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Abstrakt: Antimikrobidlni peptidy (AMP) maji obrovsky potencial uziti v medicing
a farmacii. Mechanismus tG¢inku je dan interakci s bunéénou sténou, ktera vede k penetraci
membrany. Zpusob naru$eni bunécné membrany vsak neni pln¢ pochopen, proto jsme se
v praci zamétili na interakci AMP HAL-1, izolovaného zjedu vosy Halictus sexctinctus,
s modelovou membranou 100nm lipozomt slozenych z fosfatidylcholinu a fosfatidyl-
glycerolu. Cirkularni dichroismus a infracervena spektroskopie (FTIR) prokazaly zménu
sekundarni struktury zneuspofadané, u volného HAL-1, na oa-helikdlni v interakci
s membranou. Dal§im krokem byla pfiprava lipidové dvojvrstvy na povrchu ATR hranolu,
ktera by v budoucnu umoziovala uziti polarizované FTIR spektroskopie ke studiu interakce
AMP s modelovymi membranami. Proto jsme pomoci ATR-FTIR spektrokopie, za pouziti
faktorové analyzy, studovali dynamiku vysychani lipozomi a jejich opétovnou hydrataci,
ato i za pridani HAL-1. Zaméfili jsme se na stabilizaci systému vzorku. Hydratace lipidové
dvojvrstvy 2 ul vzorku vykazovala stabilitu po desitky minut, pfi¢emz fedénim lipozomu
stabilita klesd az k minutam. RovnéZ jsme pozorovali protektivni vliv peptidu na lipidovou
dvojvrstvu a zpomaleni vysychani systému, coz by mohlo byt zptisobeno vznikem kobercové
struktury na povrchu. Nicméné, systém neni zcela stabilni a cyklicky prochazi
dehydrataci/rehydrataci. Stabilita je v8ak dostatecna pro budouci polarizovana méteni.
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dichroismus
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Abstract: Antimicrobial peptides (AMP) have a great potential in medicine and pharmacy.
Mechanism of their impact is an interaction with a cell membrane leading to the penetration
of the membrane. The way of disruption of the cell membrane is not completely understand,
therefore we focused on the interaction of AMP HAL-1, isolated from the venom of the bee
Halictus sexctinctus, with a model membrane of 100nm liposomes consisting of
phosphatidylcholin and phosphatidylglycerol. Circular dichroism and infrared spectroscopy
(FTIR) proved the change of the secondary structure from the random coil of free HAL-1 to
o-helix in an interaction with the membrane. The next step was preparation of the lipid
bilayer on the surface of ATR prism, which will enable usage of the polarized FTIR
spectroscopy to study the interaction of AMP with model membranes in future. Therefore,
the ATR-FTIR spectroscopy and factor analyses were applied to study dynamics of drying of
the liposomes and their subsequent hydration also with an addition of HAL-1. We focused
on the stabilization of the system. Hydratation of the lipid bilayer by 2 pl sample showed
stability for minutes, nevertheless after dilution the stabilization decay in minutes. The
protective influence of the peptide on the lipid bilayer and slowing down of the drying out of
the system was observed. This could be caused by origin of the carpet-like structure on the
surface. Nevertheless, the system is not completely stable and oscilates between
dehydration/hydratation. However, the stabilization is enough for a polarized measurements.

Keywords: antimicrobial peptides, lipids, infrared spectroscopy, circular dichroism
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Uvod

Medicina, i pfes neuvéfitelny rozvoj antibiotické 1éCby, stdle zcela nevyfteSila
problém boje s infekénimi chorobami. Naopak, nardst rezistence mikrobidlnich
kmenil pravé na antibiotika a vznik multirezistentnich kment zvlasté nebezpecnych
v nemocnicich (formou nozokomidlni infekce jako multirezistentni kmeny
Staphylococa aurea), vaze znacné Gsili vyzkumu 1 naklady farmaceutickych firem pii
vyrobé stale novych a novych druhti antibiotik. Je to zplisobeno rychlym vyskytem
mutovanych kmenti syntetizujicich jak enzymy branici ptasobeni antibiotika, tak i
zménou fenotypu (vnéjSich znakll) daného mikrobidlniho agens omezujici imunitni
odpovéd’ napadeného organismu.

Nadéjnym feSenim téchto problému se zdaji byt antimikrobialni peptidy (AMP).
Jedna se pravdépodobné o evolucné stary obranny mechanismus bun¢k bréanicich se
proti napadeni infekci tvorbou téchto peptidi, které zplsobuji smrt patogena
bakterialniho, ale i virového ptivodu. Vyskytuje se u nejjednodussich organismii
(hmyz, rostliny), ale i u vysSich organismu jako je cloveék, kde je soucasti
fyziologické obranné odpovédi (defensiny). Konkrétni zplisob usmrceni patogena
neni vzdy zcela jasny, AMP ale vtomto procesu jist¢ hraji dilezitou roli. Je
nepochybné, Ze AMP plisobi na bunéénou membranu mikroba a vzdjemnou interakci

Spektrum uziti 1 vyzkumu AMP ale naprosto nekon¢i ve farmacii. V praxi se jiz
uzivaji AMP k ochrané potravin a probihaji studie zabyvajici se vyuzitim AMP
k pokryti umélych povrcht (Héquet ef al.,, 2011) pouzivanych v transplantologii
(chlopennich nahrad) a osetfovatelstvi (katetry, cévky). Zna¢né nadéje jsou vkladany
do protinadorového efektu nékterych AMP. Vyzkum v oblasti identifikace a syntézy
novych AMP mé pomoci k vyvoji riznych druhii potravin i kmenovych bunék
odolnych proti SirSimu spektru patogenti. AMP lze vyzit diky jejich specificité
ik ur€eni typu patogena (mykotickd vs. bakteridlni infekce) a déale se téz ukazuje
pozitivni vliv. AMP na piisobeni soucasné antibiotické terapie (Zasloft, 2002). Je
mnoho studii zabyvajicich se zvySenim specificity i1 G¢innosti konkrétnich AMP
(Fjell et al., 2011)). Cela fada AMP je v soucasné dobé v klinickych studiich.
Bohuzel se zatim nepodatilo dosdhnout jejich schvaleni AMP pro klinickou praxi.

Obrazek 1. 1. — Zmirnéni rakovinného bujeni po podavani AMP (ptevzato z Hoskin
& Ramamoorthy, 2008)



1. Pisobeni antimikrobialnich peptidi

Nejvétsi vyhodou AMP je jich specificita pouze vi¢i nékterym organismim
(zejména prokaryontnim) a nizka toxicita vuci lidskym (a obecnéji eukaryotnim)
buikdm. Je zndmo, ze funkce biomolekul (napf. enzymil) v organismu je urcéena
predevs§im jejich celkovou strukturou (primarni, sekundarni, terciarni a vyssi). To
plati i pro AMP s tim rozdilem, Ze pro jejich uplatnéni je zdsadni zména sekundarni
struktury pii jejich interakci s membranou (viz obr. 1.2.). Jejich prostorové
uspofadani mimo interakci s membranou neni pro jejich biologickou aktivitu
rozhodujici. Dalsi charakteristikou AMP je fakt, ze o jejich aktivité a specificité
nerozhoduje konkrétni primarni struktura (tj. pofadi aminokyselinovych zbytkt), ale
pfedevsim celkové fyzikalni vlastnosti molekuly jako je jeji ndboj, hydrofobicita,
amfipaticita a dalsi. Ukazuje se vSak, ze v interakci membrana—peptid hraji oba
aktéfi vyrovnané role, proto dale v kratkosti uvedu jejich podstatné vlastnosti.

§
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Obrazek 1.2. — Sekundarni struktury proteini (upraveno dle Alberts et al., 2008)

1.1. Buné¢éna membrana

Bunécna membrana je komplexni struktura utvaiend z lipidd, proteinti a sacharida
tvofici tzv. fluidné mozaikovy model (Murray et al., 1998, viz obr. 1.3.). Hlavni
slozkou jsou lipidy tvofici amfipatickou dvojvrstvu s poldrnimi ¢astmi na povrchu
membrany a hydrofobnimi fetézci mastnych kyselin uvnitt. To znac¢né ovliviiuje
permeabilitu membrany pro polarni slouceniny (napt. vodu, ionty), rizné fyzikalni
transportni mechanizmy jako je osmé6za (Moore, 1981; Brdicka & Dvotdk, 1971),
difize a umoziuje rizné slozeni extra- a intracelularni tekutiny. Pokud je membréana
nékde neselektivné naruSena (jinak nez iontovym kandlem, nebo specifickym
pienaseCem zajistujicim aktivni transport nékterych Zzivotné dualezitych molekul)
hrozi rozpad buiky. Specificita AMP v interakci s bunénymi membranami je
zavisla na chemickém slozeni membran, ve kterém se praveé eukaryotické buiky
a prokaryotické patogeny 1isi (Zasloff, 2002). Zavaznost této skutecnosti dokazuje
pfipad cystické¢ fibrozy onemocnéni zpisobené mutaci chloridového kandlu
v bronchialnim epitelu vedouci ke zméné vnéjsiho prostiedi ovliviujici funkci AMP
a vedouci k naslednému zvyseni senzitivity k respiracnim infekcim.
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Obrazek 1. 3. — Fluidni model bunééné membrany (dle Murray et al., 1998)

Fosfolipidova membrana eukaryotu je tvorena piedevsim fosfatidylcholinem
(PC), fosfatidylethanolaminem (PE) a (zejména v nervové tkani) sfingomyelinem
(SM). Pro fluiditu membrany zasadni roli hraji steroly (cholesterol nebo ergesterol u
rostlin a hub), které se u prokaryotnich organismii prakticky nevyskytuji. Bylo
ukdzano, Ze cholesterol také snizuje aktivitu AMP v interakci s membranou.
Predpoklada se, ze je to disledek vyssi stability membrany, ale i moZnou interakci
cholesterolu a peptidu (Zasloff, 2002;). Tyto lipidy jsou neutraln¢ nabité molekuly.

Prokaryotni membrany patogenit jsou tvoteny piedev§im hydroxylovanymi
fosfolipidy, jako jsou fosfatidylglycerol (PG), kardiolipin a fosfatidyl serin (PS)
nesouci negativni ndboj. Tato rozdilnost miize byt tedy rozhodujici pro druhovou
specificitu AMP (obr 1.4.). Podobné argumenty by mohly hrat roly pro eventudlni
ucinnost AMP u nadorovych bunék, které primarné obsahuji kladné i zdporné nabité
fosfolipidy, ale zménénou expresi n€kterych genl pro tvorbu negativné nabitych
molekul (napf. pravé PS) a zvétSenim celkového povrchu vytvari idedlni podminky
pro ptisobeni AMP.
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Obrazek 1. 4. — Rozdily ve stavbé grampozitivnich a negativnich bakterii, které
mohou byt diivodem specificity AMP viici témto mikroorganismim
(dle Kayser et al., 2004)



1.2. Antimikrobialni peptidy

Jak bylo jiz vySe zminéno, AMP jsou evolu¢né starym, a proto Siroce rozsifenym
obrannym mechanismem mnohobunéénych organismi proti patogenim (Zasloff,
2002). Byly izolovany jak u drozofil, africkych zab, tak i u vySSich Zivocichi.
(Databéazi doposud znamych AMP lze najit na webové adrese védecké skupiny
z Univerzity Trieste — http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/amsdb.html.)

Zaklad aktivity AMP souvisi se zmeénou sekundarni struktury peptidu
v disledku interakce s membranou. AMP, maji amfipaticky charakter (obr. 1. 5.) —
tedy polarni cast zkladné¢ nabitych zbytkli aminokyselin zajistujici interakci
s negativné nabitymi membranami patogenti a hydrofobni ¢ast. Celkovy naboj AMP
pii neutralnim pH je +2 az 9 (Yeaman et al., 2003). Pravé néboj peptidu hraje
znacnou roli ve specificité jejich interakce s membranami mikroorganismim.
Negativni nabity vngj$i list membrany gramnegativnich bakterii, ale bohuzel ptispiva
reakci se zadporn¢ nabitymi sialovymi kyselinami membrany cervenych krvinek
k hemolytické aktivité¢ nékterych AMP (Blondelle et al., 1999). Zda se, ze jisty vliv
na funkci peptidu ma jeho celkova délka (Blondelle et al., 1999). Ptes relativni
nezavislost aktivity AMP na konkrétni primarni struktuie, vyskytuji se casto AMP
bohatsi na jednu urcitou aminokyselinu (napf. prolin nebo tryptofan). Ukazalo se
jako vyhodné v syntetickych analozich AMP nahradit L-aminokyseliny za uméle
vytvofenymi analogy (napi. D-aminokyseliny (Won et al., 2010)) a tim jim zajistit
vEtsi rezistenci vaci proteazam a delSi Gi¢innost AMP (Russel, 2011). Rovnéz byl
studovan vyskyt oligomert s antimikrobidlni aktivitou, pro které jednotlivé casti
neprojevovali cytolytickou aktivitu (Castellano, 2007).

Vyhodou vii¢i soudobym antibiotikiim je rychlost usmrceni patogena, kterd je
témet okamzitd (Blondelle et al., 1999). Ukazuje se byt rozumné pouziti AMP vici
gramnegativnim bakteriim, u kterych pfi interakci peptidu a nasledném usmrceni
buniky nedochazi k uvolnéni lipopolysacharidu (LPS) neboli endotoxinu, zpiisobujici
pii normaln¢ 1é¢bé intoxikaci pacienta (Brandenburg, 2010). AMP také béhem své
syntézy vznikaji proteolytickym St€penim ze slozitéjSich proteint, které mohou plnit
v buiice zcela odliSnou funkci (naptf. Buforin II zhistonu 2A nebo laktofericin
z laktoferinu (Zasloff, 2002; Castellano, 2007)). Pravé piivod buforinu z histonu 2A
podporuje hypotézu, ze AMP je evolu¢né stary mechanizmus obrany. Znacnou
ptednosti AMP je, Ze doposud nebyla vii¢i nim prokézana zadna ziskana rezistence
od jakéhokoliv mikroorganismu, pfestoze citlivost k nim se mize znac¢né liSit.

Nezavislost mechanismu interakce na konkrétni primarni strukture ukazuje, zZe
proces mutaci utvarel vlastni sadu AMP pro kazdy organismus, zajistujicich boj viici
mikroblim jeho niky, kdy aktivita AMP vedla pomoci pfirodniho vybéru k pieziti
organismil s vhodnym slozenim AMP (Zasloff, 2002). Tento enormni pocet AMP je
jednim z diivodl nizké rezistence mikrobialnich organismti na AMP. Dal§imi faktory
jsou: a) nutnost zachovani slozeni membrany a jejich fyzikalnich vlastnosti pro Zivot
patogena, faktory zajiStujici specificitu interakce AMP a mikroba; b)spojeni geni
zvysujicich rezistenci na AMP s geny zpiisobujici virulenci (mechanismus poskozeni
napadeného organizmu, kdy jejich mutace vede ke ztrat€¢ patogenity). Podstatnym



faktorem je nespecificita primdrni struktury AMP, kterd tak zabrailuje vzniku
proteazy s epitopem odpovidajicim ¢asti peptidu (Zasloff, 2002).

Kromé nejasnosti ohledné procesu interakce AMP a membrany, zlstava také
nejasny proces zpusobujici smrt bunky. Existuje mnoho hypotéz o smrticich ucincich
depolarizace membrany, aktivace hydroldz, naruSeni funkce membrany, naruseni
vnitinich struktur buniky nebo zahajeni apoptoézy skrze vnitini cestu (Castellano,
2007). Jak bylo jiz zminéno, sila AMP je v jejich znacné specificité vici patogentim
a nizké toxicité vici vlastnim bunkam (k jejimu stanoveni se urc¢uje hemolyticka
aktivita AMP). Pro umocnéni vyznamu AMP v soucasném medicinském vyznamu
zminim, ze bylo provedeno nékolik studii sknockoutovymi kmeny mysi
dokazujicich extrémni zavislost poctu infekci a zavaznosti jejich pribéhu na
nékterych AMP. Buiiky epiteld pokozky i sliznice vylucuji AMP anebo se pokryvaji
biofilmem s vysokym obsahem AMP, a tak se brani proti nebezpeCnym noxam
(Zasloff, 2002). AMP také produkuji builkky imunitniho systému, jako podplurny
mechanismus pfi uplatnéni imunity béhem napadeni (Zasloff, 2002). Stale vice
nemoci se ukazuje mit mozny divod své patogeneze ve snizené exkreci AMP anebo
jejich ovlivnéni zménou fyzikalnich vlastnosti okolniho prostfedi (napf. Casté prijmy
po nakaze Shigellou), coz vede k opakovanému podléhani chronickym infekcim.

AMP jsou v organismu Casto produkovany neustdle pii udrZzovani konstantni
hladiny, ale byly jiz popsany zplsoby signalizace zejména pomoci rodiny tzv. Toll-
like receptori vedouci ke zvySené syntéze urCitého peptidu (Zasloff, 2002).
Podstatny vliv na udrZzeni syntézy a rychlosti reakce na infekci ma vystaveni
organismu pusobeni mikroorganismd, které s nim ziji v symbidze (tzv. komenzalove)
baktericidné (Zasloft, 2002).

Moznosti zavedeni synteticky vyrobenych nebo extrahovanych AMP prozatim
bohuZzel brani nutnost vysoké koncentrace piiblizujici se hranici toxického prahu.
Zavérem je nutno poznamenat, ze pies obrovsky potencidl AMP v medicinské
terapii, n¢které peptidy prokazuji v urc¢ité mire toxickou aktivitu vii¢i savéim bunkam
(tj. napadani sav¢ich erytrocyti), proto je u nich nutné pracovat na vhodnéjSich
syntetickych formach (Blondelle et al., 1999). Ze studii takto vyrobenych analogt
plyne, ze pii poklesu amfipaticity dochéazi k snizeni az ztraté antimikrobialni aktivity.
Vysoka hyrofobicita a helicita zvySuji hemolytickou aktivitu (Blondelle et al., 1999).

-
. }:-
Y ©
b}’
lidsky a-defensin 3 Magainin 2

Obrizek 1. 5. — Casté AMP s vyzna¢enim hydrofobnich (svétle) a hydrofilnich
(tmave) aminokyselin (upraveno dle Zasloft, 2002)



1.3. Interakce membrana—peptid

Proces naruseni membrany v dasledku interakce s AMP lze rozdélit do tii
casti.(Russel, 2010).
1) Elektrostaticka interakce mezi AMP a lipozomem: Elektrostatickd pfitazliva sila

zpusobi zna¢ny nartist koncentrace AMP na povrchu fosfolipidové membrany.
(Yinet al., 2012).

2) Navazani na povrch: Postranni hydrofobni fetézce peptidu pronikaji do vnitiku
membrany a jednotlivé na membrané polozené peptidy vytvaieji oligomery.
Pohyb AMP do hydrofobniho jadra mtize byt popsan entropicky nebo entalpicky
za prispéni van der Waalsovych sil.

3) Tietim krokem je zména konformace AMP zpisobujici naruSeni membrany.

Jak jiz bylo zminéno, pfes zna¢né znalosti o vlastnostech a struktute AMP, konkrétni
zpusob rozruSeni membrany bunky zlstdva nejasny. V soucasné dob¢ se prosazuji
zejména prvni Ctyfi nize uvedené hypotézy (viz obr. 1.6),

1) Toroidni por (toroidal pore) — AMP zplsobi vznik poru v lipidové dvojvrstve za
spolecné tcasti peptidu 1 polarnich hlavicek lipidl, ¢imZz minimalizuji odporové
pusobeni hydrofobni ¢asti membrany (Russel, 2010). Pfikladem muze byt
Maganin 2 (Nguyen, 2009)

2) Soudkovity stav (barrel state) — AMP vytvoii strukturu zaujimajici tvar soudku,
ktera penetruje membranu (Russel, 2010). Piikladem jsou bacterocini druhé
tiidy, které ale mohou také vyuzivat kobercovou strukturu (Castellano, 2007).

3) Kobercova struktura (Carpet-like structure) — AMP pftilne k povrchu membrany
a po ptrekroceni urcitého poctu AMP dochazi k prasknuti membrany.(La Rocca
et al.,1999).

4)  Mechanismus tvorby micel — ptedpoklada opouzdieni peptidu membranou
vedouci ke ztraté€ jeji integrity (Rusell, 2010).

SoudKovity stav iopoouzdfieni peptidu

Toroidni po6r

Obrazek 1.6. — Mechanismy interakce antimikrobialnich peptidi a bunécné
membrany (upraveno dle Hoskin & Ramamoorthy, 2008)



2. Experimentalni studium antimikrobialnich peptidi

Bunéénd membréana je fyziologicky znané¢ komplexni slozitd struktura, jak bylo
popsano vyse (Blondelle ef al., 1999), a tedy pro experimenty zabyvajici se interakci
peptidu s membranou je vhodné pouzit model bunééné membrany. Jako modelt se
uziva fosfolipidové membrany slozené ze dvou ¢i vice typit fosfolipidii (volba
fosfolipidu dle toho, jaky typ membrany maji piedstavovat). Pouziva se monovrstva
na rozhrani voda vzduch, ale ve snaze pfiblizit se co nejvice realné situaci se vyuziva
spise dvojvrstva €i slozitéjsi struktury, jako jsou lipozomy nebo vezikuly.

Nejjednodussim modelem pro studium mozné zmény sekundarni struktury
peptidu jsou napf. metanol, etanol, trifluorethanol — roztoky podporujici tvorbu a-
helikalni konformace. Zména sekundarni struktury v tomto ptipad¢ neni vSak tvofena
intermolekularnimi vazbami, ale intramolekularnimi mezi peptidem a molekulami
rozpoustédla. Rozpoustédlem napodobujicim ptfirozené zmény sekundéarni struktury
je dodecyl sulfat sodny (SDS), pficemz indukovand struktura zalezi na koncentraci
SDS. Pfi koncentraci mensi neZ je koncentrace, pii které SDS tvoii micely (do 4 mM
v zavislosti na prostiedi) mize indukovat u peptidi strukturu p-skladaného listu,
naopak pfi vyss$i koncentraci SDS, casto je pozorovana o-helikdlni struktura
(Blondelle et al., 1999). Systém Iépe vystihujici komplexnost bunééné membrany
jsou vezikuly, které délime do c¢tyt druht: a) malé unilamelarni vezikuly (SUV)
(polomér 25-50nm), b) velké unilamelarni vezikuly s polomérem kolem 100 nm
(LUV), ¢) multilamelarni molekuly (100-800nm) a obrovské unilamelarni vezikuly
(GUV) (>1 pum). Jelikoz u SUV je pftili§ vysoké zakiiveni membrany neodrazejici
skutecnost je uziti LUV vhodnéjsi (Blondelle ef al., 1999).

Podstatné je, jak jiz bylo zminéno i sloZeni membrany. Pro lepsi popis pritbé¢hu
interakce mezi peptidem a membranou je vhodné pouzit orientované vrstvy lipidi
(Blondelle et al., 1999). Ptiprava riiznych typl membran je podrobné popsana
v pfehledovém ¢lanku Tamm & Tatulian, 1997. Byly publikovany studie, které
popisuji vliv pfitomnosti a koncentrace volného vapniku pro nékteré AMP. To
souvisi se specialni strukturou vnéjsiho listu membrany gram-negativnich bakterii,
ktera obsahuje kationty magnesia navdzané na liposacharidy, které jsou vapnikem
vyvazany a tudiz je umoznéna interakce AMP s membranou (Reder-Crist et al.,
2011). Mnoh¢ studie popisuji znacny vliv koncentrace jak peptidii, tak membrany,
resp. lipidd, a jejich poméru na pozorovana data. (Tamm & Tatulian, 1997, Blondelle
et.al, 1999).

Rozhodujici vliv ma také pouzité rozpoustédlo, které znacné ovliviiuje strukturu
AMP (pokud je hydrofilni AMP zaujima strukturu vykryvajici hydrofobni rezidua)
(Blondelle et. al,1999). Rozpoustédlo mize ovlivnit 1 signdl pfi interakci, pokud
dochazi k vyméné¢ atomii mezi sledovanou charakteristickou skupinou peptidu
a prostfedim (Blondelle ez. al,1999). Diilezité je udrzovat stabilni pH pomoci pufit,
jelikoz pti zméné pH se znacné méni naboj peptidi (Blondelle et. al,1999). Protoze
béhem interakce jsou peptid a membrana rovnocennymi partnery, zavisi jejich
interakce samoziejmé na sloZzeni bunééné membrany a na jeji fazi (Blondelle et al.,
1999), ktera je ovlivnéna zménou teploty (Tamm & Tatulian, 1997).



Ke studiu struktury peptidi a jejich interakci s modelovymi membranami se
uziva tfada experimentalnich technik. Pfedevsim jde o techniky spektroskopické,
zastoupené elektronovym (ECD) (Blondelle et al., 1999) a vibracnim cirkularnim
dichroismem (VCD) (Shanmugam et al., 2011), fluorescen¢ni spektroskopii a obecné
o ruzné techniky infracervené spektroskopie (FTIR, ATR-FTIR, ER-FTIR)
(Blondelle et al., 1999). Rovnéz jsou vyuzivany mikroskopické techniky jako je
mikroskopie atomovych sil (AFM) (Jass et al., 2000), fluorescen¢ni mikroskopie
a transmisni elektronova mikroskopie (TEM) (Shanmugam et al., 2011). Snahou je
vSak uplatnit pfi studiu i techniky jak ¢isté chemické, jako je kapalna chromatografie
na reverzni fazi (RP-HPLC) (Blondelle et al., 1999), tak i techniky s vysokym
strukturnim rozliSenim jako je rentgenostrukturni analyza (Blondelle et al., 1999)
a nukledrni magneticka rezonance (NMR) (Blondelle et al., 1999).

2.1. Uziti cirkularniho dichroismu

K urceni konformace biomolekul se s vyhodou pouziva cirkularni dichroismus (CD),
metoda vyuzivajici rozdilné absorbance levotoCivé a pravotocivé polarizovaného
zéateni. Podle spektralniho oboru rozliSujeme elektronovy cirkularni dichroismus
(ECD) (CD v UV/VIS spektralnim oboru) a vibracni cirkularni dichroismus (VCD)
(CD v IR spektralnim oboru — studuje vibrac¢ni strukturu molekul, Berova et al.,
2000). ECD spektroskopie je technika, uzivand standardné ke studiu chiralnich
(opticky aktivnich) molekul a tedy také ke studiu sekundarni, terciarni a piipadné
vyS$Sich strukturnich uspotfaddani biomolekul (peptidy, proteiny, nukleové kyseliny).
VCD je relativné nova metoda, kterd se postupné etabluje v laboratofich.
V soucasnosti neni standardné vyuzivana k charakterizaci chirdlnich molekul pro jeji
experimentalni narocnost (viz napt. Shanmugam et al., 2011).

Protoze z ECD lze urcit konformaci peptidi je uzivana jako jedna ze zakladnich
metod ve vétSin€ studii zabyvajicich se mechanismem ucinku AMP, a proto se dale
zaméfim pouze na ni (dale uz jen CD). Pii interpretaci CD spekter 1ze postupovat
Cisté z teorie a provést teoreticky rozbor struktury dané molekuly. To si ovSem Zzada
detailni propocet elektronové struktury molekuly, nalezeni jejich moznych
konformaci a jejich rovnovazného zastoupeni ve vzorku pii danych experimentalnich
podminkach. To Ize ovSem dobie praktikovat pouze pro rigidni molekuly s malym
poctem chromofori. Alternativou je Cist¢ empiricky pfistup, vyuzivajici spekter
molekul o zndmé konformaci a pomoci srovnavani spekter dané molekuly a téchto
spekter se snazi interpretovat jeji konformaci (nejcastéji se pouziva kombinace
obojiho). Empiricky a semiempiricky se urCuje zejména konformace slozitych
biologickych vzorki (proteiny, DNA, peptidy).

Ptedpoklada se, ze zékladni bilkovinny fetézec zaujimd pouze omezeny pocet
energeticky preferovanych konformaci, kterym lze pfipsat charakteristickou CD
kiivku, jez byla ziskdna meéfenim za stanovenych podminek polypeptidi znamé
sekundarni struktury. Déale se predpoklada, Zze CD spektrum dané bilkoviny je
linedrni kombinaci téchto standartnich CD spekter ;(4), kde i reprezentuje a-helix,



[S-strukturu, S-ohyb nebo neuspotadanou strukturu. Poté Ize stanovit koeficienty f;
vyjadtujici zastoupenich jednotlivych konformaci podle vzorce:

[6(M)]zmerens = Zi\lzl fi9i Q) [6(D)]zmetens = Z{\Ll £;9; (1) (2.1.)
(Berova et al.,2000). Pii studiu interakce s modelovymi membranami je nevyhodou
CD spektroskopie, oproti FTIR spektroskopii, rozptyl svétla, ktery je parazitni
zejména v kratkovlnné casti spektra a je nutnd jeho korekce (Prosser et al., 1989).
Tento efekt pfi Spatné nastavenych experimentdlnich podminkdch miize vyrazné
ovlivnit urovani struktury membranovych proteinti, a proto je vhodné uzit SUV
resp. LUV do 100 nm s inkorporovanym proteinem. Siroké uziti ma CD i v méfeni
konformacnich rovnovah v zavislosti na teplot¢, pH, iontové sile a dalSich
parametrech a stejné tak pfi méteni interakce biomolekul a konformac¢nich zmén
s tim souvisejicich (Berova et al., 2000).

2.1.1. Charakteristicka spektra

CD spektra odpovidajici n—n* a n—m* prechodiim amidovych vazeb lezi v oblasti
190-240 nm tedy tzv. vzdalené UV oblasti. (Nasledujici zpracovano dle Berova et
al., 2000).

a-Sroubovice. Pravotocivy o -helix je jednou ze sekundarnich struktur
v proteinech, vzniklou propojenim vodikovych vazeb mezi peptidovymi vazbami
(viz obr. 1.2.). Pro CD spektra a-helixu jsou typickd dvé negativni maxima pfi
222 nm (odpovidajici n—n* prfechodu) a 208 nm (pro n—n* prechod) (viz obr. 2.1.).
Spektrum a-Sroubovice je vyrazné svoji znaCnou intenzitou, a proto je dobie
identifikovatelné.

B-sklddany list. Struktura B-skladaného listu se vyskytuje ve dvou moznych
formach — s paralelnim a antiparalelnim uspotadanim fetézcii — opét pospojovanych
pomoci vodikovych mustkti (obr. 1.2.). Pro CD spektrum je charakteristické
negativni maximum kolem 216 nm a positivni pfiblizné pii 195 nm malé intenzity
(obr 2.1). Diky niz8i rozpustnosti sklddaného listu v roztocich sdobrou UV

vvvvvv
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CD spektra této konformace ve srovnani s ostatnimi.

Neuspotddand struktura. Neuspofadana struktura (,random coil®, neboli
nahodné klubko) je vuzsim slova smyslu oznaceni pro strukturu odpovidajici
denaturovanému peptidu, ale Casto byva pouzivdno k oznaceni vSech zbylych
sekundarnich struktur. Proto je té¢zké pfesn¢ definovat odpovidajici CD spektrum, ale
obvykly je negativni signdl do 200 nm a pozitivni vrchol pii 218 nm. V nékterych
systémech je popisovan i slaby negativni vrchol pii 235 nm.
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Obrazek 2.1. — CD spektra jednotlivych sekundarnich struktur a typickych bilkovin
(ptepracovano dle Greenfield, 2007)

2.2. Uziti infracervené spektroskopie

Ke studiu strukturalniho uspofadani peptidd a proteini se pouziva FTIR
spektroskopie jak v modu transmisnim tak v modu ATR (viz dale). Volba techniky
zavisi jak na studované problematice, tak i1 na materidlovych moznostech
(koncentrace, mnozstvi vzorku). Pro studium interakce AMP s modelovou
membranou ve form¢ monovrstvy se nabizi pravé technika ATR. Pro pochopeni
vétSiny technickych aspekti interpretace ATR-FTIR spekter odkazuji ¢tenafe na
ptehledovy ¢lanek Goormaghtigha et al., 1999, pro podrobné studium proteind
a peptidi s membranou doporucujeme piehledovy ¢lanek Tamm & Tatulian, 1997.
Interpretace ziskanych dat umoznuje urceni fady parametri charakterizujici,
monovrstvu modelové membrany, jeji stav, strukturu samotného proteinu a také
1interakci membrany s peptidem (Neira et al, 2010). Podstatny je vybér
rozpoustédla, protoze vibraéni pas vody (~1645cm) se piekryva
s charakteristickymi vibracemi peptidové patefe pasu amidul (viz dale). Naopak
pouziti D,O piekryva druhou charakteristickou skupinu amidu I (Tamm & Tatulian,
1997). Prvnim bodem interpretace spektra je jiz diikaz samotné interakce membrany
a peptidu. K tomuto ucelu se ¢asto uziva méteni spekter dvojvrstvy pii zméné teploty
(Castellano et al., 2007). Pfi urcité teplot¢ 7' dochdzi ke zméné faze membrany
(z geloveé na fazi tekutych krystalli, ale zména se tykd pouze zbytkli nenasycenych
kyselin), pro kterou je typicka hysterezni zavislost. Po pfidani AMP lze sledovat
posun hysterezni kiivky kniz§im teplotdm, coz poukazuje na reakci AMP
s membranou a nasledné na zménu termodynamickych vlastnosti membrany. Jiz byly
navrzeny matematické modely vysvétlujici jak hysterezni tvar, tak i zavislost zmény
teploty 7' na koncentraci AMP pomoci zavislosti parametri vysSich fadt pro
nelinedrni harmonicky oscilator (Stan er al., 2006). Naopak byl popsan i vliv
membrany na zvyseni termostability proteinu (Sukumaran et. al, 2005). Pro spravnou
interpretaci spekter Casto vychazime charakteristickych skupin jak kostry proteinu,
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tak postrannich fetézci, jejichz absorpéni pésy lze dohledat v literatufe (Tamm &
Tatulian, 1997). Pro ptfedstavu a pro lepsi interpretaci vlastnich méfeni uvadim
vyznamné vibrace v tabulce 1 (Tamm & Tatulian, 1997). VSechny tzv. amidové
skupiny nesou informaci o konformaci proteinu. Nejvice se vSak v IR spektroskopii
vyuziva oblast amidu I (viz tabulka 2.2.). Pro mozny popis sekundarni struktury na
zéklad¢ vibracnich spekter odkazuji na tabulku 2.3.

Tabulka 2.1. — Vyznamné infracervené absorp¢ni pasy pro membranové lipidy a pro
protein (zjednoduSeno z Tamm & Tatulian, 1997)

Vzorek Typ vibrace P¥ibliZna hodnota maxima (cm™)
Lipid CH; antisymetricka valen¢ni 3038

CHj; antisymetrické valenéni 2956

CHj; antisymetrické valen¢ni 2920

CHj; symetricka valenéni 2870

CH, symetricka valen¢ni 2850

C=0 valen¢ni 1730
Protein amid | 1600-1700

amid 11 1510-1580

amid III 1200-1400
Lipid PO,™ antisymetricka valen¢ni 1228

PO, symetricka valen¢ni 1085

Tabulka 2.2. Korelace mezi obvyklou sekundarni strukturou a vlno¢tem v oblasti
amidu I (zjednoduseno podle Tamm & Tatulian, 1997)

Antiparalelni g-skladany list 1675-1695
B-otocka 1660-1685
Polyprolinovy helix IT 1660-1670
o-Sroubovice 1648-1660
Neuspoiadana struktura 1652-1660 (denaturovana 1640—1648)
B-skladany list 1625-1640

Pfi popisu interakce Lactocinu 705 (oligomer o dvou podjednotkach)
s membranou bylo vyuzito rdzného umisténi charakteristickych vibra¢nich skupin ve
fosfolipidové dvojvrstvé. Prvni podjednotka indukuje dehydrataci polarni casti
dvojvrstvy a druha pronika hydrofobni ¢asti dvojvrstvy (Castellano et al., 2007). Pro
popis hydrofobni ¢asti membrany je vhodné volit symetrické i antisymetrické
valenéni vibrace methylenové skupiny (v oblasti ~2800 resp. ~3000 cm ') zbytki
mastnych kyselin. Efekt AMP na hydratovanou ¢ast membrany je vhodné popsan
vibracemi polarnich skupin, nejcastéji karbonylové skupiny (Tamm & Tatulian,
1997). Casstellano et al., 2007 vyuziva vibraci esterové vazby DPPC popsané dvéma
prekryvajicimi se pasy o vlnodtech 1745 a 1730 cm ™', kde byl v nepfitomnosti AMP
popsan narast jejich intensity s rostouci teplotou vysvétlovany jako narist mnozstvi
molekul vody blizkych esterovym skupindm kvili narastu pronikani molekul vody
k povrchové cCasti membrany. Dale je pozorovana podobna zmeéna pii interakci
povrchové Casti oligomeru pusobici zménu teploty pro hydrofobni ¢ast membrany
pomoci vibrace amidu I ~1650 cm ™ (Castellano et al., 2007).

Pro popis sekundarni struktury peptidu/proteinu se nejcastéji voli absorpéni pas
oznacovany jako amid I (~1650 cm') (Barth, 2007). Je vhodné poznamenat, ze
v piipad¢ experimentu v D,O v disledku vymény H/D vinocet amidu I poklesne
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0~10cm ™. Pro spektralni oblast amidu II ~1550 cm' miize byt pokles intenzity
znakem reakce s vodnym roztokem, odpovidajici pfistupu molekul rozpoustédla
k amidové skuping, a tedy zméné sekundéarni struktury (Taulian, 2003). Posun
charakteristickych vlno¢ti po ptidani lipidové dvojvrstvy mize byt interpretovan
jako tvofeni slabych intermolekularnich vodikovych vazeb a zalezi na fazi
dvojvrstvy. Pro interpretaci strukturdlnich zmén lze také vyuzit vibraci postrannich
zbytkli aminokyselin (Tamm & Tatulian, 1997). Nejcastéji je uzivana vibrace
tyrozinovych zbytkd (<1515 cm™), jsou-li obsaZeny v primarni struktufe peptidu.
(Castellano et al., 2007). Charakteristicky vinocet je ale zna¢né ovlivnén lokalnim
prostiedim podle toho, je-li vystaven vodnimu nebo hydrofobnimu prostiedi, a tedy
jejim prostiednictvim lze ziskat informace o konformaci peptidu.

Kromé porovnani rovnovaznych spekter s piipadné teplotnich zavislosti je
mozné sledovat ¢asovou zavislost sbalovani peptidu (Blondelle et al., 1999). Lze tak
stanovit i dobu potiebnou k ustanoveni rovnovahy. Pomoci koncentracni zéavislosti,
kdy je konstantni koncentrace peptidu s nariistajicim koncentraci lysozomu lze
stanovit kritickou koncentraci, pti které dochéazi k rozd€leni peptidii mezi vSechny
lipidy (viz obr. 2.7.), a tedy ke vzniku kompletnich péru (Russell, 2010).

micella

T
3""'3 '5
3__0,9%

Peptid interakce

nevytvoreni celé struktury

. . .. tvorba poru

Obrazek 2.2. — Vliv vzajemného poméru lipozom/peptid na tvorbu porii (upraveno
dle Russel et al., 2010)

Pomoci polarizovanych ATR-FTIR spekter 1ze urcit orientaci peptidu v lipidové
dvojvrstvé (Tatulian, 2003). Amfipatickd struktura peptidu mu umoziiuje v malé
koncentraci leZzet na membrané. Jeho orientace se odviji od hydratace a slozeni
membrany. Pfi plné hydrataci zaujima paralelni pozici. Analyzou absorpéniho péasu
Amidu I Ize urcit Ghel mezi podélnou osou a-helixu a rovinou membrany. Pro
takovéto kvantitativni uréeni byly vyvinuty predev§im metody uzivajici Sum
Frequency Generation (Nguen et al., 2009; Nguyen et al., 2010; Ye et al., 2010).
Polarizovana ATR-FTIR spektroskopie tedy mtize byt uzita k ureni orientace jak
AMP, tak 1 bunécné dvojvrstvy (Tatulian, 2003; Blondelle et al., 1999). K urceni
orientace peptidu Ize také pouzit i absorpcni jak pas amidu I tak 1 amidu II, které jsou
paralelni respektive kolmé k dlouhé ose helixu. Podstatné pro sekundarni strukturu je
1 povrchové napéti membrany (Blondelle ef al., 1999).
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3. Pouzité materialy a metody

3.1. Antimikrobialni peptid HAL-1

Pro na$i studii jsme pouzivali antimikrobidlni peptid HAL-1 izolovany z jedu
pospolité vcely Halictus sexctinctus (Monincova et al., 2010). Jde o linearni
dodekapeptid o molekulové hmotnosti 1425,7 Da a sekvenci Gly-Met-Trp-Ser-Lys-
I[le-Leu-Gly-His-Leu-Ile-Arg-NH, (Monincova et al., 2010). Vzorek byl pro nase
&ely chemicky syntetizovan Dr. Miroslavou Blechovou na Ustavu organické chemie
a biochemie Akademie v&d Ceské republiky. Pro méfeni FTIR jsme pouzivali
koncentraci peptidu 10 mg/ml, a to jak v destilované vodé¢, tak i ve vodném roztoku
s 16 mM SDS, ktery indukoval helikdlni konformaci peptidu. V piipadé méteni
spekter ECD byla pouzita koncentrace pouze 0,12 mg/ml.

3.2. Modelové lipozomy

Jako modelové membrany jsme vyuzivali 100 nm lipozomy slozené ze smési lipidi
1,2-dipalmitoyl-sn.glycer-3.fosfocholinu (PC) a 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-
phospho-(1'-rac-glycerol) (PG) v poméru PC/PG (20:80) (obr 3.1) (Avanti Lipids).

B) 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (pfevzato
z http://avantilipids.com)

Lipozomy byly pfipraveny pomoci extrudéru (Avanti Lipids) skladajici ho se
z kovového bubinku (obr 3.2a) ve kterém jsou ulozeny umélohmotné bloky

13



vypliujici jeho vnitfek, mezi nimiz je polykarbonova membrana o dané velikosti
portt (v naSem piipadé 100 nm). Oba bloky jsou utésnény na stran¢ membrany o-
krouzky. Jejich stfedem probiha usti 500ul pipet umisténych na obou stranich
kovového bubinku (obr 3.2b).

Obrazek 3. 2. — A) Jednotlivé ¢asti extrudéru (vlevo); B) extrudér slozeny do finalni
podoby a ptipraveny k pouziti (obrazek vpravo)

Lipozomy jsme pfipravili nasledujicim postupem: 1.) pfipravili jsme roztok PC/PG
(20:80), pticemz diky hydrofobicité lipidii je nutné rozpustit PG v smési metanolu
a chloroformu a PC pouze v chloroformu. 2.) Metanol a chloroform byly ze vzorku
ve vakuované suSicce odpafeny. 3.) Vzorek byl hydratovan destilovanou vodou
k dosazeni potiebné koncentrace. 4.) Je nutné udrzet roztok lipidu nad teplotou
fazového piechodu, proto jsme jak vzorek, tak i samotny extrudér zahtivali v picce
na teplotu 60 °C. Po dostate¢né¢ hydrataci lipidl, byl roztok opatrné nasat, aby
nedoslo k tvorbé bublin, do jedné ze sklenénych pipet extrudéru. Nasledné byl 31x
opakovan¢ protlacovan, ¢imz se postupné vytvoftili lipozomy pozadované velikosti.

3.3. Elektronovy cirkularni dichroismus

Chiralita neboli opticka aktivita je vlastnosti vétSiny makromolekuldrnich latek a je
dana asymetrii studované latky (nejvyssi prvek symetrie je rotacni osa). V chemii je
opticka aktivita spojena s pojmem asymetrického uhliku a optickou isomerii. Optické
isomery tvofi takovou dvojici latek, které pti interakci s polarizovanym svétlem staci
polarizacni rovinu o stejné¢ veliky uhel, ale sopacnou orientaci. V piipadé
spektroskopie CD studujeme diferencidlni spektra, ktera jsou vysledkem rozdilu
absorpce levotoCivé a pravoto¢ivé kruhové polarizovaného svétla po prichodu
vzorkem (viz obr. 3.3).
levotocCivé pravotocivée

polarizované polarizované chiralni
svétlo svétlo molekula CD spektrum

- - 6 -’ + . )
CD —[ 6 = O’D ] + : ’ —_.—'\r:':::va' délka
Obrazek 3.3. — Princip cirkularniho dichroismu (dle Roger & Ismail, 2004)
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3.3.1. Teorie

V opticky aktivnim prostfedi se linearné polarizované svétlo rozpada na pravo- a
levotoc¢ivou kruhoveé polarizovanou vinu. (Nasledujici zpracovano dle Prossera et al.,
1989.)

AR = V2A,(e; —iey)exp [—iw(t — nR—kr)] (3.1a)
AL = VEA (& ~ iE)exp [~ (t — D)) (3.1b)

Ob¢ viny maji v takovém prostiedi rozdilny index lomu (3.1), a proto i rozdilnou
absorpci, a dochazi tedy k poklesu amplitudy jedné z vin. Kvili rozdilné rychlosti
jednotlivych komponent dochazi ke skladani obou komponent v jiné fazi, coz se
projevi stoCenim polariza¢ni roviny o thel y. Vznikéd tak elipticky polarizované
svétlo (viz obr. 3.4).

Obrazek 3.4. — Elipticita — stoceni polarizacni roviny a zména linearné polarizovaného
svétla na kruhove polarizované (upraveno dle Prosser et al.,1989)

Jak bylo feceno v uvodu cirkularni dichroismus odpovidé rozdilné absorpci 44
levotocCive (4;) a pravotoCive (4,) kruhove polarizovaného svétla.

A = A; — Ag (3.2)

Z klasicke teorie vime (viz vibracni spektroskopie), ze absorpce je imérna oscilatorové sile,
ktera je Umérna druhé mocnin¢ elektrického tranzitniho momentu u. Lze ukazat, Ze
cirkularni dichroismus je umérna tzv. rotacni sile R, ktera nezavisi pouze na u, ale i
magnetickém tranzitnim momentu m podle rovnice (3.3), coz pravé obohacuje CD-spektra
0 novou prostorovou informaci.

R = Im(ji i) (3.3)

4A je tedy nenulova pouze v piipadé nenulovosti rotacni sily. Pro rotacni silu vSech
elektronovych ptechodti i v molekule tedy plati podminka:

Y. RO =0 (3.4)

Achirdlni molekuly maji vzdy u nebo m na sebe kolmé ¢i m nulové, a proto
nevykazuji signadl CD. V chiralni molekule naopak slozky u# i m jsou paralelni
Experimentalné se rotacni sila urCuje jako plocha pod pfislusnym Cottonovym
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efektem. Cottonovym efektem se oznacuje strmy prechod optické otacivosti
v zévislosti na vlnové délce a pokracovanim této kiivky vpoli sopaénym
znaménkem rotace. Pokud smérem ke kratkovinné oblasti kiivka nejprve stoupa
anebo klesa, rozezndvame pozitivni respektive negativni Cottoniv efekt.

3.3.2. CD jednotky a spektra

V CD spektroskopii se pouziva nékolik rtiznych jednotek, proto piipojuji tento
odstavec vysvétlujici jejich ptivod a vzdjemné vztahy. Rozdil molarnich absorp¢nich
koeficientii € pro vzorek o znamé koncentraci se nazyva cirkularni dichroismus
a udava se v jednotkach [m* mol'].

Ae = €, — eg (3.5

Pfi neznamé Cistoté vzorku nebo jeho molekulové hmotnosti se vyjadiuji CD spektra
pomoci rozdilové absorbance levotocive a pravotocive polarizovaného svétla.

V teoretickych pracich nebo pii nezndmé koncentraci vzorku je vhodné tzv. g-¢islo
odpovidajici poméru mezi cirkuldrné dichroickou ¢asti A€ a izotropni €.

g§=— (3.7)

€

Tyto molekuldrni vlastnosti se pievadéji na jednotky popisujici pozorovanou zménu
polarizacnich parametrti. Uziva se veliCina zvana elipticita y, jejiz jednotkou v SI je
[rad], jelikoZ jak je popsdno vySe odpovida uhlu stoceni polarizacni roviny a pro
prezentaci CD spekter proteind je obvykle uzivana Molarni elipticita [@] s rozmérem
rad-m*mol . K prevodu mezi jednotlivymi veli¢inami slouzi vztahy (3.8) a (3.9):

=220 = 32,9814 (3.8)

__180001In10

[0] = 3298,2A¢ (3.9)

3.3.2. Experimentalni usporadani

Spektra ECD byla méfena na CD specktrometru J-815 (Jasco Analytical
Instruments). Jako zdroj UV zafeni byla pouzita vzduchem chlazena 150W xenonova
lampa, pfi¢emz méteni mohou byt provadéna v rozsahu vinovych délek 180-800 nm.
Jak vzorkovy tak ptistrojovy prostor byl profukovéan dusikem, aby doslo k odstranéni
kysliku, ktery by pfi kontaktu s ultrafialovym zéafenim produkoval ozén, jez
poskozuje optiku pfistroje. DalsSim, a pro méfeni stejné¢ podstatnym ditvodem, je
absorpce UV zéfeni kyslikem.
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Obrazek 3.5. — Schéma usporadani CD spektrometru pro model Jasco J-810. Svétlo
ze zdroje prochézi skrze krystaly P1 a P2 a sérii zrcadel Z a $térbin S a d¢li se na
mimotadny paprsek, ktery je pohlcen ¢ernou destickou a fadny paprsek jez je
fokusovan a pak prochazi PEM a vzorkem dle obr. 3.2 (dle Kelly ef al.,2005).

CD spektrometr (obr. 3.5), stejné¢ jako standardni absorpéni spektrometr, ma
monochromator, ktery pomoci miizky vymezuje vinovou délku uzitého svétla. Nutné
je pfitom zvazit pomér signdl/Sum, ktery roste se Sitkou svazku, s niz naopak klesa
rozliSeni. V ptipadé¢ CD spektrometru se vSak pouziva polarizaéni monochromator,
kde se plvodné nepolarizované svétlo linedrné polarizuje. Transformaci linearné
polarizované¢ho svétla v levo- a pravotoCivé kruhové polarizovanou komponentu
zajistuje fotoelasticky moduldtor (PEM). Jedna se o blok taveného kiemene
umistény v piezoelektrické objimce, na kterou je piivadén periodicky napétovy
signal. Zmény objemu nasledné vyvoldvaji pravidelné zmény indexu lomu v optické
ose kiemene. Diky tomu se polarizace monochromatické viny periodicky méni
z levo- na pravotoc¢ivé kruhové polarizované svétlo. Obé komponenty dale vstupuji
do vzorkového prostoru, kde ve vzorku dochazi k rozdilné absorbanci rizné
polarizovanych svazkl a vzniku cirkularniho dichroismu. Vzorek je pfitom umistén
v kfemenné kyveté (v naSem pripad¢ o optické draze 0,1 cm (Hellma)). Vystupujici
svételny svazek je detekovan pomoci fotonasobice.

3.3.3. Zpracovani spekter

Spektra byla zpracovana pomoci softwaru pfistroje standartnim zptisobem (odecteni
pozadi, ptepocet). Pro vypocet procentudlniho zastoupeni sekundéarnich struktur bylo
vyuzito programu DICHROWEB (Whitemore & Wallace, 2004).

3.4. InfraCervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie (IR) stejné¢ jako spektroskopie Ramanova rozptylu
studuje vibracni pfechody latek. Klasické pouziti IR spektroskopie je v infracervené
spektralni oblasti 200-4000 cm ™' pouzivané napi. k chemické charakterizaci latek,
nebot’ v této spektralni oblasti jednotlivé funkéni skupiny maji charakteristické
vibrace. (V daleké oblasti IR 10-200 cm™' lze studovat napf. rotaéni strukturu
molekul nebo vibrace molekul obsahujici kovy.) Standardné se pouzivaji rizné typy
technik:
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a) Transmisni — ptimé méteni absorpCnich spekter s minimalnim vlivem zplisobu

pripravy vzorku na kvalitu spektra.

b) Reflexni — 1) Metoda zeslabené totalni reflexe (ATR — attenuated total
reflectance): vhodna pro silné¢ absorbujici vzorky. Principem je
totalni vnitini reflexe infracerveného zateni po prichodu hranolem
s velkym indexem lomu. Na rozhrani vzorku a hranolu vzniké
evanescentni vlna, kterd penetruje do vzorku, kde dochéazi k jeji
absorpci.

2) Metoda difuzni reflexe (DRIFTS — diffuse reflectance infrared
Fourier Transform spectroscopy) je idedlni pro praskové a pevné
vzorky a

3) Spekularni reflexe, kterd je vhodna pro povrchy, natéry, gumy,
polymerni vrstvy a polovodice.

V soucasné¢ dobé se ke studiu IR spekter pouzivaji témét vyhradné spektrometry
s Fourierovou transformaci, které vyrazné urychlily experiment, ale také ve srovnani
s disperznimi spektrometry pouzivanymi diive maji vyssi citlivost. Pravé jejich
rychlost a citlivost umoznila vyvoj novych technik. FTIR je také casto kombinovana
s dalsimi spektroskopickymi technikami (napf. CD pro studium napi. konformace
biomolekul), nebo jinymi analytickymi metodami (kapalné a plynna chromatografie,
NMR, MS), ¢i mikroskopickymi metodami k poskytnuti komplexniho pohledu na
zkoumany vzorek. Umoznuje rovnéz sledovat dynamické zmény vzorku napf.
chemické reakce.

3.4.1. Teorie vibracni spektroskopie

Infracervend spektroskopie studuje absorpci elektromagnetického zareni vzorkem.
Absorpce v tomto spektralnim oboru zméni vibracni stav molekuly, coz lze si
predstavit jako periodické zmény mezijadernych vzdalenosti. Ve zjednoduseném
piipad¢ se miizeme na biatomickou molekulu divat jako na harmonicky oscilator. Pro
harmonicky oscildtor v kvantové mechanickém popisu vychazi diskrétni spektrum
energetickych hladin (vypracovano dle Griffiths & de Haseth, 2007):

Evib = hv (n +2) (3.10)

Kde 7 je energetické kvantové Cislo a v frekvence vibraci oscilatoru. Z vybérovych
pravidel vychazi moZznost pfechodii pouzeApro n=1. Realnd molekula, ale
projevuje jistou aharmonicitou, a tudiz jsou povoleny i vyssi harmonické prechody.
Dvouatomova molekula vykonava i rotacni pohyb, kterému pii aproximaci tuhym
rotatorem odpovida energie:
LZ
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(3.11)

Eror =

Kde L je moment hybnosti molekuly a / je momentem setrvacnosti molekuly. Pro
danou atomovou molekulu plati:

= u? (3.12a)
L=hr/]0+ 1) (3.12b)
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J je vedlejsi kvantové Cislo a ry polomér molekuly. Pro celkovou energii plati vztah:
Eviberot = v (n +3) + hBJ( + 1) (3.13)

Konstana B se nazyva rota¢ni konstantou a lze ji vyjadfit ze vztahu (3.11) a (3.12).
Anharmonicita molekuly narusuje ekvidistantnost jednotlivych energetickych hladin
a pro rotujici molekulu se vlivem odsttedivé sily méni polomér ry, proto je nutné
zahrnout koeficienty aharmonicity. Obsazeni jednotlivych hladin je v rovnovazné
teploté dano Boltzmanovym rozdélenim. Zatimco vibrace jsou vétSinou v zakladnim
stavu, jsou rotacni stavy vétSinou ve vyssich hladinach.

Pro viceatomovou molekulu existuje 3N—6 vibracnich stupni volnosti (pro
linearni molekulu 3N-5). Kdy vibrace se rozumi zména jedné vnitini délky vazby
anebo uhlu vazeb. Opét lze pouzit modelu harmonickych oscilator reprezentujici
jednotlivé vibrace, kterym pfipisujeme jednotlivé normdlni soufadnice g; Nelze je
vSak zcela ztotoznit sredlnymi vnitinimi soufadnicemi dané molekuly. Kazdou
soufadnici ¢; muzeme vyjadfit jako kombinaci realnych wvnitinich soufadnic
molekuly. Pro frekvenci biatomové molekuly plati:

k k
"=i\/£"=iﬁ (3.14)

kde k je konstanta tuhosti vazby (silova konstanta) a x4 je redukovana hmotnost:

u= mamp IJ,= mampg (315)

mp+mpg mp+mpg

Z ptedchozich vztaht vyplyva, ze nejvice se budou vzajemné ovliviovat jednotlivé
vazané linearni harmonické oscilatory s blizkou hmotnosti spojenych atomi
a silovou konstantou vazby. DalSim podstatnym prvkem je symetrie molekuly, z niz
vyplivd moznost spfazeni pouze pro kmity stejnych symetrickych vlastnosti. Proto
mame-li molekulu, nesouci charakteristické skupiny zna¢né odlisné hmotnosti svych
atomu, silovymi konstantami svych vazeb i symetrii mizeme témto jednotlivym
skupindm pfipsat charakteristické frekvence vibraci. S ohledem na tuto vlastnost
vibra¢nich spekter byl vybudovan uzite¢ny empiricky model zaloZeny na ptipisovani
charakteristickych frekvencich strukturnim skupinam (maximalné kmitajicim pravé
pii dané frekvenci resp. vinoctu). Nesmime, ale zapomenout, Ze se jedna o idealizaci
problému a ve skutecnosti jsou i tyto charakteristické skupiny ovlivnény svym
okolim (zmény elektronové struktury meéni silu vazby). To mlze vést k posuniim az
v stovkach cm™, ale naopak toho Ize také vyuzit ke studiu intramolekularnich vazeb.
Vysledné spektrum je jedine¢né pro danou molekulu a v jistém smyslu se jedné se o
jeji ,,otisk prstu®. Stejné jako v ptipadé¢ dvouatomové molekuly i pro viceatomové
molekuly komplikuje redlnou situaci anharmonicita vibraci. Jejim disledkem se
objeveni ve spektru pasy odpovidajici nasobnym a souctovym frekvencim,
kombinacnim pasti (mnoho nasobné slabSich nez zdkladni, ale mize dojit k tzv.
Fermiho rezonanci, tedy Sté€peni pasu bez opodstatnéni ze symetrie pii shode
zékladni a kombinacni frekvence). Stejné¢ jako v pfipadé vlivu okoli na
charakteristické skupiny i tohoto jevu Ize vyuzit k analyze.

U kazdého pasu urujeme vinoCet maxima (vlnocet pasu). Struktura past je
dana prekryvem past od jednotlivych vibraci. Méfime-li absorpci zéafeni ve vzorku
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v zé&vislosti na jeho draze z ve vzorku. Zjistujeme, Ze pokles intenzity je umérny
intenzité¢ v daném misté:

S =al (3.16)
Tedy pro intenzitu zafeni mlze psat:

1(z) =1(0)exp(—az) (3.17)
Konstanta a odpovidd absorpénimu koeficientu a zavisi na tloustce vzorku /
a koncentraci vzorku ¢ podle Lambert-Bérova zékona:

A = cel (3.18)

Konstanta € se nazyva molarni absorp¢ni koeficient.

3.4.2. Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci

Spektrometr vyuziva pocitatové analyzy signalu vznikajiciho v interferometru. Pti
pruichodu monochromatick¢ viny vznikd diky pohybu jednoho =ze =zrcadel
interferometru a vzajemné interferenci koherentnich vin vzniklych na dé€li¢i zarend,
majicich rozdilnou drahu, interferencni vina. Zahrneme-li charakteristické vlastnosti
zafiCe (zérivy tok), deliCe paprski 1 detektoru do veli¢iny B(v), a oznacime-li
drahovy rozdil paprskd 8, miZzeme intenzitu vystupujici viny vyjadrit:

1(8) = B(v) cos(2mév) I(8) = B(v) cos(2mév) (3.19)
Pouzijeme-li zafeni polychromatického s nekohertnimi vlnami jednotlivych
frekvenci (aby dochazelo k interferenci jen pro danou frekvenci), coz dobie splituje
zateni tepelného zdroje, mizeme celkovou intenzitu vystupniho signalu psat:

1(8) = f, ” B(v) cos(2mdv) dvI(8) = [,"* B(v) cos(2mv) dv (3.20)
Funkci /(9) nazyvame interferogramem. Vidime, Ze métfeny interferogram je prave
Fourierovou transformaci funkce B(v). Proto uzitim zpétné transformace dostavame:

B(v) = [, 1(8) cos(2m8v) dSB(v) = [, 1(8) cos(2mdv) d§ (3.21)
Tento zékladni princip FTIR-spektroskopie je schematicky prezentovéan na obr. 3.6.
Fixni zrcatko

Zareni zdroje
(napf. monochromaticka vina) Déli¢ svazku

s Pohyblivé
zrcatko
N A
PP
‘(d).\ ,\ Detektor A 4
NS\ I{d) ~ 1+ cos (2nd/h,)
A - Interferogram

: v

s Fourierovska
transformace "I_"L’“l
Tk,

R ) g )

Obrazek. 3. 6. — Princip infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci,
(upraveno dle Barth, 2007)
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Tento pfipad je ale idealni a v praktické aplikaci nenastdva. Vzdy méfime
zéavislost I(8) pouze v ur¢itém omezeném intervalu pohybu zrcatka prod €[0,2L], kde
L je vzdalenost krajnich poloh zrcitka. To vede ke vzniku znac¢nych postrannich
maxim a naruSeni Fourierova obrazu. Proto byly vyvinuty metody, jak tuto
komplikaci odstranit. Ktomu se wuzivda tzv. apozidace, tedy vynasobeni
interferogramu apozidacni funkci dM( ktet monoténné klesd na krajich a
odstraniuje tak vedlej$i maxima. Uzivd se mnoho typl apozidacnich funkci. Dalsi
komplikaci je velikost vstupni apertury, transformujici kulové viny zdroje na rovinné
viny. Pro zafeni mimo optickou osu je kvili nenulovému uhlu 9 s optickou osou
dréhovy rozdil tohoto zéafeni d; je mensi nez pro zareni ve sméru osy. To vyrazné
omezuje rozliSeni spektroskopu, jelikoZ nema smysl zaznamendvat vétsi drahové
rozdily nez ty, pro které piispévky vin z okraji apertury budou opaéné piispévku
zéafeni z centra. Piistrojovou funkci B(v) u€ujeme pomo ci transformace idealniho
interferogramu spoc¢tené¢ho na zdkladé zahrnuti piispévki z jednotlivych ¢asti zdroje.

Z divodu nepfesnosti urceni nulového drahového rozdilu, neekvivalentnosti
pohybu zrcatka obéma smeéry, ¢i fazovému posunu v detektoru a zesilovaci, nebyva
interferogram symetricky. Pak nelze pouzit pouze cosinovou c¢ast Fourierovy
transformace a FTIR-spektrometry tedy méfi i ¢ast interferogramud{oa
pouzivaji komplexni tvar transformace. Cast interferogramu symetricka v oboru & je
pocitacem uzita k vypocteni fazové korekce. Pomoci které je opraven naméteny
interferogram a poté Fourierovsky transformovam a nebo opraven az Fourierav
obraz celého spektra.

Kromé¢ téchto komplikaci ma FTIR fadu vyhod Prvni je tzv. vyhoda svételnosti
neboli Jacquinotova, FTIR spektrometry totiz propoustéji velka kvanta energie pii
vysokém rozliSeni. Je to zpsobeno kruhovou symetrii optického svazku, ktery neni
tteba omezovat Uzkou Stérbinou, které¢ je umérna energie dopadajici na detektor.
Vynikajici vlastnosti FTIR spektrometri je méfeni celého spektra v pribéhu jedné
periody pohybu zrcadla interferometru, zatimco u disperznich spektrometrti jsou
rizné vinové délky proméiovany postupné. Tato vyhoda se nazyva Multiplexova
(Felgettova) a umoziuje méfeni casového vyvoje systému a spolecné
s Jacquinotovou vyhodou podstatné zvySuje pomér signal/Sum (hlavné u detektoru,
jejichz Sum nezéavisi na detekovaném signalu). Pro méteni je podstatnd i moznost
jednoduché a stalé kalibrace, ke které postacuje laserovy paprsek prochazejici
interferometrem a snimany diodou, ktery pak pti znalosti vinové délky zafeni presné
urCuje polohu pohybujiciho zrcatka. Tato vyhoda se nazyva vyhoda jednoduché
kalibrace (Connesové).

3.4.2. Experimentadlni usporadani

Transmisni méreni infracervenych spekter bylo provadéno na FTIR spektrometru
Vektor 33 (Bruker), viz obr. 3.7. Jadrem pfistroje je interferometr (jde o variaci
klasického Michelsontiv interferometru, kde je jedno statické a jedno pohyblivé
zrcadlo s d€licem svazku pod thlem 45°). V nasem pfistroji bylo uzito robustniho
systétmu Rocksolid™, ktery zahrnuje dvé pohyblivd zrcadla zabudovana v jedné
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kolibce a delic svazku pod mensim thlem. Vyhodou je potlaceni polarizacnich
efektl a posileni propustnosti. Urcujicim pro drahovy rozdil svazka je podobné jako
v klasickém interferometru typ pouzitého laseru, respektive jeho vlnova délka. Nami
uzita pristroj obsahoval He-Ne laser (638 nm/1 mW). Zdrojem infracerveného zareni
byl globar (tj. ty¢inka SiC) zhaveny na vzduchu k teploté kolem 1000 °C. Paprsek
nasledn¢ prochazel aperturou (nastavenou na 1,4 mm) a vstupoval do vyse
zminéného interferometru, kde bylo jako délice uzito KBr s vrstvou germania.
Nasledné paprsek prochazel vzorkovym prostorem a dopadal na pyroelektricky
detektor MCT (mercury-cadmium tellurid). Métfeni na prichod bylo provadéno
v CaF, kyveté s optickou drahou 8 um plnéné 0,8 pul vzorku. Spektra byla snimana
pomoci softwaru Opus (Broker) 5000% v rozsahu 600-4000 cm ', byla provedena
fazova korekce podle Mertze a apodizace Blackmann-Harrisova 3-term.

-
I
I
1
1

Fem—————————

Obrazek 3.7. — Schéma FTIR spektrometru Vektor 33 (A — zdroj zafeni, B — karusel

s aperturami, C — okénko pro vstup externiho svazku, D — d€li¢ svazku zéteni, E, E'—

okénka vzorkového prostoru, F — ohnisko, kde je umistén drzak vzorku, G — detektor
(upraveno dle manuélu k spektrometru Vektor 33)

Pro méfeni ATR modu byl uzit ATR nastavec ATR-MIRacle™ (Pike
Technologies) s jednoodrazovym  diamantovym  hranolem v horizontdlnim
uspotfadani. Principem ATR je absorpce evanescentni viny vzniklé pii totdlnim
odrazu na rozhrani opticky hustSiho prostiedi (ATR hranolu) o indexu lomu #;
s prostfedim opticky fid§im (vzorek) s indexem lomu 7;,.(upraveno podle Griffiths &
de Haseth, 2007), proto musi byt splnéna podminka totdlniho odrazu vychézejici
z modifikovaného Snellova zékona:

Sin@,, = % (3.22)

1
Kde thel @, se nazyva mezni thel. Proto je ATR hranol vyrabén z materidlu
o vysokém indexu lomu (obvykle vice jak 2,2). Na rozhrani vznikd evanescentni
vlna, coz je tlumena nehomogenni vina, kterd pronika do vzorku, kde se z¢asti odrazi
zpét k hranolu a z¢€asti je absorbovdna vzorkem. Absorpce se projevi snizenim
ve vzorku exponencialné klesa jeji penetracni schopnost je udavana pomoci hloubky
priniku d,:
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d. = A (3.23)

P Znnl\/sinze—(z—i)z

VeliCina A je vinow délka a® jeuhel dopadu. Hloubka priniku dosahuje fadové
nékolika mikrometrt (0,2—0,6 um (Taulian, 2003)) a tedy ATR nezavisi na tloustce
vzorku, jelikoz tato vzdalenost piesahuje rozméry sledovanych latek a jak bylo
zminéno, miZze byt pouzita i pro siln¢ absorbujici latky. Absorpce vody je pifi ATR-
FTIR také zna¢né zredukovana, coZz umoziuje lepsi interpretaci spekter. Ze vztahu
(3.23) plyne zavislost hloubky priniku, na vinové délce dopadajiciho zareni. To
zpusobuje, Ze relativni intenzity past v ATR spektru klesaji se vzriistajicim vinoctem
ve srovnani s transmisnim spektrem téhoz vzorku. Mé-1i byt tedy spektrum ATR
srovnavano se spektrem propustnosti, je nutné provést tzv. ATR-korekci viici vinové
délce. Komeréni FTIR spektrometry jsou dnes, ale jiz béZzn€ vybaveny programy
umoziujicimi tuto matematickou korekci provést automaticky. Stejné tak tomu bylo
v naSem piipad¢.

3.4.3. Zpracovani spekter

IR-spektra biologickych vzorkd byvaji znacné komplikovand a sousedni pasy se
Casto prekryvaji, proto musi byt spektra podrobné zpracovana. Spektra byla upravena
v programu Grams (Thermo Galactic). Na ptivodnim spektru lze identifikovat Siroky
pas vody (~3400cm ') a pas absorpce CO, (~2364 cm™') (viz obr. 3.8). Dalsi
absorpéni pas vody piekryva pas amidu I (viz obr. 3.9, pas na 1644 cm ), a proto je
nutno jej odeéist. K tomu byl pouzit Siroky pas vody (~2160 cm™') a aplikovan
postup dle Dousseau et al., 1989. Spektrum vody tedy bylo odefteno pro oblast
2250-1750 cm™' za pouziti polynomialni funkce druhého fadu pomoci metody
nejmensich ¢tvercl. Vhodnost dané oblasti je ddna tim, Ze se v ni nevyskytuji
prakticky zadné vibrace biomolekul, zejména proteini. Po odecteni spektra vody
(obr. 3.9) se odkryje vrozdilovém spektru jiz vlastni pas odpovidajici amidu I
(~1646 cm™). Pro ziskani hladsi k¥ivky je nasledné ode&teno spektrum vodnich par
(obr. 3.10 a 3.11) a spektrum posunuto na nulu pro hodnotu 1750 cm™ a piipadné
normalizovéano na pas odpovidajici amidu I (~1644 cm™). Poslednim krokem bylo
provedeni druhé derivace pro ziskani lepsiho rozliSeni spektralnich pasi.

1644
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Obrazek 3.8. — Naméfené FTIR Obrazek 3.9 — Porovnani nameéfeného
spektrum peptidu HAL-1 ve vod¢ FTIR spektra HAL-1 a spektra vody
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Obrazek 3.12. — Porovnani FTIR spekter peptidu HAL-1 po (oranzov¢) a pied
odectenim vodnich par (Cervena kiivka)

3.5. Faktorova analyza

K vyhodnoceni vysledki dynamiky vysychani i vlastni interakce s povrchovou
vrstvou byla uzita vicerozmérnd statistickd metoda -faktorovd analyza. Jednd se
o metodu, jez se zaméfuje na rozbor vzajemnych zavislosti proménnych urcenych
pomoci jist¢tho mensiho poctu neméftitelnych veli¢in oznacovanych jako spolecné
faktory. Faktorové analyza umozni objasnit souvislosti pozorovanych veli¢in pomoci
souboru spole¢nych faktort. Tato metoda vznikla v psychologii a obecné je za jejiho
zakladatele povazovan CH. Spearman, ktery ji pouzil roku 1904 odvozeni obecného
inteligen¢niho kvocientu 1Q z korelace mezi vysledky rtiznych inteligen¢nich test
(Hebak 1987).

Faktorovou analyzu lze aplikovat na jakykoliv soubor dat, u n¢hoz o¢ekdvame
vnitini strukturu na meétena spektra. Dalsi vyklad metody uvadime s ohledem na
nami namétena data. (Nasledujici je upraveno na zékladé Hebak & Hustopecky 1987
a Kopecky 1998.)

Ozna¢me namctend spektra liSici se dobou od zahijeni dynamiky X;(v),
j=1,2...p. Ty pak tvofi matici pxn, pficemz n je zavislé na frekvenci v. Zavedeme
dale spolecna subspektra S;(v), i=1,2, ...m, kde m<p. Déle predpokladejme existenci
dalSich tzv. specifickych faktort ¢;, které jsou nezavislé na spolecnych subspektrech
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a zpusobuji rozptyl od pivodniho naméfeného spektra. Pak muze psat zakladni
premisu faktorové analyzy ve tvaru:
Xl = V].lSl + Vlzsz + -+ VlmSm + 51

XZ = V2151 + szsz + -+ VZmSm + &y

Xp = Vplsl + szsz + -+ I/pmfm + gp (3.24)

Koeficienty Vj se oznacuji jako faktorové vahy j-proménné pro k-spole¢ny faktor.
ZapiSeme-li ptedchozi pfedpoklad v maticovém tvaru:

X=VS+e (3.25)

Lze piedpokladat, Ze hodnota matice V je pravé m. Radou maticovych tprav, které
pro mnozstvi dat a komplikovanost vypocti byli spocteny pomoci dostupnych
softwarovych programi, jsou ziskdna subspektra sjim nalezejicimi vahovymi
faktory. Je dilezité si uvédomit, Ze moznosti popisu namétenych spekter na zakladeé
subspekter a specifickych faktor je nekonecné mnoho, ale pro moznost nésledné
fyzikélni interpretace, hleddme takovy model, ktery uzivd co nejméné subspekter
s co nejvyssimi hodnotami fazovych faktort. Pfechodu k takovému modelu se fika
rotace faktorii. Cilem je samoziejmé ziskat subspektra a jejich faktorové vahy, které
by umoznili fyzikalni vysvétleni pozorovanych zmén.
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4. Méreni interakce peptidu HAL-1 s membranou

4.1. Referencni méteni strukturniho chovani peptidu

Nejprve jsme se zaméfili na detailni popis zmény struktury peptidu HAL-1 pfii
interakci s modelovou membranou. Méfili jsme CD, FTIR a ATR-FTIR spektra pro
peptid ve vodé, v 16 mM SDS a v pfipravenych lipozomech. Tato méfeni ndm méla
umoznit snadnéjsi interpretaci spekter zméefenych na orientované dvojvrstveé a slouzit
jako reference.

Nejprve jsme méfili spektroskopii CD, jelikoZz je tato metoda standardni pro
urcovani zastoupeni sekundarnich struktur u proteinti (viz kapitola 2.1). Spektrum
peptidu s vodou (obr. 4.1) vykazovalo silny negativni pas pii ~199 nm a slaby
pozitivni pas pii 256 nm, tedy odpovidalo spektru neuspoiddané struktury (viz
kapitola 2.1.1). Zastoupeni jednotlivych skupin sekundarni struktury (viz kapitola
2.1), stanovené pomoci neurondlnich siti (Whitemore & Wallace, 2004), bylo
v tomto piipadé odhadnuto na 41 % antiparalelni a 8 % paralelnif -skladany list,
16 % p-otocka, 11 % a-Sroubovice a 24 % odpovidalo neuspofadané struktuie.
Jelikoz peptid HAL-1 ma pouze 12 aminokyselin je nutné zdiraznit, ze jednotlivé
typy sekundérnich struktur jsou pro néj nepfesné¢ definovany. Vzdyt pouze jedna
otoCka a -Sroubovice se skladd zhruba ze 3 aminokyselin a tvofi tedy 40 %
sekundérni struktury. Jde tedy spiSe o hruby odhad nejvice zastoupené sekundarni
struktury. Navic je tfeba poznamenat, Ze stanoveni [-skladaného listu je ve
spektroskopii CD zatizeno nejvetsi chybou. Proto mizeme nahlizet na strukturu

HAL-1 ve vodé¢ jako na neuspotfadanou, pfipadné jako na nestabilni 3-skladany list.
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Obrazek 4.1. — Spektra CD peptidu HAL-1 ve vod¢ (znac¢eno jako HAL)
a s ptidanim lipozomti (LUV) v poméru 1:8 a 1:15

Spektrum CD peptidu HAL-1 v 16 mM SDS bylo publikovéno jiz dfive
(Pazderkova et al., 2012), a proto jsme jiz mé&feni neopakovali. Pro tuto koncentraci
byl popsén ptechod ka -Sroubovici, jejiz zastoupeni tvotilo 53% (Pazderkova et al.,
2012). Spektrum vykazovalo vyrazné negativni maximu pifi ~ 208nm a slabé pfi
220nm, coz odpovid@ -Sroubovici (viz kapitola 2.1.1). Byl popsan také vyskyt
polyprolinové I konformace.
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Po pfidani lipozoml v koncentracnim pomeéru peptid:lipid 1:8 a 1:15 jsme
pozorovali spektra s negativnim pasem pii 209 nm odpovidajici struktufen -helixu
(obr. 4.1), coz potvrdil i propocet zastoupeni jednotlivych struktur. Pro koncentracni
pomér 1:8 odpovidale -Sroubovici 44%, antiparalelnimu 6 % a paralelnim@ -
skladany listu 7 % , B-oto€ce 17 % a neuspoiadané struktuie 26 %. Pro koncentracni
pomérl:15 vychéazelo zastoupeni sekundarnich struktur na 43 % a-helixu,
7 Y%antiparalelniho a 7 %paralelniho B -skladan¢ho listu, 18 % na B-otocku
a neuspofadand struktura zaujimala 25 %. Lze tedy s jistotou fici, Zze jak SDS tak
1 smes nami pouzitych lipozomu indukuje u peptidu prechod k a-Sroubovici a dale je
ziejmé, Ze jednotlivé koncentracni poméry peptid: lipid pfili§ neméni vyslednou
konformaci HAL-1 (viz obr. 4.1.), a proto jsme se dale rozhodli méfit pouze
s koncentra¢nim pomeérem 1:8.

Kdyz jsme méli nezavislou technikou CD potvrzeno strukturni chovani peptidu
HAL-1, mohli jsme pfikrocit k dalsim referencnim méfenim FTIR a ATR-FTIR
spekter peptidu ve vodé¢, v 16mM SDS a s lipozomy. Porovnanim spektra peptidu
HAL-1 ve vod¢ (obr. 4.2a,b) a SDS (obr. 4.3a,b) Ize opravdu odecist posun pasu
amidu I z 1646 cm™" (resp. 1648 cm ™' pro ATR-FTIR spektrum) na 1655 cm™" (resp.
1656 cm™' pro ATR-FTIR spektrum), coz odpovidd piechodu z neuspofadané
struktury, ke struktufe a-Sroubovice (viz kapitola 2.2). Vidime také jednoznacné
zuzeni puvodnich pasti amidu, coz odpovidéd ptfechodu z neuspotfddané struktury
v uspoiadangj$i. Pro lepsi identifikaci jednotlivych pasii jsme spocetli pro jednotliva
spektra druhé derivace, kde negativni minima odpovidaji pozitivnim maximam
z puvodnich spekter. Druhd derivace pro ATR-FTIR spektrum HAL ve vod¢ je
Spatn¢ odecitatelna kvili Sumu z vodnich par (obr 4.2a). Naopak druha derivace
FTIR spekter HAL v 16mM SDS (obr. 4.3a) pfinasi informaci o past ~ 1634cm ™
odpovidajicimu f -struktuie, ktery ale neni identifikovatelny na ATR-FTIR spektru
(obr. 4.3b). Také frekvence amidu I v spektrech druhé derivace pro peptid s PC/PG
lipozomy (obr. 4.4b) naznacuje pas B-sklddaného listu (~1640cm™ resp. pro ATR-
FTIR ~1636cm™") a umoziiuje nam také stanovit piesnou hodnotu amidu I
(~1658cm™ resp. pro ATR-FTIR ~1653cm™), které jsou ve shodg se spektry v SDS a
tedy odpovidaji také ptfechodu v a-Sroubovici. Spektra peptidu s lipidem také
obsahuji pasy ~1730 cm™' odpovidajici karbonylové skuping a ~1467 cm™' pro CH,
vibrace.

Referenéni méfeni nam dala konkrétni predstavu o chovani peptidu
v jednotlivych prostiedich. Ocekévané chovani peptidu s lipozomy PC/PG, v poméru
1:4, bylo klicové pro moznou nasledujici interpretaci spekter na orientované
dvojvrstvé, véetné moznosti méfeni s polarizovanym zatenim.
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4.2. Dynamika vysychani lipidové membrany

Cilem meéfeni bylo simulovat bunénou membranu pomoci orientované vrstvy
vzniklé vyschnutim roztoku lipozomi na povrchu diamantu ATR soupravy
a pozorovat zmény ATR-FTIR spekter po pfidani roztoku proteinu. Dany model je
samoziejm¢ hrubou aproximaci skutecnosti, jelikoz vyschld vrstva lipozomu
nevytvori piesnou dvojvrstvu. Nicméné podobnou metodu nezévisle na naSich
meétenich popsal Litwinczuk et al., 2012, kde byly pouzity SUV (viz obr. 4.5)
atvorba dvojvrstvy byla jiz diive podrobné popsdna pomoci AFM. Pti¢emz bylo
popsano vysychani vezikul od kraji do sttedu. Nasledné se vzniklé dva listy lipidové
dvojvrstvy naléhajici na sebe, bud’ pomoci sklouznuti, nebo rolovéani, odlucuji a
vznikd dvojvrstva (Jass et al, 2000). Vnasem piipadé¢ se ale s nejvetsi
pravdépodobnosti vytvaii vice dvojvrstev nad sebou. Podstatné vsak je, ze takto
ziskame orientovanou lipidovou vrstvu, kterd muze slouzit pro dal$i polarizovana
ATR-FTIR méteni, pii kterych by bylo mozno precizné zkoumat orientaci peptidu
HAL-1 vi¢i modelové membrané.
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Obrazek 4.5. — Predpokladany mechanismus vysychani LUV na povrchu ATR
hranolu (upraveno dle Litwinczuk et al., 2012)

Prvnim tkolem bylo zjistit dobu vysychéani lipidu a reprodukovatelné cely
proces popsat. K tomuto ucelu jsme vyuzili opakovaného meéteni vzorku sériemi
0 120 skenech, které trvaly 1 minutu + 15 sekund mrtvy chod dany zpracovanim
spektra pocitacem. K sledovani vysychani a kvalitativnimu srovnéni pii jednotlivych
mé&feni jsme vyuzili absorpéni pasy vody (3400 cm ™ a ~1640 cm ™), viz obrazek 4.6,
které¢ by se mély podle Lambert-Beerova zakona (viz rovnice 3.18) s poklesem
koncentrace vody ve vzorku timérné zmensovat a lipidu (viz kapitola 2.2), jejichz in-
tenzita by méla relativné naristat. Na oblasti mezi 930—1850cm ™' a 2700-3850 cm ™
byla tudiz aplikovana faktorova analyza (viz kapitola 3.5). Tyto oblasti byly
vyhodné, protoze obsahuji vSechny vyznamné pésy proteinu i lipidu a zaroveit ndm
umoznili se vyhnout parazitnimu signalu CO,, jehoz obsah ve spektru v pribc¢hu
meéteni fluktuoval.
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Obrazek 4.6. — Dynamika po pfidani 2 pl peptidu HAL-1 na 10x fedéné
lipidové dvojvrstveé. Na spektru znatelny pokles pasu vody a nérlst vibraci lipidu.

Nejprve jsme sledovali dynamiku vysychani destilované vody (obr. 4.7),
abychom ov¢fili reprodukovatelnost méteni. Z faktorové analyzy spekter vypliva
rychly pokles intenzity spektra vody (subspektrum S; s pasem ~1640 cm™ a pésu
~3400 cm™) po 17 minutach a naprosté vyschnuti po 24 minutach. Pozorujeme také
narast subspektra S, pfipadajiciho nejspiSe na signal lipidovych necistot, jehoz
dynamika je pravé opacnd. Treti subspektrum odpovidd vodnim pardm a jeho
dynamika je znac¢né nepravidelnd. Naopak ctvrté subspektrum jez se vyraznéji
projevuje jen v momentu poklesu subspektra vody svym negativnim vrcholem o
~1640 cm ™" resp. 3300 cm™' odpovida nejspiSe vodé vézané na dané nedistoty a
uvolnéné v pribéhu dvou skenli (tj. 2,5 minuty) monitorujicich vyschnuti. Jak
vyplivd z obrazku 4.7a a 4.7b je vice vlastnich ¢isel W pro dané dynamiky
signifikantnich néz pouze prvni CcCtyfi, ale jim pfisluSejici subspektra nebyla
spektroskopicky vyznacna a jednalo se pfevazné o variaci pozadi a vodnich par, a tak
pro vSechny nasledujici dynamiky vynaSime pouze spektroskopicky podstatna
subspektra a jim odpovidajici faktory.
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Obrazek 4.7a — Faktorova analyza spekter vysychani vody pro spektralni oblast
1000-1850 cm . Vynesena jsou jednotliva subspektra znadena S;, kde j zna¢i &islo
daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni Cisla W.
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Obrazek 4.7b — Faktorova analyza spekter vysychani vody pro spektralni oblast
2700-3850 cm'. Vynesena jsou jednotliva subspektra znatena S;, kde j znaci Cislo
daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni ¢isla W.

Poté jsme teprve meéfeni opakovali sroztokem PC/PG lipozomi. Jejich
dynamika vysychani (obr 4.8a a 4.8b) odpovidala nejprve poklesu zminénych
absorpCnich pasii vody (subspektrum S, pro nizsi oblast a subspektrum §; pro vyssi
oblast vlnoctu), ktery se po jisté dob¢ zastavil a dale jiz vyraznéji neklesal. Takovato
zména spekter je vysvétlitelnd poklesem lipozomii na dno nadrzky a odpatfenim
vétSiny vody, ve které byly rozpustény. Zbytkové absorpéni pasy vody odpovidaji
pravdépodobné vodé véazané uvnitt lipozomt, resp. na lipidovou dvojvrstvu. Na
druhou stranu byl pozorovan nérast pasu odpovidajici signalu lipidu — antisymetricka
vibrace CH, ~2920 cm_l, symetricka vibrace CH3 ~2850 cm ! vibrace v subspektru
S, a karbonylu ~ 1730 cm ', asymetrické a symetrické vibrace PO, ~ 1228 resp. 1085
cm ' v subspektru S niZ§i oblasti (Tamm & Tatulian, 1997), jelikoz jeho koncentrace
s vypafovanim vody rostla. Opét rozezndme subspektra odpovidajici vodnim param
(subspektrum S5 a S4 u nizsi a subspektrum Ss vyssi oblasti vinoctl).
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Obrazek 4.8a — Faktorova analyza spekter vysychani PC/PG lipidu pro
spektralni oblast 930—1850 cm ™. Vynesena jsou jednotliva subspektra znatena Si,
kde j znaci Cislo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni Cisla W.
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Obrazek 4.8b — Faktorova analyza spekter vysychani PC/PG lipidu pro
spektralni oblast 2700-3850 cm ™. Vynesena jsou jednotliva subspektra znacena Si,
kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni Cisla W.

50
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Dale jsme se zamé&fili na moznost zastaveni procesu vysychani lipozomu (obr.
4.9), abychom mohli provadét dels$i, a tudiz precizn€jSi méfeni na orientované
lipidové dvojvrstvé. K tomuto ucelu jsme vzorkovy prostor zakryli ptisluSnou
kovovou krytkou po 26 minutich vysychani. Vysychani se zastavilo v pribéhu
nasledujicich 2 minut, coz lze vysvétlit nasycenim vodnich par v prostoru mezi
vzorkem a krytkou a bylo stabilni zhruba po dalSich 15 minut, coz bylo dano
¢astecnou hydrataci a naslednou dehydrataci (viz subspektrum S; pro oblast vyssich
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Obrazek 4.9. — Prerusené vysychani PC/PG lipozomt. V sérii spekter je znatelny
pokles pasu vody, pred ptilozenim krytky a pomaly pokles po ptidani krytky.

Toto znacné zpomaleni umoznilo setrvani vzorku v urcitém stadiu hydratace po
delsi dobu, coz skute¢né umoznuje delsi FTIR méfeni na definovaném lipidovém
vzorku. Pro lipidy byla dynamika, dle ocekavani, naprosto opacna (subspektrum S,
v oblasti vysSich vinoctii). Subspektra Ss a S5 opét nesou informaci o pasech vodnich
par které pro oblast 930—1200 cm™' jsou piekryty vibracemi PO, skupin lipidu. Tyto
vykazuji oscilaci v pribéhu ustaleni. Pfedstavuji tak cyklickou vyménu vodnich par
mezi lipidem a vzorkovym prostorem. Ukazali jsme, Ze vysychani lze zakrytim
vzorkového prostoru vyrazné zpomalit, ale nikoli zastavit, pfi¢emz vzorek PC/PG
lipidové multivrstvy prodélava postupné cyklickou hydrataci a dehydrataci, jejiz
signal je vSak tadové slabsi a tudiz je mozné béhem této faze provadét dalsi
spektroskopicka méteni, napt. polarizovand ATR-FTIR.
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Obrazek 4.10a — Faktorova analyza spekter prerusené¢ho vysychani PC/PG

lipidu pro spektralni oblast 930—1850 cm . Vynesena jsou jednotliva subspektra
znacena Sj, kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy Vi a vlastni ¢isla W.
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spektralni oblast 2700-3850cm . Vynesena jsou jednotliva subspektra znatena S,
kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni ¢isla W.

oobjemu 1, 2, 4 a 10 pl. Signdl lipidu stoupal dle ocekavani s poklesem objemu

Jelikoz ptidani 10 pl vody k vyschlému vzorku zna¢né snizovalo vySe zminéné
vibrace absorpcnich past pro LUV (viz subspektrum S,) (obr. 4.11a a 4.11b)
a naopak zvysovalo intenzitu vibrace vody (subspektrum S§)), tedy pravdépodobné
vyrazné¢ naruSovalo strukturu vzniklé dvojvrstvy ¢i multivrstvy. Proto jsme se
zam¢fili na hleddni maximalniho mnozstvi vzorku, jez nenaruSi vyrazné signal
dvojvrstvy, ale zajisti dostatecnou koncentraci piidaného vzorku peptidu, aby byl
pozorovatelny jeho signadl v ATR-FTIR spektroskopii. ZkouSeli jsme vzorky

piidavaného vzorku peptidu (tedy i vody obsazené ve vzorku), viz obr. 4.12.
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Obrazek 4.12. — Dynamika nakapnuti 1 pl vody na lipidovou dvojvrstvu. Na sérii
spekter je znatelny vyrazny narast pastt PO, a karbonylu a pokles pasu vody.

Pro dané koncentrace jsme opakovali méfeni dynamik po pfidani 2 pl vody.
Signal lipidu byl vzdy silnéjsi pro vzorek peptidu nez vzorek vody o stejném objemu.
Podle vyse uvedenych kriterii se jevi jako nejvhodnéjsi méteni s vzorkem peptidu
o objemu 2 pl, kdy byl po celou dobu méteni vyrazny signal spektra lipidu a zaroven

nam umoznil aplikovat vét§i mnozstvi proteinu nez 1 pl vzorek.
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Obrazek 4.11a — Faktorova analyza spekter LUV po ptidani 10 pl vody pro
spektralni oblast 930—1850 cm ™. Vynesena jsou jednotliva subspektra znaGena Si,
kde j znaci Cislo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni Cisla W.
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Obrazek 4.11b — Faktorova analyza spekter LUV po ptidani 10 ul vody pro
spektralni oblast 2700-3850 cm ™. Vynesena jsou jednotliva subspektra znacena Si,

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.4 - 1.0
°
SZ \ Vi2
08 |
03] |
|
\
0.6 -
0.2 |
0.4 \
\
|
0.1 \
0.2 |
-
004 0.0 .
‘ © % 0 5000000000
-0.1 T T T T T T 0.2 T T T T T T T T T T T
2800 3000 3200 3400 3600 3800 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
vinoget (cm™) N
&as (s)
0.020 T T T T T T T T T T T T T T T T
0.6 -
0.015 4
0.4 -
0.010 4 .
L ]
0.005 0.2
L] /.
0.000 - 00 / \. /o
o
-0.005 hd /
S 0.2 o, P
3 \. Va V:
v i3
-0.010 T T T T T T
2800 3000 3200 3400 3600 3800 04 47—
. 4 0 100 200 300 400 500 600 700 8OO 900 1000 1100 1200 1300
vinocet (cm™) N
&as (s)
T T T T 0.8 T T T T T T T T T T T T
0.005 -
06| H
0.000 - 0.4
0.2 o
-0.005 / '\.
0.0 4 «—° \ \.
0.010 4 \
02 . /
0.015 ¢
] 04 R
Sq Via \
-0.020 T T T T T T 06 T T T T T T T " T T T T 1"
2800 3000 3200 3400 3600 3800 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
vinoget (cm™) cas (s)
1000 T T T T T T T T
1004 = W
10
14 \
| ]
0.1 \
0.01 4
1E-3 4 "
1E-4 ] )
1E-5 "
. L R T
1E-6 4
1E-7 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

lo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a vlastni Cisla W.

43



Dale jsme méfili spektra po aplikaci 2 pl vzorku peptidu. Soustava se jevila stabilni
po 2,5 minutiach. Maximalni hydratace bylo dosazeno po 7 minutich a stabilni
zlstala do 21 minuty od pocatku méteni. Nejlépe popsatelné je toto na subspketrech
S, obou zkoumanych oblasti, kde signal lipidu klesne po piidani vzorku a roste jen
velice pozvolna a stejné dehydratace docili ve 24 minuté. Pii porovnavani spekter
pro stejné mnozstvi peptidu a vody jsme pozorovali nartst intenzity pasu lipidu po
aplikaci vzorku peptidu. Toto by mohlo byt nésledkem zpevnéni dvojvrstvy
nasedanim peptidu kobercovym mechanismem (viz interakce peptidu s membranou
v kapitole 1.3.). Rovné&Z jsme pozorovali také nardst intenzity pasi vody (3400 cm ™
a ~1640 cm ™). To miize byt zpisobeno vazbou molekul vody na peptid. Abychom
ov¢tili protektivni vliv HALu na signdl lipidu, snizovali jsme koncentraci lipidu jeho
postupnym fedénim. Podateéni mnozstvi jsme fedili 10x a 100x. Redéni vyvolalo
pokles intenzity vSech signali lipidu, ale neodpovidali desetin€ pivodni hodnoty, jak
by odpovidalo poklesu koncentrace. Domnivame se, ze je to vyvolano
proporciondlné niz§im poklesem mnozstvim LUV v oblasti penetrace evanescentni
viny, coz podporuje hypotézu vzniku tenké dvojvrstvy. Poté jsme délali pro
jednotliva spektra dynamik s peptidem odecet spekter s vodou a sesadili jsme spektra
pro vino&et 1850 cm ™' na nulu (obr. 4.13).
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T T T T T T T
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Obrazek 4.13. — Dynamika 2 pl peptidu HAL na lipidové dvojvrstvé. Na spektru
znatelny narust vibraci PO, a karbonylu a pokles pasu amidu I.

Naopak faktorové analyzy uvadime pro nezpracovana spektra, jelikoz zpracovani
komplikuje interpretaci dynamik jednotlivych subspekter. Jak lze vidét srovnanim
obr. 4.14a, 1.14b a 4.15a a 4.15b. V rozdilovych spektrech pro nefedény lipid se
krom& dfive popsanych pasi lipidu objevil znatelny posun pasu ~1640 cm™
na 1655 cm™' coz by mohlo odpovidat skladani peptidu do a -Sroubovice, tak jak bylo
pozorovéano v referen¢nich spektrech peptidu HAL-1 (viz obr. 4.4a,b). Faktorova
analyza popisuje narGst lipidu a pokles pasu vody (subspektrum S, pro oblast nizSich
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vlnoCtl) a prvni subspektrum odpovida vySe popsanému signdlu lipidu s dalSim
pasem pii ~1466 cm™' a pasu ~1646 cm ', ktery miize byt piipsan peptidu.
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Obrazek 4.14a — Faktorova analyza zpracovanych spekter interakce peptidu
HAL-1 2 pl a lipidové vrstvy pro spektralni oblast 930—1850 cm . Vynesena jsou

jednotliva subspektra znacena S;, kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy
Vij a vlastni ¢isla .
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Obrazek 4.14b — Faktorova analyza zpracovanych spekter interakce 2 pl
peptidu HAL-1 a lipidové vrstvy pro spektralni oblast 2700-3850 cm . Vynesena

N U

¢i Cislo daného subspektra, faktorové

vahy V;; a vlastni ¢isla .
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Obrazek 4.15a — Faktorova analyza spekter interakce 2 pl peptidu HAL
a lipidové vrstvy pro spektralni oblast 930-1850 cm ™. Vynesena jsou jednotliva
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subspektra znacena Sj, kde j znaci Cislo daného subspektra, faktorové vahy V;

a vlastni ¢isla W.
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Obrazek 4.15b — Faktorova analyza spekter interakce 2 pul peptidu HAL-1
a lipidové vrstvy pro spektralni oblast 2700-3850 cm . Vynesena jsou jednotliva
subspektra znacena S;, kde j znali ¢islo daného subspektra, faktorové vahy V;
a vlastni ¢isla W.

Pro 10x fedény LUV je v rozdilovych spektrech znatelny posuv pasu ~1645 cm ' na
1655 cm ', ktery p¥ipisujeme opé&t zméné konformace v a-§roubovici, coZ odpovida
jak zméné pro nefedény LUV (obr. 4.16). Systém byl stabilni od pocatku méteni
zhruba po 9 minut. Vyrazngji se zde projevil i pas LUV 0 295 cm ™' odpovidajici
antisymetrické vibraci methylové skupiny. V prvni subspektru pro oblast nizSich
vino&tii jsou identifikovatelné pasy amid I na 1651 cm™' a amidu IT na 1546 cm™'
odpovidajici (4.17a). Vaha tohoto spektra dvoufazové s casem klesa. Naopak druhé
subspektrum opét dvoufizové roste a vidime na ném negativni pas na ~1623 cm’'
odpovidajici vibracim karboxylové skupiny, signal amidu I na 1657 cm ™' a amidu II
na 1543 cm '(4.17b).
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Obrazek 4.16. — Dynamika pfidani 2 ul peptidu HAL na 10% fedéné lipidové
dvojvrstve. Ve spektralni sérii je dobie pozorovatelny posun pasu amidu L.
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Obrazek 4.17a — Faktorova analyza spekter interakce 2 ul peptidu HAL-1

a 10x fedéné lipidové vrstvy pro spektralni oblast 930-1850 cm™'. Vynesena jsou
jednotliva subspektra znacena S;, kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy
Vij a vlastni ¢isla W.
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Obrazek 4.17b — Faktorova analyza spekter interakce 2 pul peptidu HAL-1
a 10x fedéné lipidové vrstvy pro spektralni oblast 2700-3850 cm™'. Vynesena jsou
jednotliva subspektra znacena S;, kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy

Vij a vlastni ¢isla .

Pro 100x fedény LUV jsou v diferencialnich spektrech dobte identifikovatelné pasy
amidul (1656 cm™) i amidull (1543 cm™). To je disledkem vyrazn¢ vyssi
koncentrace peptidu ve srovnani s lipidem (4.18a). Druhé subspektrum pro nizsi
oblast odpovida poklesu pasu o 1627 cm™', ktery odpovidap -skladanému list, ktery
by mél pfi ptfechodu v a-Sroubovici ubyvat (viz referencni méieni v 4.1 CD spektra
na obr. 4.1). Naopak treti subspektrum (pro oblast nizSich vinoctt) odpovida poklesu
spektra lipidu, coz je pravdépodobné zptisobeno jednak ¢aste¢nou rehydrataci vzorku
a jednak naseddanim zna¢ného mnoZzstvi peptidu na lipid ve vzdalenosti penetrace
evanescentni viny. Pro vyssi oblast vlnocti je znatelny nartst prvniho subspektra
(4.18b) vody na 3226 cm™'. Z porovnani spekter po pridani 2 pl peptidu se 100x
fedénym LUV a s pfidanim 2 ul vody vypliva zajimavy fakt. Totiz, zatimco vzorek
s peptidem je stabilni jiz po 5 minutich a vydrzel tak az dokonce méfeni vzorek
s vodou byl nestabilni. Piekvapujici je také, ze vzorek s vodou za stejnou dobu
vyschl natolik, Ze signal lipidu byl siln¢j$i nez pro vzorek s proteinem.
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Obrazek 4.18a — Faktorova analyza spekter interakce 2 pl peptidu HAL-1 a 100x
fedéné lipidové vrstvy pro spektralni oblast 930-1850 cm™'. Vynesena jsou

vrowr

jednotliva subspektra znacena S;, kde j znaci ¢islo daného subspektra, faktorové vahy

Vij a vlastni ¢isla .
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Obrazek 4.18b — Faktorova analyza spekter peptidu 2 ul HAL-1 a 100x fedéné

lipidové vrstvy pro spektralni oblast 2700-3850cm . Vynesena jsou jednotliva

subspektra znacena Sj, kde j znaci Cislo daného subspektra, faktorové vahy Vj; a
vlastni Cisla W.
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Diskuse a zavér

Cilem naSich méfeni bylo zajistit podminky vzniku a udrzeni lipidové dvojvrstvy na
povrchu ATR hranolu a zjistit za jakych podminek je systém stabilni a po jak
dlouhou dobu, aby bylo mozné provést ATR-FTIR meéfeni v polarizovaném svétle
v dostate¢né kvalité a rozliSeni.

Nami navrzeny zptsob detekce vysychani vody i lipidu se naslednym uzitim
faktorové analyzy ukazal byt vhodnym pro ur¢ovani vyschnuti dvojvrstvy. Zajimavy
byl obzvlast¢ mozny fazovy ptechod lipidové vrstvy v pribéhu jejiho vysychani,
ktery nejspiSe odpovida navdzani a uvolnéni ur€itého mnozstvi vody na lipidové
fetézce. Zna¢ny vliv rehydratace vodou obsazenou ve vzorku jsme odstranili
porovnanim rehydratace a poklesu past lipidu pro rtizné objemy vzorku, jak bylo
popsano vyse. S uvazenim zachovani co nejvyssiho mnozstvi peptidu se jevi jako
nejvhodnéjsi objem pridavaného vzorku peptidu 2 pl, pticemz beéhem celého méteni
jsme zachovavali koncentraci peptidu 10mg/ml. Dale jsme ftedili LUV prave
k dosazeni co nejvyraznéjSiho signdlu peptidu. Vynikajici vysledky pfinasi 10x
fedény lipid, ktery zachovava silny signal lipidu, ale v diferencialnich spektrech
odhaluje pasy jak pro amid I, tak i pro amid II. Nevyhodou této koncentrace je, ale
kratsi stabilita ~ 9 minut v porovnani se 100x fedénym vzorkem jez je stabilni az po
12 minut pfi zakryti vzorkového prostoru. Lipid v obou koncentracich je stabilni
prakticky okamzité¢ a 1 pro 10x fedény LUV je znateln¢ stabilnéj$i systém se
vzorkem peptidu, nezli se vzorkem vody o stejném objemu (8 minut). Mize to byt
vysvétleno vznikem ochranné vrstvy peptidu na povrchu vzorku, kterd zpomaluje
vysychani systému. To odpovida tzv. ,,cheerios efektu, kdy jsou kapilarnimi silami
pritahovany peptidy na povrch vysychajici kapky a tvofi zde film zabranujici
vysychani (Vermant, 2011). Pro studium interakce peptidu s membranou je podstatné
zjisténi protektivniho vlivu peptidu na spektrum lipidu, jez miize byt vysvétlen
stabilizaci membrany interakci typu kobercové struktury. Jelikoz faktorova analyza
1 diferencialni spektra pro fedény lipid nabizi moznost sledovat vibrace amidu I a II,
je dal$im podstatnym jevem pozorovani zmény struktury, které lze v tomto ptipade
popsat jako ptechod peptidu doa -Sroubovice, coz odpovida referencnim méfenim a
ukazuje na zachovani mechanismu interakce HAL-1 s lipidem i v pfipad¢ tvorby
definované lipidové vrstvy na ATR hranolu.

Ukazali jsme tedy, Ze lze dosahnout vzniku dvojvrstvy imitujici bunécnou
membranu, kterd po pfidani vzorku tvofi dostatecné¢ dlouho stabilni systém, aby
mohla byt naméfena polarizovana spektra a urena orientace peptidu v membrang.
Naznacili jsme vhodny zplsob detekce vyschnuti 1 Gcelnost fedéni pro lepsi odecet
signalu peptidu. Vzhledem k znatnému mnozstvi informaci ziskanych z naSich
méfeni pfinese dozajista polarizované méfeni fadu zajimavych Udaji o interakci
AMP a membrany a umozni ndm snad tak alespon trochu pochopit jeji podstatu.
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Seznam pouzitych zkratek

AMP — antimikrobidlni peptidy

ATR — zeslabena totélni reflexe (attenuated total reflection)

CD — (elektronovy) cirkularni dichroismus

DRIFTS — Metoda difuzni reflexe (diffuse reflectance infrared Fourier transform

spectroscopy)

ECD - elektronovy cirkularni dichroismus

FTIR — infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fourier-transform
infrared)

PC - 1,2-dipalmitoyl-sn.glycer-3.fosfocholin

PE — fosfatidylethanolamin

PG — 1,2-dipalmitoyl.sn-glycerol

PS — fosfatidyl serin

SDS — dodecylsulfat sodny

SM - sfingomyelin

VCD - vibraéni cirkularni dichroismus

LUV- velké unilamelarni vesikuly (large unilamellar vesicule)

SUV— mal¢ unilamelarni vesikuly (small unilamellar vesicule)
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