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Uvod

Polypeptidy jsou vyznamné latky zejména diky jejich
blizkému vztahu k proteinim. Kromé chemického slozeni
jsou unikatni a riznorodé vlastnosti proteinti dany prede-
v§im tercidlni a sekundarni strukturou jejich fetézce a po-
fadim a po¢tem aminokyselin v fetézci. Polypeptid poly(y-
benzyl-L-glutamat) (PBLG) je rozpustny v organickych
rozpoustédlech, je chirdlni a jeho konformace a agregacni
stav jsou vyrazné zavislé na pouzitém rozpoustédle a kon-
centraci roztoku. Predstavuje tak velmi dobrou modelovou
matrici pro studium biologicky vyznamnych interakci
v zavislosti na pouzitém rozpoustédle a tim i na struktuie
pouzité chiralni matrice. Pravé chiralita je dalezitou vlast-
nosti charakterizujici Zivé organismy. Biologicky vyznam-
né molekuly jsou ¢asto chiralni a jejich funkce je chiralitou
uréena. Sledovani systémil, jako napf. PBLG v rliznych
rozpoustédlech, vede k bliz§imu pochopeni konformacnich
a agregacnich zmén prirodnich polypeptidii ¢i proteintl.

Chiralni molekuly absorbuji v rizné mife levotocivé
a pravotoCivé cirkuldarn€ polarizované zafeni. Cirkularni
dichroismus je definovan jako rozdil absorbance vlevo
avpravo cirkularné polarizovaného zéafeni. Pfi pouZiti
zateni v infraervené oblasti spektra dochazi k prechodim
mezi vibra¢nimi hladinami molekuly a jde tedy o vibra¢ni
cirkularni dichroismus (VCD)'. Intenzita signalu VCD je
bézné o 4-6 1adh nizsi nez prislusna absorpce.

Prestoze byly vlastnosti syntetickych polypeptida
charakterizovany fadou fyzikalné-chemickych metod, na-
bizi VCD alternativni pohled na PBLG s vyhodami proti
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(ECD), infragervené (IC) spektroskopii a dalsim metodam.
Vyhody metody VCD jsou diskutovany v soubornych
zpracovénich tématu'?.

Pro konformacni a agregaéni stav PBLG je dilezi-
ta polarita a kyselost rozpoustédla. V rozpoustédlech,
jako chloroform, benzen ¢i nitrobenzen, zaujimad PBLG
a-helikalni konformaci®, ktera je stabilizovana intramole-
kuldrnimi vodikovymi miistky. Tvoii se také intermoleku-
larni vodikové vazby™® a molekuly tak asociuji za vzniku
agregatl. Roztok PBLG ma pak z tohoto divodu velmi
vysokou viskozitu — prevlada interakce polymer-polymer
nad interakci polymer-rozpoustédlo. Po prekroceni kritické
koncentrace vznikaji v téchto roztocich chiralni struktury,
tzv. cholesterické kapalné krystaly®. Molekuly jsou ve
vrstvach orientovany takovym zplisobem, ze jejich osy
jsou rovnobézné, ale v kazdé vrstvé je osa molekul oproti
osam molekul v pfedchozi vrstvé pootocena. Tak vznika
helikalni struktura — superhelix, vykazujici vysokou optic-
kou aktivitu®, ktera vysvétluje velmi silny signal VCD
pozorovany u cholesterickych krystald.

V silné kyselych rozpoustédlech, jako je trifluorocto-
va kyselina (TFA), naopak molekuly PBLG neasociuji
a PBLG nabyva konformace polyprolinu II (PPII)’. Velky
vyznam zde maji predev§im sekundérni interakce mezi
rozpoustédlem a polypeptidovymi fetézci’. Konformace
PPII byla diive oznaCovana jako statistické klubko
(random coil). ECD* a VCD® studie prokazaly, ze jde
o lokalné pravidelnou strukturu tvofenou levoto¢ivymi
useky helixu.

V této praci jsou metodou VCD doplnénou o IC ab-
sorpéni spektroskopii charakterizovany zminéné konfor-
mace, sledovana agregace a hledany podminky pro exis-
tenci riznych konformacnich forem PBLG v roztoku.

Experimentalni ¢ast
Materidly a metody

Pro tuto praci byl pouzit poly(y-benzyl-L-glutamat)
(obr. 1) s primérnou molekulovou hmotnosti 69 000
(Sigma), tedy polymer stfedni délky fetézce. K pfipravé
roztokl byla pouzita deuterovana rozpoustédla chloroform
(CDCl3) (Isosar), benzen (C¢Dg) (Isosar) a nitrobenzen
(CsDsNO,) (Sigma), a nedeuterovana rozpoustédla chloro-
form (Lachner) a trifluoroctova kyselina (Penta).

Spektralni méfeni byla provadéna na infracerveném
spektrometru s Fourierovou  transformaci  IFS-66/S
(Bruker, Némecko) v oblasti 18001400 cm™ s rozligenim
8 cm™'. Postup méfeni na tomto piistroji a nastaveni para-
metrl méfeni byly popsany jiz diive”'®. Spektra VCD jsou
prumérem ze 6 blokd, kazdy méteny 20 minut. Pied a po
méfeni VCD byla zméfena absorpéni spektra pro kontrolu
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Obr. 1. Strukturni vzorec poly(y-benzyl-L-glutaméatu)

stalosti a homogenity studovaného vzorku. V né¢kterych
uvedenych spektrech byly vynechany spektralni oblasti s
vysokou absorbanci rozpoustédel, kterd vede u slabych
signali VCD ke vzniku nezadoucich artefaktti kvili nedo-
state¢né energii dopadajici na detektor. VCD spektra byla
korigovana na nulovou linii, kterou ptedstavovala spektra
pfislusnych rozpoustédel métenych za stejnych podminek
jako roztoky vzorkt. Absorpcni spektra byla také korigo-
vana na signal rozpoustédla.

Byly pouzity skladané kyvety tvofené okny z CaF,
a teflonovou distancni f6lii o tloustce 50 um (25 um pro
kapalné krystaly).

Ptiprava roztokd

ROZtOky PBLG v CDClg, CHClg, C6D6, CGDsNOZ
asmésném rozpouStédle CHCl;/TFA byly méfeny pro
hmotnostni koncentraci p=30gl™, objemové zlomky
TFA ve smésnych rozpoustédlech mély hodnoty 0,05; 0,1;
0,15 a 0,20. Kapalné krystaly byly pfipraveny z roztoku
polypeptidu v C¢Ds 0 koncentraci 50 g 1™, V tomto piipa-
dé byl vysoce viskdzni roztok nanesen piimo na spodni
okno kyvety do prostoru vymezeného teflonovou folii, kde
se odpafil zbytek rozpoustédla, a tak byla dosazena kon-
centrace nutnd k vytvoreni krystalti. Potom byla kyveta
sestavena béznym zptisobem.

Vysledky a diskuse
Asociované formy PBLG

Na obr.2 jsou VCD a absorpéni spektra PBLG
v CDCl;, C¢Dg a CsDsNO,. Pies nekteré odliSnosti maji
spektra obdobny prubéh — pozitivni VCD couplet v oblasti
amidu I se stfedem u 1650 cm™, ktery je charakteristicky
pro konformaci o-helixu''. Vzhledem k citlivosti spekter
VCD na strukturu'? maji pozorované spektralni odchylky
své strukturni pfic¢iny, které je mozné interpretovat:

V C¢Dg je negativni signal coupletu v oblasti amidu I
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intenzivnéjsi nez v CDCl;. Zesileni tohoto pasu je patr-
né ive spektru PBLG v C¢DsNO,. V roztocich C¢Dg
a C¢DsNO, se objevuje novy pozitivni VCD signal
pii 1736 cm™, navic je patrné i zesileni intenzity tohoto
pasu v absorp¢nim spektru.

VEtsi intenzita negativniho signélu coupletu amidu I
ve srovnani s pozitivnim signdlem je patrna u vSech tii
roztoki a je pravdépodobné projevem interakce mezi $rou-
bovicemi, nebot’ signal charakteristicky pro neporuseny
a-helix ukazuje na vyrovnanost obou past coupletu’.
ZvySena intenzita zaporného signalu pro roztoky v C¢Dg
a C¢DsNO, ukazuje bud’ na jiny zplsob agregace Sroubo-
vic nez v roztoku CDCl;, nebo na vyznamnéjsi agregaci,
kterou je mozno ptedpokladat na zakladé pozorovaného
ristu viskozity roztoku polypeptidu v C¢Dg ve srovnani
s roztokem v CDCl;.

Pozorovana zména poméru intenzit obou slozek
coupletu odrazi mirnou deformaci skeletu a-helixu, ktera
pravdépodobné probiha pii agregaci doprovazené tvorbou
intermolekularnich vodikovych mustkti mezi jednotlivymi
fetézci PBLG. V C¢Dg a CsDsNO, je tato interakce jeSté
zesilena pritomnosti benzenovych kruhti v rozpoustédle.
Solvataéni efekt C¢Dg a C¢DsNO, je tak jiny nez u CDCl;
a pravdépodobné podporuje vznik n—r interakcei. Disled-
kem téchto interakci je pak pozorovany pozitivni VCD
signal pii 1736 cm™' v obou spektrech a zvyseni intenzity
tohoto signalu v absorpénim spektru. Signal VCD
u 1736 cm™ byl pozorovan diive pro roztoky PBLG
v C¢Dg a interpretovan jako dusledek chiralniho usporada-
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Obr. 2. VCD (A) a absorpéni (B) I¢ spektra asociovanych
forem PBLG v CDCI; (1), v C¢Dg (2) a v C¢DsNO, (3). Spektra

jsou normalizovana na jednotkovou hodnotu absorbance pasu
amidu [
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ni polypeptidové matrice a C=0O skupiny esteru
v postrannich fetézcich polypeptidu'*"*. Ve spektru PBLG
v CDCl; tento signal neni patrny. V C¢Dg a C¢DsNO, jsou
totiz benzylové kruhy v postrannich fetézcich PBLG vyse
uvedenymi interakcemi vice stabilizovany nez v CDCl;.
Nemohou se jiz tedy volné€ otaet kolem esterové vazby
(CO-0), zméni se chiralita molekuly, a to se projevi na
zesileni signalu charakteristického pro C=O v esterové
skuping'>". Dusledkem vétsi agregace PBLG v C¢Dg nez
v CDCl; je i vznik kapalnych krystalt PBLG v C¢Dg pfi
niz$ich koncentracich PBLG neZ v roztoku CDCl;.

Zavislost struktury PBLG na slozeni smésného
rozpoustédla CDCI;/TFA

Na obr. 3 jsou uvedena spektra PBLG v CHCl; a ve
smésném rozpoustédle CHCI;/TFA o riizném obsahu TFA.
Pro tato méfeni byla pouzita nedeuterovana rozpoustédla,
protoze v deuterovanych rozpoustédlech za piitomnosti
TFA probihala v molekule PBLG vyména H-D.

S postupnym zvySovanim obsahu této Kkyseliny
v rozpoustédlech se méni absorpcni i VCD spektra. Inten-
zita absorpéniho pasu u 1733 cm™ se s piidavkem kyseli-
ny snizuje. Naopak priblizn€¢ souCasné nartistd intenzita
pasu pii 1702 cm™'. S prvnim piidavkem kyseliny se také
objevuje novy pas pii 1612 cm™' a mirné se snizuje hodno-
ta absorbance pasu amidu I. Ve spektrech VCD lze ovSem
pozorovat vyrazné€jsi zmény. ZvySovanim obsahu TFA
v rozpoustédle do 10 obj.% se intenzity past coupletu
v oblasti amidu I vyrovnavaji a intenzity pasu amidu II pfi
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Obr. 3.VCD (A) a absorpéni (B) spektra PBLG v CHCl; (1)
ave smésném rozpoustédle CHCL;/TFA — 5 obj.% TFA (2),
10 obj.% TFA (3), 15 0bj.% TFA (4) a 20 obj.% TFA (5)
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1516 cm™' se mirné snizuji. P¥i obsahu TFA 15 0bj.% se
zméni znaménka past coupletu amidul a pas se posune
k niz§im vlno&tim — stied coupletu z 1654 na 1646 cm™.
Soucasné se posouva i poloha absorpéniho pasu z 1652 na
1641 cm™'. Mezi obsahy 10 a 15 0bj.% TFA se také méni
tvar VCD pasu amidu II a jeho absorpcni pas se posouva
z1548 na 1541 cm™".

Zmény intenzit absorpénich past 1733 a 1702 cm™
1ze vysvétlit nasledovné. V obou ptipadech jde o vibraci
vazby C=0 skupiny esteru v postrannim fetézci polypepti-
du. Tato skupina interaguje s TFA vodikovymi mistky'®,
¢imz se posune poloha pfislusného charakteristického pasu
ze 1733 cm ™' na 1702 cm™'. S rostoucim obsahem kyseliny
roste intenzita pasu u nizSich vlnoctd, zatimco intenzita
pasu u vyssich vinoctl klesa.

Novy pas pii 1612 cm™' a malé snizeni intenzity pasu
amidu I je disledkem vzniku vodikovych mustkii mezi
TFA askupinou C=O v hlavnim fetézci. TFA vSak nein-
teraguje se vSemi skupinami C=0O, ale pouze s dostup-
nymi. To je diivodem malé intenzity tohoto pasu'®.

Vyrovnani intenzity coupletu amidu I a sniZeni inten-
zity amidu II ve spektru VCD je pravdépodobné spojeno
s klesajici agregaci jednotlivych Sroubovic. Mnohem vice
polarni a kyselé rozpoustédlo TFA zabranuje asociaci tim,
ze konkuruje tvorbé intermolekularnich vodikovych must-
ki mezi molekulami PBLG. Tato interpretace je v souladu
s pozorovanou zménou konzistence vzorku. Pfi obsahu
10 0bj.% TFA v rozpoustédle je viskozita vzorku nizka, mo-
lekuly PBLG tedy pravdépodobné vyrazné neasociuji, PBLG
Sroubovice je neporusend agregaci a pozorovana intenzita
negativniho a pozitivniho pasu coupletu amidu I je stejna.

Pii obsahu 15 0bj.% TFA vrozpoustédle se méni
znaménka pasti coupletu amidu I a pas se posouva. Pozo-
rované zmény lze vysvétlit zménou konformace pravotoci-
vého a-helixu na strukturu PPII charakterizovanou jako
lokalni levotogivou §roubovici®. Protoze se lokalné méni
smysl Sroubovice z pravoto€ivé na levoto¢ivou, méni se
i znaménka VCD past. Posun stiedu coupletu souvisi jak
se zménou konformace, tak s vodikovymi mfistky mezi
TFA a C=0 skupinami hlavniho fetézce. Pfi urcitém obsa-
hu kyseliny, kterd pivodné interaguje predev§im s C=O
v postrannich fetézcich, se totiz vlivem téchto interakci
rozrudi struktura Sroubovice a TFA miZe interagovat
is vétSinou skupin C=0O v hlavnim fetézci polypeptidu.
Zaroven se méni i jeho konformace na PPIIL. To je dopro-
vazeno i posunem absorpéniho pasu spektra, ktery se diky
vodikovym mistkiim objevuje pii 1641 cm™, tedy pii niz-
$im vInoctu nez je typické pro konformaci PPII.

Spektra VCD se méni i v oblasti amidu II pii 1516 cm™.
Pro vzorky s obsahem TFA mezi 10 a 15 obj.% se zméni
cely tvar pasu. Zaroven se posouva i pas v absorpénim
spektru. Tyto zmény jsou opét zpisobeny vznikem vodi-
kovych mustkli mezi TFA a skupinou C=O v hlavnim
fetdzci polypeptidu'®. Zména pribéhu spektra VCD souvi-
si 1 se zménou sekundarni konformace.

Ziskané vysledky tedy interpretujeme tak, ze postup-
nym zvySovanim obsahu TFA v roztoku PBLG v CHCl;
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Obr. 4. VCD (A) a absorpéni (B) spektrum kapalnych krysta-
Ii PBLG v C¢D¢ nad kritickou koncentraci, pii niZ se tvori
kapalné krystaly (1), pro srovnani je ve stejném méritku uve-

deno spektrum PBLG v CDCl; (2). Spektra jsou normovéana
na jednotkovou hodnotu absorbance pasu amidu I

na 10 obj.% se nejprve omezi agregace jednotlivych Srou-
bovic a vyrazné se snizi viskozita roztoku. Pfi obsahu
TFA 10-15 obj.% nastavaji vyrazné konformacni zmény —
pravotociva Sroubovice se zméni na strukturu PPII. Dalsim
pfidavkem TFA az do 20 obj.% jiz zadné konformacni ani
agregacni zmény neprobihaji.

Kapalné krystaly PBLG v C¢Dg

Na obr. 4 je uvedeno VCD a absorpéni spektrum ka-
palnych krystali PBLG v C¢Dg a pro srovnani i spektrum
PBLG v CDCl;, které bylo jiz uvedeno na obr. 2. Pro srov-
nani intenzit signali obou forem PBLG je ve spektru VCD
zachovano meéfitko, které odpovida intenzit¢ VCD pash
kapalnych krystald. Spektra kapalnych krystalt jsou zde
uvedena bez odectu rozpoustédla, nebot’ prakticky nelze
urcit miru jeho absorbance v tomto systému.

Intenzita VCD signalu kapalnych krystala pfi srovna-
telnych hodnotach absorbance je asi stonasobné vétsi nez
u vSech ostatnich naméfenych spekter. Opét je vak pozo-
rovan pozitivni VCD couplet v oblasti amidu I, ktery je
charakteristicky pro konformaci a-helixu.

Zavér

Vysledky ziskané v predkladané praci jsou shrnuty do
nasledujicich bodu:
(i) Jasné se prokézalo, Ze metoda VCD je velmi citliva
pfi rozpoznavani jak zmén v sekundarni struktuie
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PBLG, tak i jemn¢jsich rozdilti v agregacnich stavech.

Ve spektru VCD byly prokdzany riizné agregacni

stavy PBLG — od specificky organizovaného v C¢Ds,

ktery vede az ke vzniku kapalnych krystalti, pfes nizsi
agregaci v CDCls, az po Sroubovice polypeptidu, roz-
ptylené ve smésném rozpoustédle CHCIly/TFA pii
obsahu TFA 10 obj.%. Této interpretaci odpovida

i konzistence métenych roztoki.

Poprvé byla metodou VCD ukazana zavislost sekun-

darni struktury PBLG na slozeni smésného rozpousté-

dla CHCI3/TFA. Ve spektrech VCD byly pozorova-
ny charakteristické pasy v oblasti amidu I pro formy
a-helix a PPII. Zcela jednoznacny prechod mezi obé-

ma formami, jejichZ spektra VCD se v oblasti amidu I

a I vyrazné 1isi, probiha v rozmezi 10—15 obj.% TFA

v rozpoustédle.

(iii) Spektrum VCD kapalnych krystali PBLG v C¢Dg je
charakteristické vysokou intenzitou jednotlivych VCD
past. Tato tematika vSak bude kvili své slozitosti
pfedmétem dalSiho studia.
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P. Novotna® and M. Urbanova® (“Department of
Analytical Chemistry and "Department of Physics and
Measurement, Institute of Chemical Technology, Prague,
Czech Republic): Conformational Study of Poly(y-
benzyl-L-glutamate) by Vibrational Circular Dichroism

Poly(y-benzyl-L-glutamate) (PBLG), a synthetic poly-
peptide, is soluble in organic solvents. Conformations and
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aggregation of PBLG were studied by vibrational circular
dichroism spectroscopy (VCD) at various concentrations
or acidities. In some solvents PBLG exhibits an a-helical
conformation. The aggregation of PBLG was followed in
CDCl;, CHCI;, C¢Dg and C¢DsNO,. A decrease in aggre-
gation was observed in 5 or 10 vol.% solutions of
trifluoroacetic acid (TFA) in CHCl;. The polyproline II
conformation of PBLG was observed in 15 or 20 vol.%
TFA solution in CHCI;. In other solvents such as benzene,
PBLG strongly aggregates; the formation of cholesteric
liquid crystals was observed at concentrations higher than
50 g 1"'. These highly ordered structures were character-
ized by VCD signals that are about 100 times stronger than
for PBLG in CDCl;.



