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Uvod

Polypeptidy jsou vyznamné latky predevsim diky jejich blizkému vztahu k proteinam.
Kromé chemického sloZeni jsou unikani a raznorodé viastnosti proteini dany predevsim
konfiguraci jgjich fetézce a poradim a po¢tem aminokyselin v fetézci. Jedinecnou piil eZitosti,
jak zkoumat vzgemné vztahy mezi témito z&kladnimi vlastnostmi uréujicimi funkci a
strukturu proteini, je studium syntetickych polypeptidi, jako poly-g-benzyl-L-glutamétu
(PBLG).

Polypeptid PBLG vykazuje topologickou chiralitu. Jeho konformace a agregacni stav
jsou vyrazné zavidé na pouZitém rozpoustédle a koncentraci. Predstavuje tak velmi dobry
modelovy systém pro studium biologicky vyznamnych interakci v zavidlosti na pouZitém
rozpoustédle a tim i na struktuie pouzité chirdni matrice. Préavé chirdita je dulezitou
vlastnosti charakterizujici Zivé organismy. Biologicky vyznamné molekuly jsou ¢asto chirdni
a jgich enantiomery se navic mnohdy v prirodé vibec nevyskytuji. Také vétSina reakci
v lidském téle probiha za Ucasti jednoho i ze stovek moznych sterecizomerti. Stereospecifita
takovych reakci je pak casto zaloZzena pravé na interakci chiranich latek a na ovliviiovani
jelich konformace. Sledovani systému, jako napt. PBLG v riznych rozpoustédliech, vede
k blizSimu pochopeni konformacnich a agregacnich zmeén piirodnich polypeptida ¢i proteind,
coz je jeden z prvnich kroka k pochopeni stereospecifickych reakci probihajicich v Zivych
organismech.

Chirdni molekuly absorbuji v jiné mite levo- a pravotociveé cirkularné polarizované
zéreni. Cirkulérni dichroismus je definovéan jako rozdil absorbance vlievo a vpravo cirkularné
polarizovaného zéreni. Pri pouZiti z&feni v infracervené oblasti spektra dochézi k prechodiim
mezi vibragnimi hladinami molekuly ajedné se o vibrasni cirkularni dichroismus (VCD)™.



Vlastnosti syntetickych polypeptidi byly charakterizovany fadou fyzikéné-chemickych
metod. VCD nabizi alternativni pohled na PBLG svyhodami® oproti b&Zngj&imu
elektronovému cirkularnimu dichroismu (ECD) ainfragervené (IC) spektroskopii.

Pro konformacni a agregacni stav PBLG je duleZita predevSim polarita a acidita
rozpoustédla. V rozpoustédlech, jako trichlormethan, benzen ¢i nitrobenzen, zaujima PBLG
a- helikdlini konformaci?, kterd je stabilizovéna intramolekularnimi vodikovymi mustky.
Dochézi zde k molekularni asociaci za vzniku agregétt. Roztok PBLG ma pak z tohoto
duvodu velmi velkou viskozitu — prevliada zde interakce polymer-polymer nad interakci
polymer-rozpoustédlo. Moznost tvorby vodikovych mistki mezi polymerem arozpoustédiem
je zde tudiz minimdni. Naopak, tvori se intermolekulérni vodikové vazby typu ,,end to end"
(antiparalelni) a , side-by-side® v nepolarnim benzenu, benzylalkoholu a dioxanu a typu
,head-to-tail* v trichlormethanu®“. V asocidtech st PBLG vét§inou ponechavé svou nativni
helikani konformaci. Po piekroceni urcité kritické koncentrace dochazi v téchto roztocich ke
vzniku chirdlnich struktur, tzv. kapalnych cholesterickych krystalt®>. Molekuly jsou v nich
orientovany ve vrstvach, v nichZ jsou osy molekul navzdem rovnobézné, alev kazdé vrstvé je
smér os molekul oproti osam molekul v piedchozi vrstvé pootocen. Tak vznika helikani
struktura — tzv. superhelix. Ta vykazuje vysokou optickou aktivitu®, kterd vysvétluje velmi
silny signd ve VCD pozorovany pro cholesterické krystaly™.

V kysdlych rozpoustédiech, jako je trifluoroctova kyselina (TFA), naopak molekuly
PBLG neasociuji a PBLG nabyva konformace polyprolin 11°. Velky vyznam maji predevsim
sekundarni interakce mezi rozpoudtédiem a polypeptidovym fetszcem®. Konformace
polyprolin 11 byla difve oznatovéana jako ,random coil“, statistické klubko. ECD’ a VCD®
studie ale prokézaly, Ze se jednd o lokané pravidelnou strukturu tvorenou levotocivymi
helikalnimi Useky. Metoda VCD se zde ukézala mnohem vhodnéjsi k rozpoznavéni struktury
polyprolin Il nez ECD®.

Vtéto préci jsou metodou VCD doplnénou o IC absorpéni  spektroskopii
charakterizovany jednotlivé zminéné konformace, sledovéna agregace a hledany podminky
pro realizaci raznych konformagnich forem PBLG v roztoku.

Experimentalni ¢ast

Pro tuto préci byl pouzit poly-g-benzyl-L-glutamét (obr. 1) s pramérnou molekulovou
hmotnosti 69 000 g.mol™ (Sigma), tedy polymer stiedni délky retézce. K pripravé roztokii
byla pouzita deuterovana rozpoustédla trichlormethan-d1, triflouroctova kyselina-d1, benzen-
d6 a nitrobenzen-d5 (vSe Sigma).



Obr. 1: Strukturni vzorec poly-g-benzyl-L-glutamétu (PBLG)

Spektralni meéieni byla provadéna na spektrometru s Fourierovou transformaci 1FS-66/S
(Bruker, Némecko) ve spektréni oblasti 1800 — 1400 cm™ s rozligenim 8 cm™. Spektra VCD
jsou pramérem ze 6 bloku, kazdy meéreny 20 minut, a jsou normovana na jednotkovou
hodnotu absorbance pasu amidu |. Pied a po méieni VCD byla zméiena absorpeni spektra
zdavodu kontroly stdlosti a homogenity studovanéno vzorku. V nékterych uvedenych
spektrech byly vynechany urcité spektralni oblasti z diivodu vysoké absorbance rozpoustédel,
ktera by mohla vést ke vzniku nezédoucich artefaktt ve VCD spektru. Byly pouZity skladané
kyvety tvoirené okny z CaF, ateflonovou distan¢ni folii o tloustce 50 mm (25 nm pro kapalné
krystaly).

VCD signa byl korigovan na nulovou linii, kterou prestavovala spektra piislusnych
rozpoustédel meérenych za stejnych podminek jako roztoky vzorka. Absorpéni spektra byla
také korigovana na signal rozpoustédla.

Roztoky PBLG v CDCls, benzenu-d6, nitrobenzenu-d5 a smésném rozpoustédie
CDCI3/TFA byly méieny pro hmotnostni koncentraci r =30 g.I", objemové zlomky TFA ve
smésnych rozpoustédlech meély hodnoty 0,05; 0,1; 0,15 a 0,20.

Kapané krystaly byly piipraveny zroztoku polypeptidu v benzenu-d6 o hmotnostni
koncentraci 50 g.I. Vysoce viskézni roztok byl nanesen ptimo na spodni okno kyvety
(CaF,) do prostoru vymezeného teflonovou folii, kde se odpatil zbytek rozpoustédla, aby byla
dosaZzena koncentrace nutna k vytvoieni krystalt, a poté byla kyveta sestavena béznym

Zpasobem.
Vysledky a diskuse
Asociované formy PBLG

Naobr. 2 jsou VCD a absorpeni spektra PBLG v CDCl3, benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5,
kterd maji obdobny pribéh — pozitivni VCD couplet v oblasti amidu | se sttedem u 1650 cm™,



ktery je charakteristicky pro a-helikéni konformaci®. Vzhledem k citlivosti VCD spekter ke
struktuie peptidi je mozné toto pozorovani interpretovat tak, Ze a-helix je z&kladni
sekundarni strukturou PBLG v téchto roztocich. Nicméné jednotliva spektra nejsou zcela
totoZzn&

V benzenu-d6 je negativni signdl coupletu v oblasti amidu | intenzivnéjSi nez v CDCls.
Zesileni intenzity negativniho pasu je patrné i ze spektra PBLG v nitrobenzenu-db.
V roztocich benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5 se objevuje novy pozitivni VCD signd u
1736 cm™, navic je patrnéi zesileni intenzity tohoto pasu v absorp&nim spektru.

Zesileni intenzity negativniho signdu coupletu amidu | oproti pozitivnimu signdlu je
patrné u vsech tii roztoka a mohlo by byt projevem interakce mezi Sroubovicemi, nebot
signd charakteristicky pro a-helix vykazuje v&tsi vyrovnanost obou pésii coupletu amidu 1°.
Jin& intenzita tohoto signdu v benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5 ukazuje bud’ na jiny zpasob
agregace Sroubovic nez v roztoku CDCls, nebo na vyraznéjSi agregaci, kterou je mozno
predpokl&dat i z mnohem viskdznéjSiho roztoku polypeptidu v benzenu-d6 nez v CDCls.

Pfi agregaci pravdépodobné dochazi k mirné deformaci a-helikani kostry tvorbou
intermol ekul arnich muastka mezi jednotlivymi tetézci PBLG, kterd se odréZi ve zmeéné pomeru
intenzity obou pasi. V benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5 je tato interakce jesteé zesilena
pritomnosti benzenovych jader v rozpoustédle. Solvatacni efekt benzenu-d6 a nitrobenzenu-
d5 je tak jiny nez CDCl; a pravdépodobné podporuje vznik p- p interakci. Dusledkem téchto
interakci je i pozitivni VCD signdl u 1736 cm™ v obou spektrech a zesileni intenzity tohoto
signdu v absorpenim spektru. Signd VCD u 1736 cm™ byl pozorovén diive pro roztoky
PBLG v benzenu-d6 a interpretovan jako disledek vlivu chiraniho uspoiédani polypeptidové
matrice na C=O skupinu esteru v postrannim fetézci polypeptidu’®. Ve spektru PBLG
v CDCl; tento signd neni patrny. Benzylové kruhy v postrannim tetézci PBLG jsou totiz
z davodu vySe uvedené interakce vice stabilizovany v roztocich obsahujicich benzenova jadra
neZz v CDCl3, nemohou jiZ tedy volné rotovat kolem esterové vazby, coZ se projevi na zesileni
jejfho signalu®™.

Dusledkem silngjSi agregace PBLG v benzenu-d6 nez v CDCl; je i tvorba kapalnych
krystali PBLG v benzenu-d6 pri nizSich koncentracich PBLG nez v roztoku CDCls.
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Obr. 2. VCD (A) a absorpeni (B) spektra PBLG v CDCI; (a), v benzenu-d6 (b) a
v nitrobenzenu-d5 (c). Spektréni oblast 1620-1400 cm™ byla u posledniho spektra

vynechana z divodu vysoké absorbance nitrobenzenu-d5.

Zavidost struktury PBLG na sloZeni smesného rozpoustedia CDCI5/TFA

Na obr. 3 jsou uvedena spektra PBLG v CDCl; a poté ve smésném rozpoustédie
CDCI3/TFA o razném obsahu TFA. S postupnym zvySovanim obsahu kyseliny, dochazi ke
zménam jak v absorpénim, tak ve VCD spektru. Intenzita absorpéniho pasu u 1548 cm™ se
s piidavkem kyseliny sniZuje. Naopak pibliZzng sougasné nariista intenzita pasu u 1702 cm™.
Ve VCD spektrech Ize ovSem pozorovat vyrazngjsi zmeény. ZvySovénim obsahu TFA v
rozpoustédle do 10 obj.% dochézi k vyrovnani intenzity pasi coupletu v oblasti amidu I, poté
se pri pridavku kyseliny na 15 o0bj.% zméni znaménka pési coupletu a pas se posune
k niz&m vino&tam — stied pésu z 1650 na 1641 cm™. Sougasné se posouva i pés absorpiniho
spektra. Ke zméndm dochézi také v oblasti amidu Il — intenzita VCD pésu u 1518 cm™ se

postupngé sniZuje.
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Obr. 3: VCD (A) a absorpcni (B) spektra PBLG v CDCl; (@), ve smésném  rozpoustédie
CDCI3/TFA — 5 0bj.% TFA (b), 10 obj.% TFA (c), 15 0bj.% TFA (d) a 20 obj.%
TFA (€). Né&které spektrdlni oblasti byly u spekter pro PBLG ve smésném
rozpoustédle vynechany, z davodu vysoké absorbance TFA.

Zmeny intenzit absorpénich pési 1548 a 1702 cm” Ize vysvétlit nasledovng. V obou
piipadech se jedna o vibrace volnych koncovych skupin fetdzce polypeptidu, pas u 1548 cm™
je piitazen asymetrické vibraci COO’, pés u 1702 cm™ pak vibraci C=O nedisociované
skupiny COOH. Spiidavkem kyseliny roste kyselost roztoku a tudiz ubyva volnych
disociovanych skupin COO", naopak roste pocet skupin COOH, odtud také proporciondni
zménaintenzity obou pasi.

Vyrovnani intenzity coupletu amidu | ve VCD spektru muze byt spojeno sklesgjici
intenzitou agregace jednotlivych Sroubovic. Mnohem vice polarni a kyselé rozpoustédio TFA
zabranuje asociaci tim, Ze interakci TFA — PBLG konkuruje tvorbé intermolekularnich

vodikovych muistka mezi molekulami PBLG. Tyto zmény lze pozorovat i na zékladé



konzistence vzorku. Pri obsahu 10 obj.% TFA v rozpoustédle je viskozita vzorku mala,
nedochézi tedy pravdépodobné k vyrazné molekularni asociaci PBLG a pozorovana intenzita
negativniho a pozitivniho pasu coupletu je stejna. To, Ze vyrovnani obou pési neni zptisobeno
pouhou konkurenci spektrdnich pasi struktury polyprolin Il a a-helix, je patrné
z absorpeniho spektra, kde nedochazi k postupnému posunu polohy pasu amidu I. Jeho poloha
se méni skokove z 1650 na 1641 cm™ a7 se zménou znamének coupletu.

Pfi obsahu kyseliny 15 obj.% TFA v rozpoustédle dochézi ke zméng znameének pést
coupletu amidu | a k posunu celého tohoto pasu. Sledované zmény Ize vysvétlit zmeénou
konformace z pravotocivé a-helikdni na strukturu polyprolin Il charakterizovanou jako
lokéni levototivou &roubovici®. ProtoZe se lokdng meni smysl st&seni Sroubovice
z pravotocivé na levotocivou, meéni se zcela i znaménka VCD pasi v opacna. Posun stiedu
coupletu je taktéZ charakteristicky pro konformaci polyprolin I1*. Sougasny posun pésu
absorpeniho spektra je zpiasoben zménou dihedrénich dhla ve struktuie polypeptidu. VCD
spektra jsou pro obsah kyseliny 15 a 20 obj.% téméi totoZzna, z toho je mozno usoudit, Ze jiz
k Z&dnym konformacnim ani agrega¢nim zménam nedochézi. Postupnym ptidavanim TFA se
navic sniZuje intenzita pasu v oblasti amidu Il. Tento efekt je opét v souladu s tvarem spektra
pro strukturu polyprolin 112,

Ziskané vysledky tedy interpretujeme tak, Ze postupnym zvySovanim obsahu TFA v
roztoku PBLG v CDCl3; do 10 obj.% nejprve prestanou jednotlivé Sroubovice agregovat a
vyrazné se snizi viskozita roztoku. V rozmezi obsahu kyseliny 10 —15 obj.% dojde k vyrazné
konformacni zmeéné — pravotociva Sroubovice se zméni na strukturu polyprolin 1. Dal&im
piidavkem TFA do 20 obj.% jiZz k Z&dnym konformacnim ani agregacnim zménam vzorku

nedochézi.

Kapalné krystaly

Na obr. 4 je uvedeno VCD a absorpéni spektrum kapanych krystala PBLG v benzenu-
d6 a pro srovnani i spektrum PBLG v CDCl3, které bylo jiz uvedeno na obr. 1. Pro srovnani
intenzit signali obou forem PBLG je ve VCD spektru zachovano meéritko, které odpovida
intenzit¢ VCD pési kapalnych krystalt. Spektra kapalnych krystali jsou zde uvedena bez

odectu rozpoustédla, nebot’ prakticky nelze ur¢it miru jeho absorbance v tomto systému.
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Obr. 4: VCD (A) a absorpéni (B) spektrum PBLG v benzenu-d6 nad kritickou koncentraci,
pii niZz se tvori kapalné krystaly (@), pro srovnani je ve stejném meéiitku uvedeno
VCD (A) aabsorpéni (B) spektrum PBLG v CDCl; (b).

Intenzita VCD signélu kapalnych krystalt pii srovnatelnych hodnotach absorbance je asi
stondsobna nez u vdech ostatnich naméienych spekter. Opét je v3ak pozorovan pozitivni
VCD couplet v oblasti amidu |, ktery je charakteristicky pro a-helikdni konformaci. Nelze
zdejiZ pozorovat signdl u 1736 cm™ typicky pro vibraci C=0. Kapalné krystaly totiZ obsahuiji
velmi malé mnozstvi rozpoustédia, které je pravdépodobné imobilizovano ve strukture
superhelix, ktera vznika agregaci jednotlivych Sroubovic polypeptidu. Nedochézi tak jiZ k tak
intenzivnimu propojeni mezi jednotlivymi Sroubovicemi pomoci p- p interakci. To vede
k opétovnému uvolnéni esterove funkeni skupiny a tak k vyraznému sniZeni intenzity tohoto
pasu ve spektru.



Zaveér

Vysledky ziskané v piedkladané praci jsou shrnuty do nasledujicich bodu.

(i)

(i)

(iii)

Jasné se prokazalo, Zze metoda VCD je velmi citlivou metodou na rozpoznavani jak
zmeén v sekundarni strukture PBLG, tak i jemngjSich rozdilu v agregacnich stavech.
Ve VCD spektru byly ukazény rizné agregacni stavy PBLG — od specificky
organizovaného v benzenu-d6, ktery vede aZ ke vzniku kapa nych krystala, pres slabsi
agregaci v CDCl;, a po dispergované Sroubovice polypeptidu ve smésném
rozpoustédle CDCI3/TFA pii 10 obj.% TFA. Toto pozorovani odpovidai konzistenci
meéienych roztoki.

Poprvé byla metodou VCD ukéazéna zavislost sekundarni struktury PBLG na sloZeni
smésného rozpoustédla CDCI3/TFA. Ve VCD spektrech byly pozorovény
charakteristické pasy v oblasti amidu | pro formy a-helix a polyprolin Il. Ke zcela
jednoznatnému prechodu mezi obéma formami, jeichz VCD spektra se v oblasti
amidu | all vyrazng |isi, dochézi v rozmezi 10-15 obj.% TFA v rozpoustedle.

Bylo pozorovano VCD spektrum kapanych krystalt PBLG v benzenu-d6, které je
charakteristické vysokou intenzitou jednotlivych VCD péasi. Tato tematika vSak bude
kvuli své komplexnosti predmétem dalSiho studia, nebot” postup pro pripravu vzorka

kapalnych krystalt vhodnych pro méieni VCD spekter je tieba déle optimalizovat.
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