostaticka energie systému U® je dana vztahem

4i4;
477505 ;ZZ |14 —|—jnL| (1.25)

kde ¢q je dielektricka konstanta, e, permitivita prostfedi, n = (n,, n,, n.), je celo¢iselny

vektor a proi = j jen = 0 [47]. V sumaci pfes n se uvazuji periodické okrajové podminky.

K vypoc¢tu dalekodosahovych interakci se pouziva obvykle Ewaldova sumace. Tato

metoda vyjadiuje pravou stranu rovnice (1.25) pomoci dvou ¢leni — redlnou prostorovou
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sumou a reciprokou prostorovou sumou [47]:

i og>i k+£0

UM = e (Z R DUEEEEEEE Y q?) ,
(

kde

(k) = Y S = 3 grexplik-r), k= 2 (1.27)
=215 ) —i:1 giexp(ik - 1;), k= —m, .

kde erfc je komplementarni chybové funkce, « je parametr ovliviujici konvergenci v Ewal-

dové sumé, k je velikost vektoru k a m = (m,, m,, m,) je celo¢iselny vektor.

Redlna suma je pocitana jako kazda jin& kratkodosahova sila, kdezto pro vypocet

dalekodosahovych sil se pouziva Fourierova transformace.

Vzhledem ke skutecnosti, ze DPD ¢astice se mohou navzajem prostupovat a Coulombuv
zékon diverguje pro r = 0, neni mozné pracovat s bodovymi nbaoji. V DPD simulacich se

Céstice ,rozmaze* v ur€itém objemtu [11].

V provedenych simulacich byla pouzita Slaterova distribuce naboje [17]:

1 2r
Pc = W—)\g’exp (-)\—e), (128)

kde A, je Slaterova rozpadova délka (decay length) naboje.

Interakéni potencidl mezi dvéma nabitymi Casticemi ¢ a j je pak dan aproximac¢nim
vztahem: |
e BYi4;
Usj = =21 = (1 + fry;) exp(=20r4)], (1.29)

Tij

kde 8 =5/(8)\e) a lp je Bjerrumova délka [11].

Zaporné vzaty gradient potencidlu z rovnice (1.29) dava silu mezi dvéma nabitymi
Casticemi i a j [17]:

I,
Fj= qu2qj {1 — exp(=28rij)[1 + 2Bri(1 + Briy)]}, (1.30)

ij

Timto se odstrani singularita v Coulombové zakonu a obé veli¢iny (potencial i sila) jsou

pro r = 0 konecné.
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1.4.4 Redukované jednotky

Misto klasickych jednotek SI se v simulacich pouzivaji tzv. redukované jednotky. V této
praci byly pouzity jednotky, které jsou bézné v DPD simulacich. Konkrétné jednotkou
délky je dosah konzervativni sily 7., jednotkou hmotnosti je hmotnost jedné DPD céstice
m;, energie je mérena v jednotkach kg7

Pro vypocet redlného ¢asu simulace byl pouZit vztah, odvozeny v [15]:
to = (14,14 0,1)N2/ [ps], (1.31)

kde t, je casova jednotka a NV, je pocet molekul rozpoustédla v jedné DPD ¢astici. Redlny

simula¢ni ¢as se pak ziskd vynasobenim ¢, celkovym poctem simulovanych kroki.
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2 (il prace

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci pocitacovych simulaci ovérit mechanismus an-
tibakterialniho ptisobeni relativné kratkych peptidi navrzeny v praci [3]: nasobné nabity
peptid vytésni od membrany dvojmocné kationty, které jsou potfebné pro spravnou funkci
membrany, a sam se elektrostaticky navaze na membranu, ¢imz efektivné zabranuje in-
terakci dvojmocnych kationti s povrchem membrany. Navazujicim cilem bylo studium
pusobeni pridaného peptidu za riznych podminek. Pocitac¢ové simulace poskytuji experi-
mentalné tézké dostupné (¢i vitbec nedostupné) informace, které umoziuji lepsi porozu-
méni mechanismim studovanych procest a dovoluji relativné rychlé parametrické studie

trendi chovani a mohou tak ¢aste¢né nahradit drahé experimenty.
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3 Vysledky

Simulace byly provadény metodou DPD (viz 1.4.2) pomoci programu DL _MESO, ktery
vytvoril Michael Seaton [19]. Vystupy ze simulaci byly zpracovavany pomoci programii,
které napsal Mgr. Karel Sindelka, PhD. a jsou dostupné na adrese https://github.com/
KaGaSi/AnalysisTools/releases (byla pouzita verze 3.2-2).

3.1 Pouzity model a jeho ovéreni

Model studované membréany je oznacen jako HC5;K, kde H je hydrofilni hlavicka lipidu, C
hydrofobni télo (Fetézce mastnych kyselin) a K ozna¢uje koncovou ¢astici mastnych kyselin
(slouzilo k vizualizaci prostfedku membréany). Obr. 3.1 na str. 35 ukazuje schematicky
model HC;K, dvojmocného kationtu, peptidu a ostatnich iontd. V experimentélni praci
[3] byly pouzity analoga betapeptidii, nas ,zhrubeny* model je ale obecny. Tato préace
umoznuje studovat interakci jakychkoli kladné nabitych peptidi. V kazdém studovaném
systému byla zachovana celkova elektroneutralita.

Kladné a zaporné nabité protiionty jsou oznaceny Q,, resp. Q,, dvojmocny kation je
oznacCen M a je vytvoren ze dvou ¢astic rozpoustédla, mezi nimiz je vazba o vysoké tuhosti
k = 250 zajistujici tésnou lokalizaci. Peptid je oznacen P a sestavid ze 6 Céstic, mezi
nimiz byla vazba o tuhosti £ = 528. Rovnovazné vzdélenost mezi dvéma ,beadami“ byla

ro = 0.5. Tabulka 3.1 na str. 36 pfehledné shrnuje popis a vlastnosti simulovanych ¢astic.

3.1.1 Pouzitd metoda a parametry

Pro simulaci membrany HC5;K byly pouzity parametry! z [50] (viz Tab. 3.2, str. 36), objem

simula¢niho boxu byl ve viech provedenych simulacich V' = 323.

"Hodnota a;; = 25 je standardni hodnota repulzniho koeficientu pro &astice se stejnou rozpustnosti,
jak ji stanovili tuto hodnotu Groot a Warren [45] na zdkladé kompresibility vody. Odpuzovéni je charak-
terizovano vyssimi hodnotami a;; nez 25. Pro ¢astice, které jsou k sobé& ptitahovany jsou naopak hodnoty
a;; mensi nez 25.
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Obréazek 3.1: Modelova struktura lipidni molekuly, dvojmocného kationtu, peptidu, pro-
tiiontt a rozpoustédla v DPD simulacich. Modra barva reprezentuje hydrofilni hlavicku
lipidu, bila zaporné nabitou hlavicku lipidu, tyrkysova fetézce mastnych kyselin, zelena
barva koncovou ¢astici fetézce mastnych kyselin, ¢ervena barva kladné nabity dvojmocny
kation, oranzovéa kladné nabity peptid. Sed4 znadi rozpoustédlo, fialova, resp. ¢erna za-
porné, resp. kladné protiionty. Barvy odpovidaji barvam kiivek v grafech, neni-li uvedeno
jinak.

Tyto parametry byly uzity proto, aby membrana méla zejména vhodnou elasticitu a
lateralni tlak, coz odpovida realnym systémum. Tyto vlastnosti byly v préci [50] vzaty v
tvahu. Na Obr. 3.2 je znazornéno nami reprodukované rozlozeni jednotlivych komponent
elektricky neutralniho systému studovaného v praci [50]. Kiivky ukazujici hustoty jed-
notlivych ¢astic ve sméru kolmém na samovolné vzniklou rovnovaznou membranu dobie
reprodukuji publikovana data (Obr. 2 (a) a (b) v [50].).

Po ovéfeni spravnosti pouzivané metodiky (softwaru a nastavenych parametri) zrepro-
dukovanim publikovanych vysledkii [50] bylo pokracovano ve vlastni praci. Zekvilibrovana
membrana byla modifikovana tim, ze ¢ast lipidovych hlavicek (10 %) byla nabita jednot-
kovym zapornym nabojem [19]. Obr. 3.3a ukazuje, Ze nabité hlavicky (oznacené bile, pro
lepsi viditelnost zvétseny) jsou rozmistény nahodné na jedné strané pii kolmém pohledu na
membranu. Na Obr. 3.3b jsou vykresleny hustotni profily nabitych ¢astic v tomto systému.
Je vidét, Ze pocet nabitych hlavicek je na obou stranidch membrany stejny a distribuce

hlavic¢ek je symetricka. Tato simulace odpovidala redlnému c¢ase 19 us.
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Tabulka 3.1: Prehled simulovanych ¢astic

Castice Popis Néboj
H hlavicka lipida qg=—1
C Fetézce mastnych kyselin —

K koncova castice fetézce mastnych kyselin  —

M ¢astice tvorici dvojmocny kation q=+2
P Castice tvorici peptid q—= +6
Qp kladny protiiont q—+1
Qn zaporny protiiont qg=—
H, nabita hlavicka lipidu q=—
S castice rozpoustédla —

Tabulka 3.2: Interakéni parametry pro simulaci membrany HC5K

Dvojice ¢astic a;; v; K To
HH 25 4.5 128 0.5
CC 25 45 128 0.5
SS 25 45 0 0
HS 35 45 0 0
HC 50 9.0 128 0.5
HK 50 9.0 128 0.5
CS 75 20.0 0 0

Studie pokracovala simulacemi, ve kterych byly k ekvilibrované nabité membrané pii-
davany dvojmocné kationty s odpovidajicim mnozstvim protiionti tak, aby se zachovala
elektroneutralita systému. Pro pfehlednost a orientaci v simulovanych systémech slouzi
Tab. 3.3.

Pro dalsi zjednoduSeni je dale v textu pouzito znaceni xM-+yP, kde x = 25, 50, 100,
150, 200, 250 a y = 0, 16, 32. Smyslem volby rtzného mnozstvi dvojmocného kationtu a
riazného mnozstvi peptidu bylo zkouméani vzajemného ptisobeni peptidi a dvojmocnym
kationttim a téz ziskani informaci ohledné interakce téchto peptidii s povrchem membrany.
Krom toho byla pozornost zaméfena i na chovani protiiontt (kazdy systém byl vzdy jako

celek elektroneutralni).
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(a) Hustotni profily ,bead“ tvoricich (b) Hustotni profily ,bead* tvoficich
membranu HC5K ukazujici soucet profila C+K membranu HC5K

Obrazek 3.2: Zavislost hustoty ,bead”, p, na vzdélenosti, r, od stfedu elektricky neutralni
membrény. Lipidova hlavicka (H) - modra, fetézce mastnych kyselin (C) - tyrkysova
plna, fetézce mastnych kyselin (C+K) - tyrkysova ¢arkovana, koncova ¢astice mastnych
kyselin (K) - zelend, rozpoustédlo (S) - fialova.

Celkovy pocet molekul lipida tvoficich membranu HC;K byl 3324.

0.15

0.1

0.05

(a) Nahodné rozmisténé nabité hlavicky lipida (b) Hustotni profily H,, Q, a K v nabité
po povrchu membrany. membrany HC5K.

Obrazek 3.3: Kolmy pohled na membranu (Obr. 3.3a) ukazuje, Ze rozloZeni naboji na
povrchu membrany je nahodilé. Hustotni profily uvedené na Obr. 3.3b dokazuji, ze
naboje jsou stejnomérné rozlozeny po obou stranach membrany.

3.1.2 Nabita membrana v roztoku s dvojmocnymi kationty

Pro tento zkoumany systém byla vytvorena série simulaci, kdy se k nabité lipidové mem-

brané pridalo nejdiive 25, pak 50, 100, 200 a kone¢né 250 M. Pouzité interakéni parametry
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Tabulka 3.3: Znaceni simulovanych systému

Oznageni systému Pocet dvojmocnych kationti (M)

Pocet peptidi

nabitda HC;K 0 0
25M-+0P 25 0
25M-+16P 25 16
50M+0P 50 0
50M-+16P 50 16
50M+32P 50 32
50M-+32P+50M 100 32
100M+32P 100 32
M100+0P 100 0
M100+16P 100 16
M100+32P 100 32
M150+0P 150 0
M150+16P 150 16
M150-+32P 150 32
M200-+0P 200 0
M250-+0P 250 0

ukazuje Tab. 3.4. Na Obr. 3.4a je néhled simula¢niho boxu znazornujici membranu vytvo-

fenou v systému obsahujicim 100 kladnych dvojmocnych kationti M. Obr. 3.4b znazornuje

hustotni profily jednotlivych komponent ve sméru kolmém na membranu. Na Obr. 3.5 jsou

hustotni profily nabitych slozek a ndbojové hustotni profily pro systém 150M-+0P.

Tabulka 3.4: Interakéni parametry pro systémy HC;K s M a B

ai]'/fyi]' H? Hq B S> Qpa Qn
H,H,  25/45 50/9.0 35/45 25/45 35/45
C, K 25/4.5 75/20.0 27/4.5 75/20.0
M 95/4.5 25/4.5  25/4.5
B 25/4.5  25/4.5
S, Q. Qn 25/4.5
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(a) Membrana s dvojmocnymi kationty

(b) Celkovy kladny néboj v systému xM-+0P
(Cervena, zvétsené)

(x = 25, 50, 100, 150)

Obrazek 3.4: (a) Nahled ze strany na obsah simula¢niho boxu a (b) hustotni profily
celkového kladného naboje v systému se 25 (fialova), 50 (zelend), 100 (modra), 150
(oranzova) a 200 (Cervend) dvojmocnymi kationty.
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(a) Hustotni profily nabitych slozek v systému

(b) Nabojové hustotni profily pro systém

150M-+0P.

150M-+0P.

Obrazek 3.5: (a) hustotni profily, p, nabitych bead (M cervené, Q, fialové, H, modfe a
Qy Cerné) a (b) nabojové hustotni profily, p., celkového kladného naboje (M+Q, oran-
zove), celkového zaporného naboje (H,+Q,, zelené). Celkovy naboj (H,+M+Q,+Q,, zele-
nomodie) ma pro vétsi nazornost pro celkovy zaporny naboj hodnotu mensi nez nula.
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3.1.3 Nabita membrana v roztoku s dvojmocnymi kationty a pep-

tidy

Po ekvilibraci nabité membrany s dvojmocnymi kationty bylo prfiddno 16 a 32 peptidi

a odpovidajici pocet protiionti tak, aby byl systém elektroneutralni. Obr. 3.6 ukazuje

peptidy, které se prevazné zdrzuji pri povrchu nabité membrany.

(a) Membrana s kationty (Cervena, zvétSené) a

Dvojmocné kationty

Y477
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peptidy (oranzova, zvétsené).

(b) Stejny systém — pohled shora. Kationty
nejsou zobrazeny pro piehlednost.

Obrazek 3.6: Snapshoty ukazujici chovani peptidii (pocet 32 na obou) vidi kationtim a

membrané.

nejsou v obrazku zobrazeny jednak kvili prehlednosti, jednak kvili tomu, ze klicovou

strukturou byl peptid, jehoZ rozmisténi v simula¢nim boxu byl hlavni cil tohoto obréazku.

Byly studovany nasledujici zavislosti:

1.

3.

zmény v systému o konstantnim poc¢tu dvojmocnych kationtti a s riznym poctem

peptida (systém 100 (50) M+yP, kde y = 0, 16, 32),

vliv rostouciho mnozstvi dvojmocnych kationtt pii konstantnim poctu peptidii (sys-

tém xM+16P, kde x = 25, 50, 100, 150, 200).

vliv postupu pfi ,michéani“ na stav systému (systémy M50+32P-+50M a M100+32P).

Byl studovan systém 100/50M+yP (y = 16, 32). K zekvilibrované nabité membrané se

100/50 dvojmocnymi kationty bylo pak pridano 16 peptidi a posléze dalsich 16 peptidu

(celkovy pocet se zvysil na 32 peptidii) a opét prislusné mnozstvi protiionti, aby se za-

chovala elektroneutralita systému). Srovnani vysledka pro 100 a 50 kationtt ukazuje Obr.

3.7.



1. Membrana v roztoku s konstantnim poc¢tem dvojmocny kationtd a rdznym

poc¢tem peptidia

| '16P — 32P — | '16P — 32P —
0.1 — 0.1F —
p p
0 L - —L O ! | 1
—10 -5 0 ) 10 —10 -5 0 5) 10
T r

(a) Hustotni profily ukazujici rozlozeni (b) Hustotni profily ukazujici rozlozeni
16 peptidu (fialova) a 32 peptidi (zelena) 16 peptidu (fialova) a 32 peptidi (zelena)

kolem membrany v simulaénim boxu kolem membrany v simula¢nim boxu

obsahujicim 50 dvojmocnych kationtt. obsahujicim 100 dvojmocnych kationti.

Obrazek 3.7: (a) hustotni profily peptidi kolem membrany s 50/100 kationty a (b) s
100/50 kationty.

2. Vliv rtizného poc¢tu dvojmocnych kationtd pti konstantnim poctu peptidi

0.06 - —— 7 0.06 . —T
25M —100M 25M —100M
- 50M —150M . - 50M —150M .
0.04 - 0.04 —
. 1 p . i
0.02 0.02 —
C TR 0 5 10 C T R— 10
r
(a) Hustotni profily dvojmocnych kationtu. (b) Hustotni profily peptida.

Obrézek 3.8: Hustotni profily (a) kationtt a (b) peptidi v systém tvofeném mebranou,
16 peptidy a 25 (fialova), 50 (zelend), 100 (modra) a 150 (oranzova) kationty. Zmény
hustotnich profili rizného poc¢tu dvojmocnych kationti a konstatniho poc¢tu peptidii pti
rostoucim poc¢tu kationti.
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3. Vliv poradi na pridavani slozek

Na zavér byl zkoumén vliv pfipravy systému na rozlozeni kationtii a peptidi. Systém
obsahujici 100 kationti a 32 peptidi byl ziskan jednak pridanim 50 kationti a 32 peptidia
a pak jesté dalsich 50 kationtl a jednak byl vytvotren pridanim 100 kationtd k membrané

najednou a pak bylo ptfidano 32 peptidi.

50M-32P -+ 50M — | 50M-32P +50M —

0.1+ 100M+32P — _| 0.1+ 100M+32P — _|

L ] P i i

0.05 — 0.05 - —

0 | L | L | O ) 1 ,
—10 -5 0 ) 10 —10 -5 0 ) 10
r r
(a) Hustotni profily kationt pro riiznou (b) Hustotni profily peptida pro riznou
pripravu systému. pripravu systému.

Obrazek 3.9: Hustotni profily (a) kationtu a (b) peptidi v systeméch 50M-+32P+50M
(fialova) a 100M+32P (zelena).

0-15 T T T
I 50M'4+-32P+50M — |

0.1+ 100M+32P — _

0.05

pe 0
—0.05
—0.1

_ 1 1 | 1 | 1 | 1
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Obrazek 3.10: Hustotni profil celkového néboje pro systém 50M-+32P+150M (fialova) a
100M+32P (zelena).

42



4 Diskuze

Model bakterialni membrény tvorené HC5;K fetizky, reprezentujicimi fosfolipidové mole-
kuly, byl studovan pomoci pocitacovych DPD simulaci s parametry prevzatymi z prace
[50], které autori nastavili tak, aby vlastnosti simulované membrany (laterarni tlak, elas-
ticita) odpovidaly experimentalnim métrenim. Ovéfil jsem, Ze moje simulace s pouzitymi
parametry dobte reprodukuji vysledky préace [50] i experimentalni méteni [51], nebot mnou
simulované nenabitd membrana vykazuje stejné hustotni profily (polohy a vysky piki) jako
membréana popsana v [50]

Déle jsem studoval chovéani takto ziskané rovnovazné (peclivé ekvilibrované) membrany
v simula¢nim boxu obsahujicim riznd mnoZstvi dvojmocnych kationtt (M?*) a kladné na-
bitych modelovych peptida (Pg). Simulovana ¢ast membrény, ktera reprezentuje zaporné
nabité ostrivky bakteridlni membrany nachazejici se v blizkosti obou pélt bunééného dé-
leni, byla modifikovana nabitim 10% v8ech fosfolipidovych hlavicek H (tj. 332 hlavicek)
zapornym nabojem. Na jednotlivé strany membrany byl ndhodné rozmistén vzdy poloviéni
naboj. Nabita membrana byla opét plné ekvilibrovana. Ekvilibrace nabitych systému je
mnohem pomalejsi nez systémii elektricky neutralnich. Cim vice naboju N, je piitomno
dosah a do vypoctu je nutno zahrnout mnoho parovych interakci, jejichz pocet stoupa
s qu. Vzhledem k omezené kapacité MetaCentra a vysoké vytiZenosti tamnich pocitaci
jsem casto dlouho ¢ekal ve fronté na spusténi simulaci a ne vSude jsem se statistikou simu-
la¢nich dat spokojen. Pfesto moje dosazené vysledky jasné ukazuji zékladni trendy chovani
studovaného systému, které diskutuji v dalsi ¢asti. Zde bych chtél podotknout, Ze vlastni
membréna (a to i v piipadé jejiho ¢aste¢ného elektrického nabiti) je v naprosto rovnovaz-
ném stavu a vysledky naznacuji, Ze je dostatecné robustni a jeji struktura neni ovlivnéna
interakei s pridanymi komponentami. To znamena, Ze pouze pii simulacich vlivu pifidavku
dalsich komponent jsem v MetaCentru neziskal dostatecny vypocetni ¢as na dokonalou
ekvilibraci nékterych dat, jak jiz vySe bylo uvedeno. Simulace vSak stale pokracuji a dou-
fam, ze pti obhajobé budu mit k dispozici lepsi vysledky s dostatecné malymi statistickymi

chybami.
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Obr. 3.4b prezentujici hustotni profily rtizného mnozstvi dvojmocnych kationtii u na-
bité membrany bez pridani peptidi (Pg) jasné dokazuje, Ze vzdor pomérné vysokému
poctu center elektrostatické interakce na membrané je efekt lokalizace dvojmocnych kati-
ontl v tésném sousedstvi membrany omezen. Pti zvySovani koncentrace dvojmocnych kati-
ontu vzrusta hodnota hustoty v maximu jen mirné a vétsina kationti se rozpousti v roz-
toku. Hlavnim diivodem je princip maxima transla¢ni entropie ionti, ktery je znam ze stu-
dia syntetickych i biologickych polyelektrolyti, surfaktanti a dalSich elektricky nabitych

vysokomolekularnich systému [52, 53].

Obr. 3.5, na kterém jsou znazornény hustotni profily nabitych ¢astic (nabité hlavicky,
dvojmocné kationty a kladné i zaporné nabité protiionty) a piislusné nabojové hustoty,
ukazuje, Ze vétsina dvojmocnych ionti se nachazi na vnéjsi strané membréany (smérem
do roztoku), a tak na obou rozhranich vznika elektrostaticky potencial. Hustotni profily
fosfolipidovych fetézcti a nenabitych i nabitych fosfolipidovych hlavi¢ek (neni ukézano)
jsou pro vSechny systémy studované v této praci stejné, tj. struktura membrany nebyla
ovlivnéna pii naSich simulacich ani pfidavanim kationtt, ani peptida (Pg).

K rovnovaznym membrandm s riznymi poc¢ty kationti byly déle priddvany peptidy
(Pg). Zde bychom chtéli zduraznit, ze pritom doslo k dalsimu zvySeni ¢asové naro¢nosti
ekvilibrace systému. PTi pokracovani v simulaci, které jiz byla zatiZzena urc¢itou statistickou
chybou, se opét zvysil pocet nabitych ¢astic systému, ¢imz se kvadraticky zvysil pocet pari,
mezi nimiz bylo nutné explicitné vypocitat prispévek k celkové elektrostatické interakci.

Obr. 3.7 demonstruje vliv koncentrace dvojmocnych kationti na interakci peptidi s
membranou. Obsahuje simula¢ni data pro dvé nezavisle pridana mnozstvi peptidu ve dvou
elektroneutralnich systémech lisicich se koncentraci dvojmocnych ionti. Piky obou kiivek
(jak pro 16, tak pro 32 peptidii) na obou straniach membrany sice nejsou ve stejné vysce, coz
je zpusobeno nedostatecnou ekvilibraci systému, presto vsak jsou zakladni trendy chovani
naprosto zifejmé. Je vidét, ze vzristajici koncentrace dvojmocnych kationti mirné omezuje
navazovani peptidi. Omezeni je pouze malé a to ze dvou divodi: Za prvé, peptidy jsou
nasobné nabité, vétsi sila a kooperativni ptisobeni naboji umisténych na jejich retézcich
zesiluje atraktivni interakci a za druhé, na rozdil od malych ionti je jejich hmotnost vyssi
a translacni entropie pfi jejich uvolnéni do roztoku neprispiva tak vyznamné ke snizeni
Gibbsovy energie jako u malych a velice pohyblivych ionta [52].

Obr. 3.8 ukazuje jaky vliv ma pridavek peptidi na distribuci dvojmocnych kationtu
kolem membrény, tj. objasiuje efekt, ktery byl primarnim cilem experimentélniho stu-
dia autoru prace [3], ktera slouzila jako motivace této studie. Srovnani obr. 3.8a s 3.4b

naznacuje, ze navazani peptidi a jejich elektrostatickd interakce s nabitymi fosfatovymi
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skupinami na povrchu membrany pomérné silné vytésiuje dvojmocné kationty do roztoku
a znesnadnuje jejich pristup k zaporné nabitym ostrivkim bakteridlni membrany. Srov-
nani kiivek ukazuje, ze vytéshovaci efekt je vyznamny zejména pii nizkych koncentracich
dvojmocnych kationtii a klesa s jejich vzristajici koncentraci. Toto zjiSténi podporuje hy-
potézu, ze studovany efekt je vyznamny i za fyziologickych podminek, ¢i za podminek,
které autori experimentalni studie pouzili pro sviij vyzkum. Toto pozorovani lze, opét
jako v predchozim pripadé, vysvétlit dnes jiz obecné piijimanym (uc¢ebnicovym) popisem
chovéni polyelektrolyti a obdobnych elektricky nabitych vysokomolekularnich nanocéstic,
¢i dalsich nanostruktur a entropickym efektem jejich protiiont ve vodnych (popf. jinych
silné polarnich) rozpoustédlech.

V posledni ¢asti studia, bylo na systému tvofeném membranou, 100 dvojmocnymi
kationty a 32 peptidy ukazéno, Ze vysledné rozlozeni kationti a peptida kolem membrény
ziejmé zavisi také na zpusobu piipravy systému. U systému “50M+32P+50M” je v du-
sledku vytésiiovaciho efektu v tésném sousedstvi membréany vice peptidi (Pg) a méné
dvojmocnych kationtti nez u systému “100M+32P”. Vzhledem k tomu, Ze se struktura
membrany neménila a zZe zaporny néboj je dan predevsim kladné nabitymi hlavickami,
které se neposunuly, jsou zmény celkového rozlozeni naboje mezi obéma systémy (i v
ramci nasich statistickych chyb a ne uplné optimélniho dosazeni rovnovahy) statisticky
vyznamneé.

Zavérem lze shrnout, Ze nase pocitacova studie potvrzuje zavéry autort prace |3, ktefi
pripisuji potlaceni bakteridlni aktivity gramnegativnich bakterii pfidanim kratkych pep-
tidua a jejich syntetickych analogii nebo jejich inkubaci s biokompatibilnimi polymernimi
povrchy modifikovanymi betapeptidy ¢ jejich analogy nepfimému entropickému efektu
uvolnéni dvojmocnych kationti Ca?™ a Mg (jejichZ piitomnost na vnéjsim povrchu mem-
brany je nutnd pro funkei bakterii) do roztoku. Simulace rovnéz potvrzuji publikované
zaveéry, ze se jedna o kompetitivni vytéshovani, kdy pridavkem nadbytku dvojmocnych
kationtu se aktivita bakterii opét zvysi a kdy pridavek ionty-vazajiciho ¢inidla (chelatu)

mé naopak antibakterialni ic¢inek.

45



5 Zavér

Prvnim cilem prace bylo pomoci DPD simulace modelu neutralni HCs K membréany ovérit
spravnost pouzitého algoritmu a vsech provedenych simulaci. Tento cil byl beze zbytku
splnén. Mnou nasimulovand membrana s parametry prevzatymi z prace [50] dobie od-
povida publikovanym simula¢nim dat@um. Hustotni profily vSech komponent (H, C a K)
tvoficich membranu vykazuji stejné vysky a polohy maxim pika jako jiz publikovana data.

Hlavnim cilem prace bylo studium chovani nabité membréany v roztoku s dvojmocnymi
kationty a kladné nabitymi peptidy a potvrzeni ¢i vyvraceni hypotézy publikované v ex-
perimentalni praci [3], Ze antimikrobialni ptisobeni kratkych a kladné nabitych peptida
je hlavné vysledkem nahrazeni elektrostatickych interakci mezi dvojmocnymi kationty a
zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami na povrchu membrany silnéjsimi kooperativnimi
interakcemi s vicenasobné kladné nabitymi peptidy a nasledného uvolnéni kationtu (ne-
zbytné nutnych pro funkei bakterii) do roztoku, coz je navic silné podporovéno zvysenim
translacni entropie téchto pohyblivych iontt. I tento cil byl splnén a pracovni hypotéza
autoru experimentalni studie byla potvrzena.

V8echny pozorované zmény v rozlozeni jednotlivych slozek kolem membrany lze vy-
svétlit na zékladé teorie chovani polyelektrolyttii a dalsich elektricky nabitych nanocéstic
a jejich protiontti ve vodnych roztocich.

Simulace vzniku jak nenabité, tak i nabité membrany a vytvoreni jejich rovnovaznych
struktur bylo v simulacich plné dosazeno. Pii studiu interakce membrany s pfidavanymi
ionty a peptidy nebyly pozorovany zddné vyznamné zmény struktury, coz je v souladu
s obecnymi experimentélnimi poznatky o chovani biologickych membran.

P1i simulacich zmén rozlozeni pfidanych komponent jsem bohuzel v MetaCentru ne-
ziskal dostatek simulac¢niho ¢asu, takze néktera data nejsou uplné ekvilibrovana, nicméné
zékladni trendy chovéani systému jsou presto zcela ziejmé. Simulace pokracuji a doufam,

ze pfi obhajobé ukazu simula¢ni data s podstatné lepsi statistikou.
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