REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL PROIECTULUI PN II 61-016/2007 

Etapa I

OBIECTIVE

Obiectivul central al acestei etape este unul metodologic, si anume adaptarea de catre fiecare partener a metodelor de studiu la specificul proiectului. De asemenea ne-am propus in acesta etapa selectia si caracterizarea prin modelare moleculara a AMPs care vor fi testate in cadrul proiectului. Etapa cuprinde urmatoarele activitati (conform planului de realizare): 

A I.1 Selectia liniilor bacteriene si a tipurilor de AMPs; protocol de evaluare a eficientei antimicrobiene.

A I.2 Protocol de studiu a interactiei AMPs – mebrane lipidice plane.

A I.3 Protocol de studiu a interactiei AMPs – lipozomi. 

A I.4 Protocol de electrofiziologie pentru studiul interactiei AMPs cu celule eucariote.

A I.5 Protocol de evaluare a citotoxicitatii si capacitatii hemolitice a AMPs.

A I.6 Modelarea si minimizarea energetica ale structurilor AMPs.

REZULTATE:
A I.1 Selectia liniilor bacteriene si a tipurilor de AMPs; protocol de evaluare a eficientei antimicrobiene.

Au fost selectate 20 de tipuri de molecule de AMP cele mai importante clase reprezentate fiind:cecropina, magainina, melitina, gramicidina, mastoparanul si nisinul. Criteriile principale de selectie au avut in vedere originea AMP-urilor, spectrul de actiune, diversitatea aminoacizilor implicxati. Liniile microbiene selectate sunt linii cu raspandire larga de tipul E coli, Salmonela, Candina, Staphylococus aureus. Liniile sunt standardizate si au fost achizitionate de la ATCC (American Type Culture Collection). Este descris protocolul care va fi utilizat pentru evaluarea eficientei AMP, procol bazat pe metode standardizate (metoda difuzimetrica si metoda turbidimetrica) recomandate de catre Pharmacopoeia Europeana. 

A I.2 Protocol de studiu a interactiei AMPs – mebrane lipidice plane.

In cadrul acestei sectiuni este decrisa in detaliu metoda care va fi utilizata pentru studiul interactiei AMP-urilor cu membranele model de tipul membranelor lipidice plane. Sunt prezentate: principiul metodei, aparatura existenta, modul de achizitie a datelor si modul de prelucrare a acestora. Pentru formarea bistraturilor plane este folosita in principla tehnica Montal Mueller rezultand bistraturi lipidice plane pe aperturi cu diametre de ordinul zecilor pana la sute de microni. Avantajul principla al acestei tehnici este faptul ca permite obtinerea bistraturilor asimetrice (compozitia lipidica a fiecarui monostrat care formeaza bistratul poate fi controlata in mod independent).

A I.3 Protocol de studiu a interactiei AMPs – lipozomi. 

O alta modalitate de investigare a mecanimului de actiune al AMP la nivelul membranelor este strudiul interactiei AMP cu membrane model de tipul lipozomilor. Plecand de la proprietatile de fluorescenta ale AMP s-a pus la punct un protocol de evidentiere a insertiei AMP in bistratul lipidic bazat pe fenomenul de transfer rezonant de energie intre doua molecule fluorescente (AMP si o molecula acceptor). Protocolul este exemplificat pentru insertia moleculelor de gramicidina A, una dintre AMP-urile selectate pentru acets studiu. 

A I.4 Protocol de electrofiziologie pentru studiul interactiei AMPs cu celule eucariote.

Un aspect avut in vedere in cadrul proiectului este efectul AMP asupra transportului ionic prin membrana celulara. In acest scop a fost dezvoltat un protocolul de electrofiziologie adaptat cat mai bine studiului farmacologic de testare a mecanismului de actiune a peptidelor antimicrobiene pe celule eucariote. Ca model biologic s-au folosit culturi primare neuronale din ganglionii spinali de sobolan. Sunt descrise in detaliu etapele preparative pentru obtinerea culturilor primare. Pentru caracterizarea transportului ionic a fost folosita tehnica patch clamp, tehnica ce permite masurarea curentului prin membrana (sau fragmente de membrana) celulara la tensiune constanta. Se pot evidentia astfel curentii impicati de transportul principalilor ioni care contribuie la echilibrul fuctional al membranei celulare: sodiu, calciu, etc. Sunt descrise in detaliu principul metodei, aparatura si modul de inregistrare a datelor.

A I.5 Protocol de evaluare a citotoxicitatii si capacitatii hemolitice a AMPs.

Un alt aspect legat de efectele secundare ale APM asupra celulelor eucariote este avut in vedere prin studii de citotoxicitate si hemoliza. Evaluarea efectului citotoxic si hemolitic va reprezenta unul dintre criteriile de selectie a AMP care va fi folosita in fazele ulterioare ale proiectului pentru predictia unor noi structuri AMP cu eficineta antimicrobiana sporita. In acest scop s-a pus la punct un protocol de evaluare a citotoxicitatii AMP pe baza determinarii viabilitatii unor culturi celulare incubate cu AMP. Protocolul realizat conform standardelor in vigoare a fost testat pe linia celulara V-79 folosint un kit colorimetric. Evaluarea viabilitatii celulare se face be baza masuratii activitatii enzimatice la nivelul mitocondriilor din celule, cantitatea se substrat tranformata de enzime fiind in relatie directa cu numarul de celule viabile (testul MTS).  Efectul hemolitic va fi evaluat pe baza unui protocol standardizat in cadrul caruia se urmareste masurarea cantitatii de hemoglobina eliberata in mediu in  timpul incubarii eritrocitelor cu AMP de testat. Protocolul de lucru este descris in detaliu (solutii, probe, curba de calibrare, etape de lucru, interpretarea datelor).

A I.6 Modelarea si minimizarea energetica ale structurilor AMPs.

In cadrul acestei activitati s-a realizat prima etapa in directia modelarii moleculare a structurilor AMP selectate. Scopul a fost realizarea unei baze de date ce va fi utilizata ulterior in studii de chimie computationala pentru predictia unor structuri de AMP cu eficienta microbiana sporita. AMP-urile selectate au fost  descrise pe baza secventei de aminoacizi si a datelor cristalografice gasite in bazele de date internationale (protein data bank). Folosind programe specializate in modelare moleculara (pachetul software Sybil) s-au minimizat energetic structurile tuturor AMP-urilor selectate. Ulterior s-au modelat structurile secundare ale acestora si s-au analizat caracteristici de similitudine structurala, caracteristici utile in analiza mecanismului de actiune al AMP.
Etapa a-II-a

OBIECTIVE

Obiectivele acestei faze vizeaza aspecte diferite ale mecanismului de interactiune a AMP-urilor cu celulele biologice. O prima problema luata in considerare este efectul citotoxic asupra celulelor de mamifer al unor AMP-uri din lista propusa in prima etapa. O a doua categorie de studii este dedicata mecanismului de insertie al unor AMP-uri in bistratul lipidic. Un ultim aspect luat in considerare vizeaza modul de caracterizare a transportului ionic prin membrana celulara neuronala in vederea evaluarii (in etapele viiotoare) a efectului AMP-urilor asupra acestui proces. Etapa cuprinde urmatoarele activitati (conform planului de realizare): 

A II.1 Evaluarea citotoxicitatii AMPs asupra hepatocitelor de origine umana (CO)

A II.2 Caracterizarea interactiei intre AMPs si bistratul lipidic membranar prin metode de fluorescenta (CO)

A II.3 Influenta exercitata de interactiunile electrostatice asupra insertiei AMPs in membrane lipidice artificiale-efecte ale pH-ului si potentialului de dipol membranar (P2)

A II.4 Studierea cuplajului existent intre procesul de insertie membranara si impachetare secundara (‘folding’), in functie de starea de incarcare electrica a membranei lipidice (P2)

A II.5 Descrierea generala a parametrilor electrofiziologici in cultura primara de neuroni din ganglionii spinali (P1)

REZULTATE:
A II.1 Evaluarea citotoxicitatii AMPs asupra hepatocitelor de origine umana (CO)

Prezenta efectelor secundare ale AMPs la patrunderea acestora in organism poate fi evaluata intr-o prima faza (preclinica) prin studiul citotoxicitatii in experimente in vitro pe culturi celulare. Pentru obtinerea unor informatii cat mai utile (in vederea unor studii clinice) ar fi de dorit ca experimentele in vitro sa se realizeze pe culturi celulare primare. Experimentele de citotoxicitate efectuate in cadrul acestei etape au fost realizate pe culturi primare de limfocite extrase de sange uman. Au fost testate sase AMP-uri din lista propusa in prima etapa a proiectului: cecropina A, magainina I si II, melitina, mastoparanul si indolicidinul. Concentratiile folosite au fost alese in functie de rezultate raportatate in literatura pentru aceste AMP-uri. Patru din cele 6 peptide testate au dat raspunsuri apropiate de ce se astepta. Peptidele respective sunt: cecropina A, magainina II, melitina si indolicidinul. Intre acestea indolicidinul pare a avea un efect citotoxic mai puternic decat ne asteptam. Toate cele trei peptide au indus scaderi ale viabilitatii mai mari de 50% ceea ce ar sugera ca limfocitele umane sunt mai sensibile decat celulele folosite in literatura. Doua peptide (magainina I si mastoparanul) au produs un raspuns surprinzator in aparenta, si anume viabilitatea a crescut cu crestrea concentratiei. Aceasta constatare ne-a sugerat faptul ca peptidele pot avea si efect stimulator asupra limfocitelor. Aceasta ideea e sustinuta de unele rezultate din literatura care arata ca mastoparanul stimuleaza anumite procese biochimice la limfocite. Rezultatele prezenate scot in evidenta doua aspecte importante: (i) limfocitele umane in cultura primara in faza G0 sunt afectate de interactia cu AMP-urile in sensul inducerii unui raspuns de citotoxicitate si(ii) exista posibilitatea ca unele AMP-uri sa induca stimularea limfocitelor in cultura primara in faza G0.  

A II.2 Caracterizarea interactiei intre AMPs si bistratul lipidic membranar prin metode de fluorescenta (CO)

In actuala etapa am extins tipul de masuratori prezentate in etapa precedenta prin introducerea unei noi variante bazate pe metoda FRET pentru evidentierea insertiei moleculelor de AMP in bistrat. Studiile au fost efectuate pe doua tipuri de AMP cuprinse in lista prezentata in etapa precedenta (gramicidina A si gramicidina C). Pentru ambele peptide s-a evidentiat insertia in bistratul lipidic al lipozomilor atat prin metoda FRET prezentata in etapa precedenta (transfer energetic intre triptofanul din peptida si DPH, un marker hidrofob introdus in bistratul lipidic) cat si prin noua metoda introdusa care implica transferul de energie intre doua lipide marcate fluorescent (sfingomielina – NBD ca donor si fosfatidiletanolamina – rodamina ca acceptor). Insertia peptidei duce la cresterea distantei donor acceptro si in consecinta la scaderea transferului de energie. Pe baza primei metode s-a calculat eficienta de transfer energetic intre triptofan si DPH si s-a calculat raza Forster asociata (~ 1,2 nm) pentru ambele gramicidine. Prin a doua metoda FRET, in cadrul cestei etape, am evidentiat calitativ insertia peptidelor studiate.

A II.3 Influenta exercitata de interactiunile electrostatice asupra insertiei AMPs in membrane lipidice artificiale-efecte ale pH-ului si potentialului de dipol membranar (P2)

Un prim obiectiv al experimentelor derulate in aceasta faza a fost sa studiem influenta exercitata de interactiunile electrostatice asupra insertiei AMP in membrane lipidice artificiale, ca urmare a modificarii pH-ului si a potentialului de dipol transmembranar. Metoda de obţinere a bistraturilor lipidice artificiale pe care am folosit-o în această lucrare este metoda Montal-Muller. In acest sens, o atentie deosebita a fost acordata studierii insertiei magaininei 2 in membrane lipidice, in diferite conditii fiziologice. Astfel, intr-un prim set de experimente, am evaluat calitativ influenta exercitata de alterarea potentialului de dipol transmembranar (prin adaugarea in solutie a phoretinei)  asupra insertiei magaininei 2 in bistraturi lipidice zwitterionice. Spre deosebire de cazul ‘control’ (absenta phloretinei), interactiunea dintre moleculele de phloretina si membrana lipidica artificiala faciliteaza insertia membranara a moleculelor de magainina 2, fapt ce este reflectat de cresterea fluctuatiilor curentului ionic inregistrat prin canalele de magainina. Experimentele noastre au dovedit faptul ca activitatea canalelor de magainina inserate in membrane lipidice zwitterionice, depinde de sensul diferentei de potential aplicate de o parte si de cealalta a membranei. Rezultatele obtinute demonstreaza ca insertia magaininei 2 in membranele artificiale incarcate electric negativ, este defavorizata de valori acide ale pH-ului solutiei fiziologice. 
A II.4 Studierea cuplajului existent intre procesul de insertie membranara si impachetare secundara (‘folding’), in functie de starea de incarcare electrica a membranei lipidice (P2)

Efectele factorilor electrici studiati se explica prin influenta acestora asupra modului de insertie (folding) al peptidei in bistratul lipidic. Astfel la pH acid, sarcina neta de incarcare a lipidelor ce intra in compozitia membranei artificiale, este nula, ceeea ce face ca interactiunile electrostatice dintre moleculele de magainina si capetele polare ale lipidelor sa fie mai slabe, spre deosebire de situatia in care, la pH neutru, sarcina neta de incarcarea a lipidelor era negativa. Aceste interactiuni influenteaza in mod direct capacitatea de insertie a peptidei.

A II.5 Descrierea generala a parametrilor electrofiziologici in cultura primara de neuroni din ganglionii spinali (P1)

In cadrul acestei activitati au fost prezentate studii privind parametri electrofiziologici ce caracterizeaza cultura primara de neuroni din ganglioni spinali de la doua tipuri de soarece (normal si patologic). Parametri masurati sunt: Amplitudinea si durata potentialului de actiune, amplitudinea si durata potentialului de post-hiper –polarizare evidentiindu-se diferentele intre culturile poevnind de la soarecii patologici fata de cei normali.

Etapa a-III-a

OBIECTIVE
In cadrul celei de a-III-a etape a proiectului, cu titlul: “Efectele AMPs asupra celulelor si membranelor model: studii de microbiologie si transport ionic transmembranar”, activitatile efectuate sunt prezentate mai jos (conform planului de realizare a proiectului):

A III.1 Evaluarea eficacitatii antibacteriene a tipurilor de AMPs selectate

A III.2 Capacitatea hemolitica a tipurilor de AMPs selectate 

A III.3 Selectarea tipului de AMPs cu raport maxim eficienta/citotoxicitate ca model de lucru pentru studiile ulterioare

A III.4 Studiul insertiei membranare a AMPs si a transportului ionic prin membrane plane asimetrice cu compozitie lipidica asemanatoare membranei externe a bacteriilor Gram-negative

A III.5 Corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model

A III.6 Evaluarea descriptorilor farmacologici implicati in inducerea caracterului antimicrobian


Obiectivele conectate acestor activitati au in vedere in primul rand terminarea fazei de evaluare a efectelor antimicrobiene si secundare (efecte citotoxice si hemolitice) ale AMP-urilor propuse in prima etapa spre a fi analizate. Al doilea obiectiv important este continuarea studiilor privind insertia peptidelor antimicrobiene in membrane model. Ultimul obiectiv al acestei etape este legat de studiile de simulare moleculara si vizeaza caracterizarea efectului antimicrobian prin intermediul descriptorilor farmacologici pentru o serie de AMP-uri din lista propusa in prima etapa. 

REZULTATE:
A III.1 Evaluarea eficacitatii antibacteriene a tipurilor de AMPs selectate

S-a evaluat eficacitatea antimicrobiana pentru 17 AMP-uri din lista selectata in prima etapa. Evaluarea s-a facut in raport cu patru tulpini bacteriene: E.coli, Salmonella typhimurrium, Staphylococcus aureus  si  Pseudomonas aeruginosa.  Un prim pas de selectie s-a realizat prin metoda difuzimetrica ceea ce a perimis evidentierea acelor peptide cu un potential antimicrobian ridicat. Peptidele selectate in acest fel au fost apoi analizate prine metoda turbidimetrica ceea ce a permis determinarea valorii caracteristice pentru parametrul IC50 (concentratia de AMP la care numarul de celule bacteriene in cultura scade la 50%). Peptidele cu cea mai buna eficienta antimicrobiana sunt tachyplesinul si melittina avand valori ale IC50 in domeniul 1-10 M. 

A III.2 Capacitatea hemolitica a tipurilor de AMPs selectate 

S-a analizat capacitatea AMP-urilor din lista selectata de a induce liza eritrocitelor de origine umana. Din punct de vedere cantitativ s-a calculat indexul hemolitic pentru concentratii de AMP in domeniile de interes. S-a constatat ca majoritatea AMP-urilor au index hemolitic neglijabil in domeniul de concentratii analizat. Exceptie au facut indolicidinul (care a indus liza majoritatii hematiilor la concentratii mai mari de 25 M) melitina si mastoparanul (ultimele avand cresteri pana la 10% ale indexului hemolitic). 

A III.3 Selectarea tipului de AMPs cu raport maxim eficienta/citotoxicitate ca model de lucru pentru studiile ulterioare
Analiza raportului eficienta antimicrobiana / efecte secundare pentru AMP-urile testate s-a folosit pentru a selecta structura de AMP care sa fie studiata aprofundat in urmatoarele etape ale proiectului. Pentru a evalua efectele secundare s-a analizat citotoxicitatea indusa de AMP-uri asupra culturilor primare de limfocite umane si efectul lor hemolitic. In urma acestei analize s-au selectat doua peptide pentru reprezenta structuri model pentru stidiile ulterioare: tachyplesinul si melitina.
A III.4 Studiul insertiei membranare a AMPs si a transportului ionic prin membrane plane asimetrice cu compozitie lipidica asemanatoare membranei externe a bacteriilor Gram-negative; A III.5 Corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model

S-a studiat influenta exercitata de modificarea simetriei profilului potentialului electric al membranei asupra insertiei AMP in membrane lipidice artificiale, ca urmare a modificarii potentialului de dipol transmembranar. In acest sens s-a monitorizta activitatea unei peptide antimicrobiene HPA3 inserata intr-un bistrat lipidic plan obtinut prin metoda Montal –Mueler. S-a constat ca modificarea potentialului de dipol transmembranar poate modula activitatea peptidei. S-a observat de asemenea ca cresterea potentialului de dipol transmembranar defavorizeaza formarea porilor clasici transmembranari de catre monomerii de alameticina iar pe de alta parte, faciliteaza mecanismul de formare a porilor toroidali de catre magainina2. Un alt aspect analizat a fost interactiunii monomerilor de  magainina 2 cu membrana artificiala in functie de starea de incarcare electrica neta a membranei. Datele experimentale obtinute au evidentiat faptul ca insertia magaininei 2 in membranele artificiale incarcate electric negativ este favorizata, atat la valori negative cat si pozitive ale diferentei de potential aplicate membranei, spre deosebire de situatia in care membrana artificiala era constituita din lipide zwiterionice. In plus s-a urmarit modularea  activitatatii de transport ionic a peptidei antimicrobiene alameticina de catre neomogenitatile membranare. Astfel, in combinatii ternare POPC–chol–bSM ce asigura coexistenta domeniilor ld si lo, valoarea conductantei electrice a alameticinei descreste in raport cu situatiile in care aceleasi lipide au fost prezente in concentratii ce asigurau doar existenta fazelor ld sau lo. Astfel studiile noastre asupra modularii proceselor de a insertie membranara a AMPs si a transportului ionic prin membrane lipidice reconstituite permit corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model.
A III.6 Evaluarea descriptorilor farmacologici implicati in inducerea caracterului antimicrobian

S-a realizat un studiu detaliat privind descriptorii farmacologici utili in caracterizarea actvitatii antimicrobiene a APM-urilor. S-a stabilit o lista de 15 descriptori, care au fost folositi (in cadrul unui model teoretic adecvat bazat pe tehnicile de simulare moleculara) pentru estimarea activitatii antimicrobiene pentru o serie de peptide antimicobiene si derivati ai acestora (in total peste 200 de structuri analizate). S-a descris influenta descriptorilopr din lista asupra activitatii antimicrobiene. Pe baza modelelor QSAR s-au predictionat caracteristicile unor structuri peptidice derivate (~150 de structuri noi) in vederea selectionarii unor structuri mutante (derivate) in raport cu structura initiala a petidei, derivate care sa aibe activitate microbiana sporita. 
Etapa a-IV-a

OBIECTIVE:
In cadrul celei de a-IV-a etape a proiectului, cu titlul: “Efectele AMPs asupra celulelor si membranelor model: studii de microbiologie si transport ionic transmembranar”, activitatile efectuate sunt prezentate mai jos (conform planului de realizare a proiectului):

A IV.1 Capacitatea hemolitica a tipurilor de AMPs selectate 

A IV.2 Selectarea tipului de AMPs cu raport maxim eficienta/citotoxicitate ca model de lucru pentru studiile ulterioare

A IV.3 Corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model


Obiectivele conectate acestor activitati au in vedere in primul rand terminarea fazei de evaluare a efectelor antimicrobiene si secundare (efecte citotoxice si hemolitice) ale AMP-urilor propuse in prima etapa spre a fi analizate. Al doilea obiectiv important urmareste selectara tipului de AMP care prezinta un raport maxim eficienta/citotoxicitate, in vederea studiilor ulterioare. S-a realizat de asemenea si o corelatie intre eficienta antimicrobiana si capacitatea toxica a peptidelor cu parametrii caracteristici proceselor de insertie in membranele model. 

REZULTATE:
A IV.1 Capacitatea hemolitica a tipurilor de AMPs selectate 

S-a analizat capacitatea AMP-urilor din lista selectata de a induce liza eritrocitelor de origine umana. S-a calculat procentul de hemoliza indusa de diferitele concentratii de AMP, din care s-a extras apoi un index hemolitic, in conformitate cu standardul utilizat. S-a constatat ca majoritatea AMP-urilor studiate prezinta un index hemolitic important in domeniul de concentratii analizat. 

A IV.2 Selectarea tipului de AMPs cu raport maxim eficienta/citotoxicitate ca model de lucru pentru studiile ulterioare

Analiza raportului eficienta antimicrobiana / efecte secundare pentru AMP-urile testate s-a folosit pentru a selecta structura de AMP care sa fie studiata aprofundat in urmatoarele etape ale proiectului. Pentru a evalua efectele secundare s-a analizat citotoxicitatea indusa de AMP-uri asupra culturilor primare de limfocite umane, dar si efectul lor hemolitic asupra eritrocitelor umane. In urma acestei analize s-au selectat doua peptide pentru reprezenta structuri model pentru stidiile ulterioare: cecropina A si melitina.

A IV.3 Corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model

Obiectivele acestei etape au vizat cuantificarea alterarii profilului de potential de suprafata si de dipol membranar de catre procesele de adsorbtie si insertie a peptidei antimicrobiene melitina in membrane lipidice zwiterionice in conditii diferite de tarie ionica si compozitie lipidica a membranei artificiale. Astfel, intr-un prim set de experimente,  am urmarit mecanismul de formare al porilor transmembranari in membrana lipidica artificiala de catre monomerii de melitina, dupa care am evaluat calitativ influenta exercitata asupra alterararii potentialului de dipol transmembranar si de suprafata, de catre insertia peptidei in bistraturi lipidice zwitterionice (fosfatidilcolina), utilizand metoda compensarii campului electric intramembranar (‘inner field compensation method’, sau abreviat ‘IFC’).  Experimentele noastre au dovedit faptul ca adsorbtia moleculelor de melitina pe suprafata membranei induce in principal o scadere a potentialului de dipol al monostratului in care se adsorb, scadere cuantificata prin valoarea de ~ -22 mV in conditii fiziologice de 0.1 M NaCl si de ~ -37.5 mV in conditii fiziologice de 0.5 M. Mai mult, pastrand taria ionica a solutiei fiziologice de 0.5 M, datele experimentale au aratat faptul ca prezenta colesterolului in membrana lipidica (30% w/w in L-α-phosphatidylcholine) induce o alterare mai mica a potentialului de dipol membranar, cuantificata la valoarea de ~ -30 mV, iar activitatea porilor transmembranari de melitina inserati in aceste conditii, este mult diminuata fata de conditiile in care colesterolul nu era prezent in membrana lipidica. Studiile noastre asupra modularii proceselor de insertie membranara a AMPs si a transportului ionic prin membrane lipidice reconstituite permit corelarea eficientei antimicrobiene si a capacitatii toxice cu parametrii carcteristici proceselor de insertie in membrane model.
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