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Koristene kratice

AFM - mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)

AIDS - sindrom ste¢ene imunodeficijencije (engl. acquired immunodeficiency syndrome)
AMP - antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides)

CD - cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism)

HDP - obrambeni peptidi domacina (engl. host defense peptides)

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid

chromatography)

MBK - minimalna baktericidna koncentracija (engl. minimum bactericidal concentration)
MHA - Mueller-Hinton agar (engl. Mueller-Hinton agar)

MHB - Mueller Hinton tekué¢i medij (engl. Mueller Hinton broth)

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija (engl. minimum inhibitory concentration)

ODsoo - opticka gustoca uzorka izmjerena na 600 nm (engl. optical density of a sample

measured at a wavelength of 600 nm)

PBS - standardni fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)
Pl - propidij jodid (engl. propidium iodide)

QI - kvantitativni slikovni rezim (engl. quantitative imaging)

QSAR - kvantitativni odnos strukture 1 aktivnosti (engl. quantitative structure-activity

relationship)

SDS - natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SPPS - sinteza peptida u krutoj fazi (engl. solid state peptide synthesis)
ST - strobilirana faza odraslog crva (engl. strobilated adult worm stage)
SUV - male unilamelarne vezikule (engl. small unilamelar vesicules)

TFA - trifluoroctena kiselina (engl. trifluoroacetic acid)



TFE - trifluoroetanol (engl. trifluoroethanol)
TPM - transkripti na milijun (engl. transcripts per million)

TT - larvalna faza (engl. tetrathyridium stage)



1. UVOD

Uslijed brzorastuce bakterijske rezistencije na antibiotike u posljednjih nekoliko desetljeca,
potrebno je pronaci djelotvorna sredstva s alternativnim nacinom djelovanja naspram
multirezistentnih bakterija koje dovode do velikog broja smrti diljem svijeta svake godine
(Roncevi¢ 1 sur., 2019a). Rezistencija bakterija predstavlja globalni problem. Procjenjuje se da
je u 2019. godini 4,95 milijuna smrtnih slu¢ajeva diljem svijeta bilo povezano s bakterijskom
rezistencijom, od ¢ega je 1,27 milijuna izravna posljedica rezistencije (Slika 1). Upravo te
godine je zabiljezeno viSe smrti koje su posljedica bakterijske rezistencije nego HIV-a/AIDS-a

i malarije (Thompson, 2022).
® Povezan s rezistencijom M Pripisan rezistenciji

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae

Streptococcus pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

0 03 0.6 0.9 12
Broj smrti (izrazen u milijunima)
Slika 1. Rezistentne bakterije odgovorne za velik broj smrti u 2019. godini (Preuzeto i

prilagodeno iz Thompson, 2022).

Neki od potencijalnih alternativa klasi¢nim antibioticima za rjeSavanje ovog problema su
aktivni spojevi biljnog podrijetla, bakteriofagi, nanocestice, te antimikrobni peptidi (Silva i

Fernandes, 2010; Bahar i Ren, 2013; Golkar i sur., 2014; Liu i sur., 2019).



1.1. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides, AMP) ili obrambeni peptidi domacina
(engl. host defense peptides, HDP) predstavljaju multifunkcionalne molekule kodirane genima
(Mladineo 1 sur., 2023), a pronadene su u gotovo svim organizmima, bili oni prokariotski ili
eukariotski (Kumar i sur., 2018). Smatraju se sastavnim dijelom urodenog imunoloskog sustava
(Moravej i sur., 2018), te predstavljaju prvu liniju obrane domacina zbog ¢ega su i poznati kao
HDP-i (Le i sur., 2017). Dosad je otkriveno mnostvo AMP-a koji su pokazali direktnu
antimikrobnu aktivnost prema gram-negativnim i gram-pozitivnim bakterijama, ali 1 prema
virusima 1 gljivicama (Mladineo i sur., 2023). Uz to, ve¢ina regulira upalne procese u tijelu, a
osim toga posjeduju i antitumorska svojstva (Moravej i sur., 2018). Antimikrobni peptidi su
najcesée sintetizirani ribosomskom biosintezom (Xuan i sur., 2023), te grupirani na istom
kromosomskom lokusu (Lai i Gallo, 2009). Cesto su eksprimirani kao neaktivni prekursori,
odnosno sadrZe signalni peptid i propeptid. Zreli peptid se proteoliticki oslobada od propeptida
kada se prenese na mjesto infekcije i tada postaje aktivan. Osim ribosomskom biosintezom,
AMP-i se mogu sintetizirati i neribosomskom biosintezom uz djelovanje neribosomskih
peptidnih sintetaza (Xuan i sur., 2023) ¢iji su geni obicno organizirani u operone u bakterija ili
genske klastere u eukariota. Za neribosomske peptide karakteristicna je ciklic¢ka ili razgranata
struktura te postranslacijske modifikacije poput halogenacije, hidroksilacije, acetilacije,

glikozilacije 1 dodatak N-metilne ili N-formilne grupe (Moravej i sur., 2018).

1.2. Struktura antimikrobnih peptida

Antimikrobni peptidi su podijeljeni u nekoliko kategorija prema njihovoj sekundarnoj strukturi.
Prema Wangu (2017) su razvrstani u 4 skupine (Slika 2): a-helikalni, peptidi s B-plo¢ama, of3-
te ne-af-peptidi.



A o-helikalni peptidi B peptidi s B-plo¢ama

A
. (\’ #’ ljudski o-defenzin-4

LL-37

D ne-af-peptidi

ma
8,&,

indolicidin %

Q  ljudski B-defenzin-2

Slika 2. Podjela antimikrobnih peptida prema sekundarnoj strukturi. A) LL-37 kao primjer a-
helikalnog peptida, B) ljudski a-defenzin-4 kao primjer peptida s B-plo¢ama, C) ljudski B-
defenzin-2 kao primjer af-peptida i D) indolicidin kao primjer ne-af-peptida. (Preuzeto i

prilagodeno iz Roncevi¢ i sur., 2019a).

Mnogo ¢imbenika moze utjecati na strukturiranje peptida, poput sastava aminokiselina (Slika
3), stvaranja slanih mostova, amidacije na C-terminalnom kraju koja rezultira stvaranjem
dodatne vodikove veze koja stabilizira heliks, te interakcija izmedu hidrofobnih ostataka s
acilnim lancima fosfolipida u membranskom dvosloju (Tossi i sur., 2000). Lizin, leucin i alanin
doprinose stabilizaciji heliksa, $to moze objasniti visok udio ovih aminokiselina u a-peptidima.
B-peptidi su bogati cisteinima koji tvore disulfidne veze ¢ime doprinose stabilizaciji strukture
peptida. Ne-af-peptidi ne formiraju jasno definirane sekundarne strukture, te su bogati
triptofanom. Triptofan ima vaznu ulogu u stvaranju vodikovih veza s molekulama vode i
kolinskim grupama fosfolipida u dvosloju. Sve 4 skupine peptida sadrze visok udio glicina, $to

upucuje na njegovu vaznost u antimikrobnoj funkeiji peptida (Yan i sur., 2022).



e Val Leu Phe Cys Met Ala Trp [ Gly Pro | Thr Ser Tyr GIn Asn | Glu Asp His Lys Arg
Hidrofobne Posebne Polarne Nabijene

Udio aminokiselina (%)

mo mf mof = ne-of

Slika 3. Sastav aminokiselina 4 skupine AMP-a podijeljenih na temelju sekundarne strukture

(Preuzeto 1 prilagodeno iz Yan i sur., 2022).

1.3. Biofizikalna obiljezja AMP-a

Veli¢ina antimikrobnih peptida varira, ali najce$¢e su dugi do 50 aminokiselina (Brogden,
2005). Duljina peptidne sekvence ima veliku vaznost, budu¢i da je za formiranje amfipatske
strukture potrebno najmanje 7-8 aminokiselina (Slika 4). Raspored hidrofobnih i polarnih
aminokiselina u amfipatskoj strukturi igra kljuénu ulogu u aktivnosti peptida. Hidrofobni
aminokiselinski ostaci amfipatske molekule ulaze u membranski dvosloj, Sto predstavlja
klju€an korak u aktivnosti peptida koji dovodi do naruSavanja aktivnosti bakterijske membrane
(Roncevi¢ i sur., 2019a). AMP-i najc¢esc¢e sadrze priblizno 50% hidrofobnih ostataka (Tossi i
sur., 2000), a povecanje ili smanjenje ovog postotka izvan optimalnog raspona moze rezultirati
smanjenjem antimikrobne aktivnosti i/ili pove¢anom toksi¢nosti prema stanicama domacina

(Rosenfeld i sur., 2010).
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Slika 4. Prikaz helikalnog kotaca LL-37 koji prikazuje njegovu amfipatsku prirodu. Razlicite
skupine aminokiselina su oznacene razli¢itim bojama, dok strelica ukazuje na hidrofobnu

povrsinu peptida (Preuzeto i prilagodeno iz Lu i sur., 2022).

Prirodni peptidi posjeduju naboj koji se kre¢e od -6 do +16, no medu do sada identificiranim
peptidima najceS¢i su oni kationski s nabojem +6. Takvi peptidi relativno lako ostvaruju
pocetnu interakciju s negativno nabijenim vanjskim dijelom bakterijske membrane. Sli¢no kao
1 kod aminokiselinskog sastava, odstupanja izvan optimalnog raspona naboja dovode do
smanjenja antimikrobne aktivnosti 1 povecane toksi¢nosti prema stanicama domacina

(Roncevic 1 sur., 2019a).

1.4. Mehanizmi djelovanja AMP-a

S obzirom na postojanje velike raznolikosti medu antimikrobnim peptidima, predlozeno je vise
mehanizama njihovog djelovanja. Njihova aktivnost moze obuhvacati jedan ili vise
mehanizama, ovisno o koncentraciji peptida, uvjetima okoliSa, fazi rasta i gradi bakterijske
membrane (Roncevic 1 sur., 2019a). Danas razlikujemo dvije kategorije peptida s obzirom na

mehanizam njihova djelovanja: liticke (membranski aktivne) i neliticke AMP-e.



Membranski aktivni AMP-i stupaju u pocetnu interakciju s membranom putem elektrostatickog
privlacenja izmedu kationskih aminokiselina i negativno nabijenih lipida bakterijske membrane
(Kumar 1 sur., 2018). U tom kontekstu, lizin 1 arginin su pokazali snaznu interakciju s fosfatnim
grupama u lipidnom dvosloju. Nakon §to AMP-i dosegnu odredenu koncentraciju na membrani
zapocinje njihova multimerizacija (Lee i sur., 2015), a zatim slijedi jedan od tri opisana liticka

mehanizma djelovanja:

1. Model toroidalne pore (Slika 5a), u kojem dolazi do kaskadne agregacije monomera
peptida, koji se ugraduju okomito u lipidni dvosloj s hidrofobnim regijama okrenutim
prema acilnim lancima, $to uzrokuje uvijanje lipidnih skupina prema unutra (Le i sur.,
2017).

2. Bac¢va-motka model (Slika 5b), u kojem su antimikrobni peptidi paralelni s
fosfolipidnim molekulama membrane te nalikuju motkama. U lipidni dvosloj se
ugraduju okomito, hidrofobnim regijama okrenuti prema dvosloju, a hidrofilnim prema
unutrasnjosti bacvaste pore.

3. Model tepiha (Slika 5c¢), gdje nakupljanje peptida na povrSini membrane, orijentiranim
hidrofobnim regijama prema membrani (Bahar i Ren, 2013), izaziva lokalne slabosti, te

se lipidni dvosloj razgraduje na jedinice oblozene peptidima (Le i sur., 2017).

Izvanstaniéni prostor

Unutarstaniéni prostor

Slika 5. Liticki mehanizmi djelovanja AMP-a. A) Model toroidalne pore, B) Bacva-motka
model, C) Model tepiha (Preuzeto i prilagodeno iz Le i sur., 2017).



Neliticki AMP-i ne dovode do narusavanja integriteta membrane, ve¢ djeluju ciljajuci i
ometajuci unutarstani¢ne ili izvanstani¢ne procese (Slika 6) poput biosinteze peptidoglikana 1
proteina, stani¢ne diobe, replikacije DNK 1 RNK , transkripcije te smatanja proteina (Le 1 sur.,
2017). Neki AMP-iuzrokuju povecanje propusnosti membrane ¢ak u koncentracijama manjima
od njihovih MIK (engl. minimum inhibitory concentration) vrijednosti (Bahar i Ren, 2013) te

ulaze u stanicu direktnom translokacijom ili procesom endocitoze (Luo i Song, 2021).
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MBI-28 Copsin Microcin B17
Plektasin CP10A
DM3
PR-35
HNP-1

Slika 6. Mete nelitickih mehanizama djelovanja navedenih primjera AMP-a (Preuzeto 1

prilagodeno iz Bahar i Ren, 2013).

1.5. Nedostaci antimikrobnih peptida
Antimikrobni peptidi, iako predstavljaju obecavajucu alternativu antibioticima, nisu jo$ usli u
kasnije faze klinickih istraZivanja prvenstveno zbog relativno visoke toksi¢nosti prema

stanicama domacina i njihove nestabilnosti in vivo (Roncevi¢ i sur., 2019a). Oralna primjena

AMP-a dovodi do njihove proteoliticke razgradnje probavnim enzimima, stoga su klini¢ka
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istrazivanja Cesto ograni¢ena na topikalnu primjenu AMP-a. Ovaj problem se danas pokuSava
premostiti kemijskim modifikacijama peptida i koriStenjem vezikula za ciljanu dostavu AMP-
a. Kemijska modifikacija AMP-a jedna je od najceS¢ih metoda za poboljSanje njihove
aktivnosti, ali moze biti poprili¢no skupa. Primjerice, upotreba D-aminokiselina u AMP-ima
sprjeava njihovu proteolizu i smanjuje toksi¢nost prema stanicama domacina, dok istovremeno
zadrzavaju antimikrobnu aktivnost iako potencijalno u smanjenom obujmu (Kumar i sur., 2018;
Matsuzaki, 2009). Druga metoda je koriStenje sustava za dostavu AMP-a koja omogucuje
kontrolu otpustanja tih molekula na ciljana mjesta. AMP-i se mogu kovalentno vezati za
razlicite organske ili anorganske sustave dostave ili nekovalentno inkapsulirati surfaktantima

(Nordstrom i Malmsten, 2017).

Takoder, jedan od nacina zaobilazenja gore navedenih problema je in silico dizajn AMP-a,
utemeljen na razvoju molekularnih deskriptora koji kvantificiraju biofizikalna obiljezja i
strukturu AMP-a. Ovi deskriptori koriste se u izradi modela QSAR (engl. quantitative structure-
activity relationship) koji omogucuju povezivanje strukturnih obiljezja AMP-a s bioloskim
aktivnostima, poput antimikrobnog djelovanja i selektivnosti prema ciljanim patogenima.
Metodom QSAR, koriste¢i bazu podataka poznatih molekula s ve¢ izmjerenim aktivnostima,
moguce je predvidjeti sekvence s pozeljnim svojstvima, kao §to su povecana antimikrobna
ucinkovitost, bolja otpornost na proteoliticku razgradnju te smanjena toksi¢nost prema ljudskim
stanicama. Ovaj pristup omogucuje dizajn umjetnih AMP-a na u¢inkovit i povoljan nacin, pri
¢emu se Stedi vrijeme 1 sredstva. Usprkos tome, metoda moZe biti poprili€no sloZena zbog

potrebe za opseZnom bazom podataka postoje¢ih AMP-a (Fjell i sur., 2012).

1.6. Peptidi parazitskih crva

Parazitski crvi su beskraljeZnjaci koji se dijele u obli¢e 1 ploSnjake (metilji i trakavice) (Castro,
1996). Zivotni ciklus im je sloZen, a ukljuéuje jednog ili vise posrednih domaéina tijekom
juvenilnog stadija te kona¢nog domacina (McKay 1 sur., 2017). Prilikom infekcije, najcesce
nastanjuju lumen crijeva domacina (Castro, 1996). Odnos izmedu parazitskih crva, domacina i
mikrobiote domacina nije dovoljno istrazen (Irvine i sur., 2023). Parazitski crvi se za opstanak
u okruzenju s obiljem mikroorganizama oslanjaju na urodeni imunoloski sustav. Nije potpuno
razjasnjeno iz kojeg razloga bakterije prisutne u okoliSu nemaju nepovoljan utjecaj na
parazitske crve, ali pretpostavlja se da bitnu ulogu u tome imaju AMP-i koje oni luce kako bi

se obranili od patogena (Yeshi i sur., 2022). Primjer takvih AMP-a su anisaksini, koji su



pokazali snaznu antimikrobnu aktivnost i visoku selektivnost prema bakterijskim membranama
(Roncevi¢ i sur., 2022). Njihova toksi¢nost na stanice domacina pokazala se zanemarivom, s
vrijednostima letalne koncentracije znacajno vis§im od koncentracija potrebnih za baktericidno
djelovanje. Niska citotoksi¢nost ovih peptida potencijalno se objasSnjava time Sto su se paraziti
kroz evoluciju prilagodili tako da smanje Stetne uc¢inke na domacina, §to je kljucno za njihovo
prezivljavanje i reprodukciju. Generalno gledajuci, zbog sposobnosti parazitskih crva da se
prilagode razli¢itim niSama tijekom zivotnog ciklusa te potencijalno snaznim upalnim
imunoloskim odgovorima domacina, dolazi do razvoja molekularne raznolikosti njihovih
AMP-a. Oni moduliraju imunoloski odgovor domacina, $to ih ¢ini izuzetno vrijednim
molekulama za razvoj novih generacija antibiotika s dodatnim protuupalnim ucincima

(Mladineo i sur., 2023).

U ovom istrazivanju detaljno je proucen peptid mesco-2 identificiran u vrsti Mesocestoides
corti koja inficira male zivotinje poput miseva i zaba kao posredne domacine, dok kona¢ne
domacine predstavljaju macke, psi, lisice, ali moze do¢i i do slucajne infekcije ljudi (Adolph i

Peregrine, 2021).



2. CILJEVIISTRAZIVANJA
Glavni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Ispitati antimikrobnu aktivnost novo identificiranog peptida mesco-2 iz trakavice

Mesocestoides corti naspram gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija.
2. Odrediti sekundarnu strukturu mesco-2 u razli¢itim okoliSnim uvjetima.

3. Odrediti potencijalni mehanizam djelovanja peptida naspram bakterije Escherichia coli kao

modelnom organizmu.
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3. MATERIJALII METODE

3.1. Identifikacija peptida

Referentni genom Mesocestoides corti (verzija M_corti_Specht Voge 0011 upd) preuzet je
11. travnja 2023. iz baze podataka WormBase (Harris, 2004). Generirane proteinske sekvence
su analizirane koriStenjem skripte razvijene na Odjelu za zivotne znanosti Sveucilista u Trstu,
a daljnju analizu u svrhu identificiranja onih s potencijalnim antimikrobnim svojstvima proveo
je izv. prof. dr. sc. Marco Gerdol. Odabrani su proteini kompatibilne duljine s prekursorima
AMP-a (<200 aminokiselina) koji imaju signal za sekreciju (detektiran pomoc¢u SignalP v.6.0;
Petersen i sur., 2011) i nemaju transmembranske domene (detektirane pomo¢u TMHMM v.2.0;
Sonnhammer 1 sur., 1998). U daljnjoj analizi peptidi su sortirani prema tome imaju li visok
pozitivni naboj (pI > 10). Nakon toga su ru¢no pregledane i odbacene sekvence s visokim
postotkom homologije s proteinima bez antimikrobne aktivnosti, $to je odredeno BLASTp
(Altschul i sur., 1990) pretragama naspram UniprotKB (The UniProt Consortium, 2023), te one
koje su sadrzavale konzervirane domene za koje je poznato da nemaju antimikrobna svojstva
(odredeno pomocu InterProScan v.5). Dobivene sekvence su provjerene poravnanjem
dostupnih podataka RNK sekvenciranja za Mesocestoides corti s referentnim genomom
koriStenjem alata za mapiranje Citanja s velikim prazninama koji se nalazi u sklopu CLC
Genomics Workbench v.24 (Qiagen, Hilden, Njemacka). KoriSteni su podaci iz PRINA433559
(Basika i sur., 2019), PRJEB2679 (Foth i sur.,, 2014), PRINA950029 i PRINA1039817
(Costabile 1 sur., 2024) BioProjects. Dodatno, za procjenu razine ekspresije gena kandidata
AMP-a u dvije razli¢ite razvojne faze, larvalnoj (TT) 1 strobiliranoj fazi odraslog crva (ST),
koristeni su podaci iz PRINA433559 (Basika 1 sur., 2019). Razine ekspresije gena izrazene su
kao TPM vrijednosti (transkripti na milijun, engl. transcripts per million) (Wagner 1 sur., 2012),
a analiza je provedena mapiranjem sekvenci na referentni genom (postavke parametara za
duljinu 1 frakciju sli¢nosti bile su postavljene na 0,75 1 0,95) koriste¢ci CLC Genomics
Workbench v.24 (Qiagen, Hilden, Germany). Ovo je postupak normalizacije koji omogucuje
usporedbu ekspresije gena unutar uzorka. Za svakih 1 000 000 RNK molekula u RNK-seq
uzorku odreduje se koliko njih potjece iz odredenog gena. Za svaki transkript unutar modela
gena, broj mapiranih ocitanja dijeli se s duljinom transkripta, ¢cime se dobiva normalizirani izraz
na razini transkripta. Zatim se zbroj svih normaliziranih vrijednosti podijeli s 1 000 000 kako

bi se izraCunao faktor skaliranja. Normalizirani izraz svakog transkripta dijeli se faktorom
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skaliranja, ¢cime se dobiva TPM vrijednost pojedinog transkripta. Za svaki gen, TPM vrijednosti

svih pripadajucih transkripta zbrajaju se kako bi se dobio ukupni TPM na razini gena.

3.2. Sinteza peptida

Peptid mesco-2 sintetiziran je od strane tvrtke GenicBio (Sangaj, Kina) koriste¢i SPPS (engl.
solid state peptide synthesis). Cistoéa peptida je utvrdena reverzno faznom HPLC analizom
koriste¢i SinoChrom ODS-BP kolonu (C18, 5 pm, 120 A, 4,6 mm x 250 mm), te je bila >95%.
Kromatografsko razdvajanje provedeno je u gradijentu 25-50% acetonitrila s 0,1%
trifluoroctene kiseline (engl. trifluoroacetic acid, TFA) u trajanju od 25 minuta pri brzini
protoka od 1 mL/min. Masenom spektrometrijom potvrdena je sekvenca peptida, a potom
pripremljena peptidna Stok otopina preciznim otapanjem to¢no odmjerenih koli¢ina peptida u
dvostruko destiliranoj vodi. Koncentracija peptida je potvrdena koriStenjem ekstincijskih

koeficijenata na 214 nm kao S§to su prethodno odredili Kuipers i Gruppen (2007).

3.3. Priprema liposoma

Liposomi su umjetne vezikule gradene od dvosloja fosfolipida i jedan od naj¢esc¢ih sustava za
istrazivanje interakcija izmedu antimikrobnih peptida i membrana jer vjerno oponaSaju
membranski dvosloj Zivih stanica. S obzirom na velicinu dijele se na male, velike 1 gigantske

unilamelarne vezikule (Rideau i sur., 2018).

U svrhu istrazivanja, dr. sc. Andrea Caporale s Instituta za kristalografiju (CNR, Basovizza,
Italija) pripremio je anionske 1 neutralne male unilamelarne vezikule (engl. small unilamelar
vesicules, SUVs) otapanjem PG:dPG (L-alfa fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol u omjeru
95:5) 1 PC:SM:Ch (L-alfa fosfatidilkolin, sfingomijelin, kolesterol u omjeru 40:40:20) u
kloroformu koji omogucuje jednoliko otapanje i mijeSanje lipidnih molekula, $to rezultira
formiranjem stabilnih lipidnih dvosloja (Axelsson 1 Gentili, 2014; Duong 1 sur., 2020).
Kloroform je uklonjen isparavanjem uz pomo¢ struje dusika, ¢ime zaostaje sloj lipida koji se
potom liofilizira preko no¢i. Za rehidraciju uzorka koriSten je fosfatni pufer (10 mM, pH 7,4)
tijekom 1 sata 1 provedena je sonifikacija u trajanju 45 minuta. Ciklusima smrzavanja i
odmrzavanja razbijene su multilamelarne vezikule u suspenziji te potom propustene kroz mini
ekstruder (Croda, Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, SAD) §to omoguc¢uje formiranje

unilamelarnih vezikula (Cagdas i sur.,, 2014). PropuStanjem kroz polikarbonatne filtere s
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porama od 0,1 um, 0,4 pm i 1 pm, dobivene su vezikule ¢ije su dimenzije provjerene
dinamickim rasprsenjem svjetlosti (Zetasizer Nano, Malvern Panalytical, Malvern, UK), a male

unilamelarne vezikule su potom koristene za titraciju peptida unutar 24 sata.

3.4. Spektroskopija cirkularnog dikroizma

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda koja se Cesto upotrebljava za analizu
sekundarne strukture proteina, poput a-heliksa i B-ploca, te pracenja promjena u strukturi.
Ovom metodom se mjeri razlika u apsorpciji lijevo i desno kruzno polarizirane svjetlosti
prilikom prolaska kroz uzorak. Razli¢ite sekundarne strukture imaju karakteristi¢ne spektralne
profile pa je tako za a-helikalni peptid karakteristi¢an negativni vrh na 208 1 222 nm (Miles 1
sur., 2021). Apsorbancija je opisana Beer-Lambertovim zakonom prema kojem ovisi o
molarnim apsorpcijskim koeficijentima lijevog 1 desnog polariziranog svjetla (g i €g),

molarnoj koncentraciji peptida (c) i duljini puta svjetla kroz otopinu (1).
A= (g —eg) XcXxl

Prolazak kruzno polariziranog svjetla kroz kiralne molekule, poput aminokiselina (s iznimkom
glicina), rezultira razlikom u apsorbanciji. Rezultati se mogu kvantificirati kao elipticnost (0)
koja se moze izraziti kao 8 = 32.98 AA, dok molarna elipti¢nost iznosi [8] = 3298AA (Kelly
1 Price, 2000).

Sekundarnu strukturu peptida mesco-2 odredio je dr. sc. Andrea Caporale s Instituta za
kristalografiju (CNR, Basovizza, Italija) u ultraljubi¢astom podruéju spektra (200-240 nm). CD
spektri su dobiveni pomoc¢u J-710 spektropolarimetra (Jasco, Tokio, Japan) kao prosje¢na
vrijednost tri skeniranja napravljena s 20 uM mesco-2 u izotropnom i anizotropnim okolisima:
a) u otopini standardnog fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS), b) u 10 mM
PBS-u s razli¢itim koncentracijama (5-50%) trifluoroetanola (engl. trifluoroethanol, TFE), c)
u prisutnosti 10 mM natrijevog dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) u PBS-u, d)
u prisutnosti anionskih SUV-a u PBS-u i e) u prisutnosti neutralnih SUV-a u PBS-u. Neutralne

i anionske SUV su predstavljale model za eukariotske i bakterijske membrane.

3.5. Antimikrobna aktivnost

Kako bi provjerila antimikrobni potencijal peptida mesco-2, provela sam dva in vitro testa

kojima se mjerila bakteriostatska 1 baktericidna aktivnost. Testove sam provela na gram-
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negativnim i gram-pozitivnim laboratorijskim sojevima pribavljenim od American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, Maryland, SAD). Rije¢ je o gram-negativnim bakterijama
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 te o gram-pozitivnim bakterijama
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1 ATCC 25923. Takoder, testovi su provedeni i na bakteriji
Escherichia coli DH5a koja je kasnije koriStena kao model za odredivanje mehanizma
djelovanja mesco-2 putem mikroskopa atomskih sila (vidi dolje). Navedene bakterije bile su
pohranjene na -80 °C, a za potrebe istrazivanja su revitalizirane i1 uzgojene na Mueller Hinton

agaru (engl. Mueller Hinton agar, MHA) pri temperaturi od 37 °C.

3.5.1. MIK eksperiment

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) predstavlja najnizu koncentraciju AMP-a pri kojoj

je inhibiran vidljiv rast bakterija.

U 10 mL Mueller Hinton teku¢eg medija (engl. Mueller Hinton broth, MHB), sterilnom ezom
sam inokulirala otprilike 2 bakterijske kolonije te inkubirala tijekom no¢i na 37 °C uz lagano
treskanje (ES-20/80, Biosan SIA, Riga, Latvija). Sljede¢i dan sam 500 pL prekonoéne
bakterijske kulture razrijedila u 4,5 mL MHB te inkubirala 1 - 1,5 sat na 37 °C uz lagano
treskanje dok bakterije nisu postigle logaritamsku fazu rasta. Za to vrijeme u jazice od drugog
do dvanaestog stupca (u redovima A-C 1 F-H) dodala sam 50 pLL MHB, a u jazice prvog stupca
peptid mesco-2 u koncentraciji 64 uM, ¢ija je pocetna koncentracija iznosila 1,44 mM, u

volumenu od 100 pL prema sljede¢em izraunu:
L XV =cy XV,
Vy =cy X V,/c; =444 uL
Vmug = Vo — V1 =95,56 uL

gdje je c; pocetna koncentracija peptida (1,44 mM), V; volumen peptida koji je potrebno dodati
u jazicu, ¢, konac¢na koncentracija peptida u jazici (64 uM), V, kona¢ni volumen u jazici (100

uL), a Vg volumen Mueller Hinton tekuceg medija kojeg je potrebno dodati u jaZicu.

Zatim sam napravila dvostruko serijsko (mikro)razrijedenje prebacivanjem 50 pL suspenzije

multikanalnom pipetom iz prvog stupca u drugi te resuspendirala i ponovljala taj proces
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zakljucno s jedanaestim stupcem. Pozitivna kontrola rasta bakterija, bila je u dvanaestom stupcu

(Slika 7).

Prethodno sam metodom brojanja zivih bakterijskih kolonija odredila koncentraciju bakterija
(CFU/mL), pri poznatoj opti¢koj gusto¢i izmjerenoj na 600 nm (ODeoo), na sljedece opisan
nacin. Pripremila sam prekonoénu bakterijsku kulturu te ju sljede¢i dan razrijedila na veé
prethodno naveden nacin. Nakon inkubacije u trajanju 1 - 1,5 sat na 37 °C uz lagano treskanje,
izmjerila sam opticku gusto¢u na 600 nm uz pomo¢ spektrofotometra (BioPhotometer D30,
Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Nakon toga pripremila sam bakterijsku kulturu u Sest
razli¢itih koncentracija u epruvetama od 1,5 mL na nacin da sam u svaku epruvetu dodala 900
uL. MHB, nakon cega sam nadodala 100 uL bakterijske suspenzije u prvu epruvetu,
resuspendirala, te ponovila postupak s narednih pet epruveta. Inokulirala sam po 20 puL svake
koncentracije na tri MH agar plo¢e. Nakon prekono¢ne inkubacije na 37 °C, ru¢no sam izbrojala
kolonije te srednju vrijednost tri brojanja pomnozila s 50 kako bi izra¢unala koncentraciju

bakterija izrazenu u CFU/mL.

Pocetnu koncentraciju bakterija u suspenziji potrebnu za MIK eksperiment odredila sam

mjerenjem ODsoo nakon zavrSene inkubacije uz lagano treskanje, te sljede¢im izracunom:
x = 0Dggg (2) X ¢/0Dgq (1)

gdje x predstavlja poCetnu koncentraciju bakterija u suspenziji, ODggg () opticku gustocu
izmjerenu u logaritamskoj fazi rasta bakterija u svrhu odredivanja pocetne koncentracije
bakterija u suspenziji, ¢ koncentraciju bakterija dobivenu brojanjem zivih bakterijskih kolonija
(CFU/mL), a ODg (1 opticku gustocu izmjerenu prije provedenog brojanja Zivih bakterijskih

kolonija.

Nakon izra¢unate poc€etne koncentracije bakterija u suspenziji, izracunala sam volumen koji je

potrebno dodati u Falcon epruvetu kako bi u 10 mL bila zeljena konac¢na koncentracija za MIK

. . . CFU
eksperiment koja iznosi 1x 10° —

V]_ == C2 X VZ/CI
gdje ¢; oznaCava pocetnu koncentraciju bakterija u suspenziji, ¢, kona¢nu koncentraciju

bakterija (1x 10° L;:—i]), V, kona¢ni volumen u Falcon epruveti (10 mL), a V; volumen bakterija

u suspenziji potreban za razrjedenje u MHB.
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Konacno, u svaku jazicu od prvog do dvanaestog stupca (u redovima A-C i F-H) dodala sam

50 uL pripremljene bakterijske suspenzije $to je za duplo smanjilo koncentracije peptida u
jazicama, a koncentracija bakterija u svim jaZzicama iznosila je 5 x 10° % Pripremljenu

mikrotitatrsku plocicu sa suspenzijom bakterija i peptida (Slika 7) sam stavila u inkubator preko

noc¢i (otprilike 18 — 20 sati) na 37°C. Sljede¢i dan sam vizualno ocitala rezultate.

Mikrotitarska
ploga

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pozitivna

A 32uM |16 M | 8 M 4 uM 2 uM 1 uM 05pM [ 025uM [ 0125 uM [ 0,0625 uM [0.03125 M| " 7" © -

B 2uM [ 16puM | SuM | apm 2 M 1M | o5uM | 025uM | 0,125 M | 00625 uM [0,03125 | SR
C 2uM |[16pM | 8pM | 4pM | 2pv | 1pM | osem [ 0250 | 0105w | 00625 v [0.03125 | SRR
D
E
F 32pM [16pM [ 8pM | 4uM | 2pM | 1um [ 05w | 025 | 0125 | 00625 v [0.03125 | Poritvae
G 32uM [16uM | SpM | 4um 2 1M 1 pM 05pM | 025pM | 0,125 pM | 0,0625 uM |0,03125 uM tj::l‘:

Pozitivna

H 32uM |16 pM | 8uM 4 M 2 uM 1 uM 05uM | 025uM | 0,125 M | 0,0625 M |0,03125 M [ -

Slika 7. Shematski prikaz jedne mikrotitarske plocice za MIK eksperiment.

Odradila sam MIK eksperiment u triplikatima za svaku bakteriju i ponovila minimalno dva puta
kako bi se osigurala pouzdanost i reproducibilnost rezultata. Rezultate sam prikazala kao

konsenzusne vrijednosti.

3.5.2. MBK eksperiment

Minimalna baktericidna koncentracija (MBK) predstavlja najnizu koncentraciju AMP-a pri

kojoj 99,9% pocetnog bakterijskog inokuluma umire.

Kako bi odredila MBK, sterilnom ezom sam inokulirala 5 pL bakterijske suspenzije na MH
agar, iz jazica mikrotitarske ploce koje odgovaraju 1 x MIK, 2 x MIK i 4 x MIK. Suspenziju

sam inkubirala 18 - 20 sati sati na 37 °C, a rezultate sam vizualno ocitala sljede¢i dan.
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3.5.3. Kinetika rasta bakterija

Utjecaj razlicitih koncentracija mesco-2 na E. coli ATCC 25922 i S. aureus ATCC 29213 pratila
sam testom kinetike rasta. Prekono¢nu kulturu i mikrotitarsku ploc¢icu sam pripremila na isti
nacin kao 1 za MIK eksperiment, no ukupan volumen u jazicama je iznosio 200 pL tj. volumen
dodanog peptida, medija 1 bakterija je bio dvostruko veéi. Takoder, u redove D 1 E u
jedanaestom i dvanaestom stupcu nadodana je slijepa proba (MHB) (Slika 8). Pratila se
promjena populacije bakterija kroz 12 sati na 37 °C uz periodi¢no protresanje. Svakih 15 minuta
na 600 nm valne duljine mjerena je opticka gusto¢a odnosno zamucenje otopine koje korelira s
brojem prisutnih mikroorganizama u jazici koristeci ¢ita¢ mikrotitarskih ploc€ica (Tecan, Infinite
Pro 200, Minnedorf, Svicarska). Dobiveni podaci su obradeni tako da su izradunate prosjeéne
vrijednosti ODsoo za pozitivne kontrole i za razliite koncentracije peptida; 16 uM, 8 uM, 4
uM, 2 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,25 uM, 0,125 uM, 0,0625 uM 1 0,03125 uM. Za izradu grafova u
programu Excel koriStene su izracunate prosjecne vrijednosti ODesoo za svakih sat vremena

tijekom 12 sati.

Test sam za obje bakterije napravila u triplikatima, a rezultate izrazila kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (S.D.).

Mikrotitarska 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ploga

Pozitivna

A 32uM | 16 uM | 8 pM 4 uM PATIY 1 pM 05pM | 0.25uM | 0.125pM | 0,0625 pM | 0.03125 uMf -

Pozitivna

B 32uM | 16 pM 8 uM 4 uM 2 uM 1 uM 0,5 pM 025 pM | 0,125 pM | 0,0625 pM | 0.03125 pMf -~ * 0

Pozitivna

C 32uM (16 uM | 8 uM 4 pM 2 pM 1 pM 05N | 025N | 0,125 uM | 0,0625 u | 0,03125 pM [~~~
Slijepa Slijepa
D proba proba
E Slijepa Slijepa
proba proba
- - < Pozitivna
F 32pM (16 uM | 8 uM 4 uM 2 uM 1M 05uM | 0.25uM | 0,125 uM | 0,0625 uM | 0.03125 UM - = -

Pozitivna
kontrola

G 32uM [l6uM | 8 pM 4 M 2 pM 1 uM 05pM | 025pM | 0,125pM | 0,0625 pM |0,03125 pM

Pozitivna

H 32uM |16 uM | 8 uM 4 uM 2 uM 1 uM 05uM | 025uM | 0.125 uM | 0,0625 M |0,03125 M [~ "~

Slika 8. Shematski prikaz mikrotitarske plocice za test kinetike rasta bakterija.

3.6. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) je metoda koja omogucava
dobivanje topografije uzorka. Princip rada AFM-a (Slika 9) zasniva se na pomicanju vrha sonde

(Siljka) po povrSini uzorka, Sto omogucava piezoelektricni senzor pretvorbom elektricne
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energije u mehanicki pokret, dok pretvornik sile (u ovom slucaju poluga) detektira silu izmedu
uzorka i vrha sonde. Poluga se savija pod utjecajem sile, $to se detektira pomocu lasera koji se
odbija od vrha poluge u fotodetektor koji prenosi dobiveni signal povratnoj vezi. Signal koji
daje upute o smjeru i jacini sile izmedu vrha sonde i uzorka, ovisi o tome u koji od 4 kvadranta
fotodetektora ¢e se laser reflektirati. Signal se dalje prenosi u generator pokreta koji upravlja
piezoelektricnim senzorom prenose¢i mu elektricni signal, ¢ime se osigurava konstantna sila
tijekom cijelog skeniranja. Ovisno o jac¢ini i smjeru elektricnog signala, piezoelektricni senzor
pokre¢e sondu u x, y ili z smjeru, omogucéujuci precizno pomicanje po povrsini uzorka.
Pra¢enjem dobivenog elektri¢nog signala koji kontrolira pomicanje piezoelektriénog senzora u

z smjeru (prema uzorku), mogu se dobiti podaci o visini uzorka (Eaton i West, 2010).

Jedinica za obradu podataka

Generator
pokreta

Povratna
veza

t

l Piezoelektricni senzor
Fotodetektor 7

Referentni
signal

l

\ ~ Laser

Uzorak

Slika 9. Princip rada AFM-a (Preuzeto i prilagodeno iz Rokov, 2023).

Razlikuje se nekoliko reZzima rada u mikroskopiji atomskih sila, no u ovom radu koriSten je
kvantitativni slikovni (engl. quantitative imaging, QI) rezim kojim su prikupljeni podaci o
uzorku odnosno njegovim povrSinskim svojstvima uz stvaranje slika visoke rezolucije. Osim
toga, ovaj rezim rada je pogodan za meke materijale poput stanica zbog moguénosti kontrole

parametara sile. Na taj nacin sprijecena je deformacija i oStecenje uzorka (Rokov, 2023).

Sva AFM mjerenja su provedena u Mueller Hinton teku¢em mediju na 25 °C, a pripremu uzorka
sam provela kako slijedi. Pripremila sam prekonoénu kulturu E. coli DH5a na isti nac¢in kao i

za MIK eksperiment. Sljede¢i dan sam 500 pL prekonocne bakterijske kulture razrijedila u 7
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mL MHB te inkubirala 1 - 1,5 sat na 37 °C uz lagano treskanje. Potom sam 50 pL pripremljene
kulture inkubirala 30 minuta na sobnoj temperaturi u Petrijevoj zdjelici (WPI, Sarasota, Florida,
SAD) oblozenoj Cell-Tak otopinom (Corning, Corning, New York, SAD) pripremljenoj kao Sto
je opisano u Roncevi¢ 1 sur. (2018). Nakon perioda inkubacije odredeni broj bakterija se
adherirao za povrsinu Petrijeve zdjelice, a one koje nisu, ili su labavo adherirale, sam isprala
nekoliko puta s 1 mL MHB. Imobilizirane stanice sam pratila oko 30 minuta pod svjetlosnim
mikroskopom kako bi potvrdila da su zive tj. da se izduzuju i dijele, a potom sam ih opet isprala
s MHB. Napravila sam AFM mjerenja netretiranih stanica s Nano-wizard I'V sustavom (Bruker,
Billerica, Massachusetts, SAD) (Slika 10) u QI nac¢inu rada koriste¢ci MLCT-BIO-DC (E) sondu
(Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD). Zatim sam stanice tretirala s mesco-2 u koncentraciji
4xMIK odnosno 2 pM. Pocetna koncentracija Stok otopine peptida iznosila je 100 uM, a
volumen koji je bilo potrebno dodati u 1 mL u Petrijevoj zdjelici izraCunala sam prema sljedecoj

formuli:
(o8} X V1 = Cy X V2
Vl =Cy XVZ/C1:20 HL

Nakon dodatka 20 uL otopine peptida, pricekala sam 45 minuta da peptid difundira u stanice te
tek onda zapocela s AFM mjerenjem. Parametre mjerenja sam postavila uz pomo¢ doc. dr. sc.
Lucije Krce s Odjela za fiziku PMF-a u Splitu, kao i obradu dobivenih podataka mjerenja.
Podaci su prikupljeni pri sili od 1 uN. Brzina produZenja i povlacenje bila je do 130 um/s, a Z-
duljina do 3000 nm pri rezoluciji 128%128 piksela. Podaci su obradeni uz pomo¢ JPK softvera,
na nacin da su uklonjene neravnine kako bi se dobila ravna povrS§ina za lakSu analizu te su prosli
kroz niskopropusni filter koji uklanja Sum i omogucuje jasniji prikaz povrSine. Eksperiment

sam ponovila tri puta kako bi se dobiveni rezultati potvrdili sa sigurnoScu.
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accunon

Slika 10. AFM uredaj koriSten u ovom istrazivanju. 1) tijelo AFM-a, 2) opticki mikroskop, 3)

antivibracijska podloga

3.7. Fluorescentna mikroskopija

Fluorescentna mikroskopija je metoda kojom se mogu proucavati svojstva membrane. U ovom

istraZivanju imala je svrhu pracenja promjena u membranskoj propusnosti.

Stanicama E. coli DH5a sam nakon priblizno 3 sata tretmana s mesco-2 medij zamijenila sa
sterilnom fizioloSkom otopinom. Potom sam ih obojala fluoroforima iz LIVE/DEAD™
BacLight™ Bacterial Viability Kit-a (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD) prema uputama proizvodaca. Ovaj komplet sadrzi zeleni fluorofor SYTO 9 koji boji sve
stanice neovisno o stanju njihove membrane te crveni fluorofor propidij jodid (PI) koji ne
prodire u zdrave, ve¢ oSteéene stanice s narusenom membranom, nakon Cega interkalira s
nukleinskim kiselinama, $to omogucava njihovo razlikovanje. Koriste¢i 1X73 opticki
fluorescentni inverzni mikroskop (Olympus, Tokio, Japan) snimila sam fluorescentne slike na

zelenom i crvenom filteru, u zamra€enoj prostoriji, pola sata nakon bojanja.
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4. REZULTATI

4.1. Identifikacija i analiza mesco-2 peptida

Identificirana su tri proteinska prekursora, kodirana genima MCU 005415, MCU 006988 i
MCU _ 000972, koja su zadovoljavala prethodno postavljene kriterije. Geni MCU 005415 i
MCU 006988 su bili kompletni, te bez introna. Suprotno tome, gen MCU 000972 je imao
kratku neodredenu unutarnju sekvencu, stoga je cjelovita cDNK sekvenca rekonstruirana iz de
novo sastavljenih podataka transkriptoma. Proteinske sekvence su nazvane mesco-1, -2 i -3.
Ekspresija ova tri gena bila je veca u ST fazi (strobilarna faza odraslog crva), nego u TT fazi

(larvalna faza) Mesocestoides corti (Slika 11).

100

50

Razina ekspresije gena (TPM)
|
|

0 Hﬁl 0o nI‘II_

MESCO-1 MESCO-2 MESCO-3

OTT1 oTT2 mTT3 OST1 OST2 mST3

Slika 11. Razina ekspresije MESCO gena u dvije razvojne faze Mesocestoides corti. Prikazana
razina ekspresije gena temelji se na jednom bioloSkom uzorku, a rezultati tri nezavisna
eksperimenta prikazani su zasebno. TPM - transkripti na milijun, TT - larvalna faza i ST -

strobilarna faza odraslog crva.

Peptidi kodirani svim trima sekvencama imali su poZeljna biofizikalna obiljezja kao Sto su
amfipati¢nost 1 pozitivni naboj, no mesco-2 je odabran za kemijsku sintezu i analizu. Mesco-2
je peptid graden od 40 aminokiselina te je pozitivnog naboja (+11). Ima najmanju hidrofobnost,

no unato¢ tome mu je predviden potencijal da formira helikalnu strukturu s najveéim
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hidrofobnim momentom (Tablica 1), §to bi moglo rezultirati boljom djelotvornosti i smanjenom
toksicnosti (Roncevié i sur., 2019a). Izra¢un hidrofobnosti i relativnog hidrofobnog momenta

napravljen je koriste¢i CCS skalu (engl. Combined Consensus Scale) prema Tossiju (2002).

Tablica 1. Sekvence i biofizikalna obiljezja mesco peptida.

Ime Sekvenca Neto H* Hrd?
naboj

mesco-1 WRRLRRRISGGLRRIFRKPRRICFPYCPTGPRYPGPRPY +13 -0,475 0,071

mesco-2 FFRRIGRAFSRVGRGIGRGFRQLGRLMPRGNYKICLGRCP  +11 -0,232 0,106

mesco-3 FLRRIGRAFSRVGRGIGRGFRQLGRLMPRGNYRICLGRCPR +12 -0,316 0,095

9Hidrofobnost

bRelativni hidrofobni moment

4.2. CD spektri sekundarne strukture mesco-2 peptida u razlicitim
uvjetima
Spektroskopijom cirkularnog dikroizma procijenjena je sklonost peptida mesco-2 da formira
sekundarne strukture u razli¢itim izotropnim 1 anizotropnim uvjetima. U otopini standardnog
fosfatnog pufera, peptid je bio neureden, dok je pri viSim koncentracijama TFE-a (25 - 50 %)
formirao helikalnu strukturu §to je vidljivo po dvama karakteristicnim negativnim vrhovima na
208 nm 1 222 nm (Slika 12). Sli¢no tome, primijecena je i1 tendencija peptida da formira heliks

u prisutnosti SDS micela koje oponasSaju krajnje jednostavne membranske uvjete (Slika 12).

U prisustvu anionskih liposoma, uoceno je strukturiranje peptida, ali sasvim sigurno ne na nac¢in
koji je karakteristiCan za a-heliks (Slika 13). Razlika u strukturi se potencijalno moZe objasniti
slaganjem helikalnih segmenata u unutraSnjosti peptida (Wagschal 1 sur., 1999). Interakcija
izmedu peptida 1 anionskih liposoma koja dovodi do strukturiranja je ocekivana s obzirom da

mesco-2 ima visok pozitivni naboj.
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Slika 12. CD spektri mesco-2 u PBS-u, 10mM SDS-u u PBS-u i 5-50% TFE-u u PBS-u.
Prikazane su prosjecne vrijednosti tri mjerenja napravljena s peptidom pri 20 uM koncentraciji,
kao promjena molarne elipti¢nosti ([60]=3298AA, izrazena u deg cm? dmol™) u ovisnosti o

valnoj duljini svjetlosti (nm), koja odrazava sekundarnu strukturu peptida.
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Slika 13. CD spektri mesco-2 u prisutnosti razliitih koncentracija anionskih liposoma
(PG:dPG; L-alfa fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol u omjeru 95:5). Prikazane su prosjecne
vrijednosti tri mjerenja napravljena s peptidom pri 20 uM koncentraciji, kao promjena molarne
elipti¢nosti ([0]=3298AA, izrazena u deg cm? dmol™') u ovisnosti o valnoj duljini svjetlosti

(nm), koja odrazava sekundarnu strukturu peptida.

U prisustvu neutralnih liposoma nije primije¢ena promjena u strukturi mesco-2 $to je vidljivo
iz CD spektra koji je jako sli¢an onome u prisutvu fosfatnog pufera (Slika 14). Sve opaZeno

sugerira na slab afinitet mesco-2 prema eukariotskim membranama neutralnog naboja.
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Slika 14. CD spektri mesco-2 u prisutnosti razli¢itth koncentracija neutralnih liposoma
(PC:SM:Ch; L-alfa fosfatidilkolin, sfingomijelin, kolesterol u omjeru 40:40:20). Prikazane su
prosje¢ne vrijednosti tri mjerenja napravljena s peptidom pri 20 uM koncentraciji, kao
promjena molarne elipti¢nosti ([0]=3298AA, izrazena u deg cm? dmol™) u ovisnosti o valnoj

duljini svjetlosti (nm), koja odrazava sekundarnu strukturu peptida.

4.3. Antimikrobna aktivnost

Mesco-2 je pokazao visoku djelotvornost i Sirok spektar antimikrobnog djelovanja protiv gram-
negativnih i1 gram-pozitivnih bakterija. Raspon minimalne inhibitorne koncentracije kretao se
od submikromolarnog (0,5 uM) za oba soja E. coli 1 za K. pneumoniae, prema nisko
mikromolarnom za A. baumanni 1 P. aeruginosa (1 - 2 uM). Sli¢ne mikromolarne vrijednosti
uocene su i za 2 soja gram-pozitivnog zlatnog stafilokoka §to govori u prilog Sirokog spektra
djelovanja (Tablica 2). Uz iznimku S. aureus ATCC 25923, gdje je MBK 4 puta veca od MIK,
minimalne baktericidne koncentracije jednake su minimalnim inhibitornim koncentracijama,

Sto upucuje na baktericidno djelovanje mesco-2 peptida.
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Tablica 2. Antimikrobna aktivnost peptida mesco-2 izrazena kroz MIK i MBK vrijednosti.

Bakterijska vrsta Mesco-2
MIK (pM) MBK (uM)
Escherichia coli ATCC 25922 0,5 0,5
Escherichia coli DH5a 0,5 0,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 0,5 0,5
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 1-2 1-2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2 2
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1 1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2 8

Antimikrobna aktivnost dodatno je ispitana kroz mjerenje inhibicije rasta E. coli ATCC 25922
1 S. aureus ATCC 29213 prac¢enjem apsorbancije pri ODeoo 1 pri razli¢itim koncentracijama
peptida. Mesco-2 inhibira rast E. coli ATCC 2592 pri a MIK (0,125 uM) prvih 9 sati mjerenja,
dok je pri /2 MIK (0,25 uM) rast inhibiran cijelo vrijeme trajanja eksperimenta (Slika 15). Pri
koncentracijama 0,0625 1 0,03125 uM takoder je primijecena inhibicija rasta u prvih nekoliko
sati eksperimenta nakon ¢ega su bakterije uspjele kompenzirati te uvjete i nastaviti s rastom

priblizavajuci se kontrolnoj skupini nakon 12 h mjerenja.

Utjecaj peptida na S. aureus ATCC 29213 (Slika 16) bio je sli¢an kao i naspram E. coli. Rast
bakterija je u potpunosti inhibiran za cijelo vrijeme trajanja eksperimenta pri koncentraciji 0,5
uM (%2 MIK) i ve¢im od nje. Pri nizim koncentracijama S. aures je rastao uz minimalno
kasnjenje za kontrolom, no za razliku od E. coli ukupni broj bakterija nakon 12 sati se znatno

razlikovao u usporedbi s kontrolom.
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Slika 15. Uc¢inak razli¢itih koncentracija mesco-2 na kinetiku rasta E. coli ATCC 25922. PK -

pozitivna kontrola.

0,5
04 +
—2uM
0,3 + —1uM
= —0,5uM
D
=) 0,25 pM
© —0,125 pM
02 + ,125 p
—0,0625 uM
—0,03125 uM
—PK
0,1 +
0 ¥ " T ? y 7 y y 7 ¥

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720

Vrijeme (min)

Slika 16. Uc¢inak razlic¢itih koncentracija mesco-2 na kinetiku rasta S. aureus ATCC 29213. PK

- pozitivna kontrola.
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4.4. Mehanizam djelovanja mesco-2 peptida

4.4.1. Mjerenje u¢inka mesco-2 na povrsinu stanica E. coli DH5a metodom

AFM

Metodom mikroskopije atomskih sila vizualiziran je u€inak mesco-2 peptida na povrsinu
stanica E. coli DH5a. Stanice su bile tretirane koncentracijom od 4xMIK, pri ¢emu je vrijednost
MIK iznosila 0,5 uM. Mjerenja netretiranih E. coli DH5a pokazala su prirodnu morfologiju
stanica s glatkom povrSinom (Slika 17). Tretirane stanice mjerenjima nisu pokazale vidljive
promjene na povrsini stanica (Slika 18) u usporedbi s mjerenjima netretiranih kontrolnih
stanica. Na temelju provedenih mjerenja, zakljucuje se da je morfologija stanica E. coli DH5a
ostala nepromijenjena, bez vidljivih oSte¢enja membrane. S obzirom na to da nema vidljivog
negativnog uc¢inka mesco-2 na stanice, mehanizam djelovanja peptida ostaje nejasan na temelju

provedenih AFM mjerenja.

1.8 um

1pum

Slika 17. AFM prikaz netretiranih stanica E. coli DH50.. Na ljestvici desno bojama su prikazane

visinske razlike u uzorku, s maksimalnom visinom od 1.8 pm.
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1.8 um

Slika 18. AFM prikaz dvije stanice E. coli DH5a tretiranih s mesco-2 peptidom u koncentraciji
od 4xMIK. Na ljestvici desno bojama su prikazane visinske razlike u uzorku, s maksimalnom

visinom od 1.8 pm.

4.4.2. Vijabilnost stanica E. coli DHSo mjerena fluorescentnim bojama

nakon tretmana s mesco-2

Unato¢ tome §to AFM mjerenja nisu pokazala promjenu u morfologiji stanica E. coli DH5a
tretiranih s mesco-2, one su pod fluorescentnim mikroskopom pokazale oslabljenu zelenu
fluorescenciju SYTO 9 (Slika 19), koja se javlja uslijed ulaska propidij jodida (PI) u stanice
(Slika 20). Stanice su emitirale jak crveni signal propidij jodida (PI), §to upucuje na poveéanu
propusnost membrane. Budu¢i da PI ulazi isklju¢ivo u mrtve stanice ili one s naruSenom
membranom te interkalira s nukleinskim kiselinama, ovi rezultati sugeriraju da mesco-2 djeluje
putem membranolitickog mehanizma. Usporedba dviju slika ukazuje na to da vecina stanica
ima kompromitiranu membranu uz iznimku nekoliko stanica koje su vidljive samo pod zelenim

filterom 1 emitiraju jak zeleni signal (Slika 21).
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Slika 19. Tretirane stanice E. coli DH5a s mesco-2, obojane bojom SYTO 9 (480/500 nm),

promatrane na fluorescentnom mikroskopu pod zelenim filterom. Povecanje 600x.

—— O0|IM

Slika 20. Tretirane stanice E. coli DH5a s mesco-2, obojane propidij jodidom (PI) (490/635

nm), promatrane na fluorescentnom mikroskopu pod crvenim filterom. Povecanje 600x.
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Slika 21. Stanice E. coli DH5a tretirane mesco-2, s preklopljenim zelenim (SYTQO9) i crvenim
(PI) signalom. Preklapanje signala ukazuje na u¢inak mesco-2 na stanice, odnosno na narusen

integritet membrane tj. povecanu propusnost membrane. Povecanje 600x.
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5. RASPRAVA

Danasnji antibiotici gube ucinkovitost zbog brzorastuce rezistencije bakterija u posljednjim
desetlje¢ima, zbog Cega je iznimno vazno otkriti nove antimikrobne spojeve. Antimikrobni
peptidi istiCu se kao alternativno rjeSenje koje se istrazuje ve¢ desetlje¢ima (Roncevi¢ 1 sur.,
2019a). Prisutni su u gotovo svim organizmima kao dio urodenog imunoloskog sustava te
pokazuju Sirok spektar djelovanja Sto ih ¢ini obecavaju¢im kandidatima u borbi protiv
rezistencije na antibiotike ( Zhang i Gallo, 2016; Mladineo 1 sur., 2023). AMP-i parazitskih crva
igraju klju¢nu ulogu u njihovoj prilagodbi razli¢itim domacinima i okruzenjima bogatim
mikroorganizmima tijekom Zzivotnog ciklusa. Kako bi opstali, parazitski crvi se oslanjaju
isklju¢ivo na urodeni imunoloski sustav, a medu ostalim, lu¢e i AMP-e za imunomodulaciju
imunoloskog odgovora domacina koji im je klju€an za prezivljavanje (Yeshi i sur., 2022). Zbog
tih jedinstvenih prilagodbi, AMP-i parazita mogu imati potencijalno korisna svojstva i otvaraju

nove mogucénosti za razvoj terapijskih opcija u buduénosti.

U ovom istrazivanju identificirana su 3 proteinska prekursora iz trakavice Mesocestoides corti,
od kojih je peptid mesco-2 odabran za sintezu i daljnju analizu. Mesco-2 posjeduje pozeljna
biofizikalna obiljezja, poput pozitivnog naboja (+11) i amfipati¢nosti, koja imaju vaznu ulogu
u antimikrobnoj aktivnosti peptida (Roncevic i sur., 2019a). Sekvenca ovog peptida sastoji se

od ukupno 40 aminokiselinskih ostataka.

Sekundarna struktura mesco-2 peptida odredena je primjenom spektroskopije cirkularnog
dikroizma u izotropnom 1 anizotropnim okoliSima. Prema ocekivanjima, peptid je u hidrofilnom
okruZenju u PBS-u ostao nestrukturiran, dok je pri ve¢im koncentracijama TFE-a poprimio
helikalnu strukturu zbog prisutnosti hidrofobnog okruzenja (He i sur., 2021), kao i u prisutnosti
SDS-a koji oponasa membranske uvjete (Takaramoto i sur., 2021). Mesco-2 je u otopini s
neutralnim SUV-ama ostao nestrukturiran, §to upucuje na slabu interakciju peptida s neutralnim
membranama, poput onih prisutnih u eukariotskim stanicama. Nizak afinitet prema
eukariotskim membranama moZe upucivati na nisku toksi¢nost peptida prema stanicama
domacina (Matsuzaki, 2009). Za razliku od neutralnih membrana, peptid je pokazao visok
afinitet prema negativno nabijenim bakterijskim membranama, §to se o€itovalo strukturiranjem
u otopini s anionskim SUV-ama ¢ak 1 pri niskim koncentracijama. CD spektri u ovim uvjetima
razlikovali su se od onih dobivenih u prisutnosti TFE-a, §to sugerira da peptid potencijalno
formira slozenu helikalnu strukturu s viSeslojnim ili paralelnim rasporedom (Wagschal 1 sur.,

1999). Ovakva organizacija moze dodatno stabilizirati peptid u specifiénim okruzenjima poput
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negativno nabijenih membrana, jer potice hidrofobne interakcije izmedu slojeva (Abosheasha i

sur., 2021).

Sirok spektar djelovanja peptida mesco-2 potvrden je eksperimentalnim odredivanjem
minimalne inhibitorne koncentracije, pri ¢emu su MIK vrijednosti bile u rasponu od
submikromolarnih za E. coli i K. pneumoniae (0,5 uM) do niskih mikromolarnih koncentracija
za A. baumannii, P. aeruginosa, 1 S. aureus (1-2 uM). Minimalne baktericidne koncentracije
(MBK) bile su jednake minimalnim inhibitornim koncentracijama, osim u slucaju S. aureus
ATCC 25923, sto ukazuje na baktericidno djelovanje peptida jer ne samo da inhibira rast
bakterija ve¢ ih i ubija pri tim koncentracijama. Antimikrobno djelovanje peptida dodatno je
potvrdeno pracenjem kinetike rasta bakterija E. coli ATCC 25922 i S. aureus ATCC 29213,
omogucujuci detaljniju analizu inhibicije rasta 1 preciznije opazanje djelovanja peptida od MIK
eksperimenta. Opazeno je da peptid inhibira rast bakterija i pri znatno nizim koncentracijama
od MIK. Ovisno o bakteriji i koncentraciji peptida, bakterije su nakon nekog vremena

uspijevale kompenzirati nepovoljne uvjete i nastaviti s rastom.

Djelovanje antimikrobnih peptida uvelike je povezano s njihovim biofizikalnim svojstvima i
strukturom (Shai, 2002). Analiza mehanizma djelovanja mesco-2 provedena je metodama
mikroskopije atomskih sila i fluorescentne mikroskopije, pri ¢emu je utvrdeno da je mehanizam
djelovanja membranoliti¢ki. AFM mjerenja pokazala su o€uvanu morfologiju E. coli DH5a bez
vidljivih znakova oSte¢enja nakon tretmana peptidom mesco-2 u koncentraciji 4 puta vecoj od
MIK, dok je snazna crvena fluorescencija propidij jodida (PI) zabiljeZena fluorescentnom
mikroskopijom ukazala na naruSavanje membrane, odnosno promjene u propusnosti
membrane. Primjer takvog djelovanja ve¢ je ranije zabiljeZen kod peptida melitina iz pcelinjeg
otrova, koji je unato¢ oCuvanoj povrSini stanice, izazivao snazan signal PI sugerirajuci
naruSavanje membranskog integriteta (Roncevi¢ 1 sur., 2019b). Dobiveni rezultati nisu
neocekivani s obzirom da antimikrobni peptidi, a naroCito oni helikalni cesto imaju
membranoliticki mehanizam djelovanja (Sato 1 Feix, 2006). Na osnovu dobivenih podataka,
moze se zakljuciti da mehanizam djelovanja mesco-2 ukljucuje stvaranje prolaznih pora ili
lezija ¢ime je naruSen membranski integritet bez vidljivih vanjskih strukturnih promjena koje
se mogu opaziti koriste¢i AFM. Medutim, potrebno je naglasiti da, kao i kod mnogih drugih
antimikrobnih peptida, mehanizam djelovanja mesco-2 ne mora biti sveden isklju¢ivo na
nespecifiénu interakciju s membranom 1 formiranje pora (Brogden, 2005). Bududi

eksperimenti, poput ispitivanja interakcije peptida s ribosomskom masinerijom 1/ili
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nukleinskim kiselinama, mogu doprinijeti stvaranju potpune slike kako ovaj peptid ubija

bakterijske stanice.

Ovim istrazivanjem potvrden je Sirok spektar djelovanja peptida mesco-2, s naznakama niske
toksicnosti prema eukariotskim membranama, $to ¢ini ovaj peptid obecavaju¢im kandidatom
za daljnji razvoj kao alternativnog antimikrobnog sredstva u borbi protiv bakterijske
rezistencije. Dodatna istrazivanja trebala bi se usmjeriti na ispitivanje njegove toksi¢nosti
prema stanicama domacina, kao i njegovu stabilnost i ucinkovitost u slozenijim bioloskim
sustavima. Razumijevanjem njegovog utjecaja na zdrave stanice, mogla bi se potvrditi njegova

sigurnost za potencijalnu klinicku primjenu.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu identificiran je peptid mesco-2 iz trakavice Mesocestoides corti. Odredena mu je
sekundarna struktura u razliitim izotropnim 1 anizotropnim uvjetima. Peptid je ostao
nestrukturiran u izotropnom okoliSu, dok anizotropni uvjeti rezultiraju njegovim
strukturiranjem. U prisustvu TFE-a i SDS-a, peptid je vecinski helikalan, dok su CD spektri
mesco-2 u prisustvu anionskih liposoma takvi da sugeriraju sloZzenu helikalnu strukturu s

viseslojnim rasporedom.

Potvrden je Sirok spektar antimikrobnog djelovanja testiran na 7 razli¢itih gram-negativnih i
gram-pozitivnih bakterija, a preciznija analiza inhibicije rasta provedena je pracenjem kinetike
rasta E. coli ATCC 25922 1 S. aureus ATCC 29213. Na taj nacin je potvrdeno da do inhibicije
rasta dolazi ve¢ 1 kod koncentracijama manjim od MIK, ali nakon odredenog vremena bakterije

ipak uspjesno nastavljaju rast.

Interakcija mesco-2 s bakterijskom membranom utvrdena je mikroskopijom atomskih sila i
fluorescentnom mikroskopijom na E. coli DH5a. Utvrdeno je da nije doSlo do promjene
morfologije bakterijske stanice, ali dolazi do promjena u njezinoj propusnosti, najvjerojatnije
uslijed formiranja prolaznih pora. Dobiveni rezultati pokazuju potencijal mesco-2 kao

antimikrobnog sredstva koje bi moglo pronaci svoju ulogu u potencijalnoj klinickoj primjeni.
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