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Uvod

Peptidy jsou soucasti téméf vSech forem Zivota.
V imunitnim systému Zzivych organismd tvofi jednu
z hlavnich slozek obrany proti infekcim. V tomto piipade
se jednd o tzv. antimikrobidlni peptidy'. Mechanismus
jejich pasobeni na bakterie je odlisny od soucasné pouzi-
vanych konvenénich antibiotik, v disledku ¢ehoz bakterie
dosud nevykazuji, na rozdil od konvencnich antibiotik,
vyznamnou rezistenci vici témto peptidim. Proto by anti-
mikrobialni peptidy mohly v budoucnu podpofit 1écbu
konvenénimi antibiotiky nebo je i v nékterych ptipadech
nahradit a hrat tak dilezitou roli ve farmaceutickém pra-
myslu. Také z toho divodu jsou antimikrobidlni peptidy
predmétem mnoha studii*. V soucasné dob& je nejvétsi
pozornost zaméfena na peptidy izolované z hmyzu, nebot’
pravé hmyz se dokazal prizplsobit téméf jakémukoliv
prostiedi, a to vlastni syntézou antimikrobialnich peptidi,
diky kterym se stal rezistentni proti mnoha typaim infekei®.
Antimikrobialni aktivita t€chto peptidli je ovlivnéna mno-
mace.

Cilem této prace bylo studovat konformaci jednoho
z potencialné zajimavych antimikrobialnich peptidd, zva-
ného melektin (MEP), a jeho syntetickych analogti. MEP
byl izolovan z jedu kleptoparazitické vcely Melecta albif-
rons’. Patfi do skupiny kationickych amfipatickych
a-helikélnich peptidi. Sklada se z 18 aminokyselin, jejichz
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sekvence je H-Gly-Phe-Leu-Ser-Ile-Leu-Lys-Lys-Val-
Leu-Pro-Lys-Val-Met-Ala-His-Met-Lys-NH,. V centralni
¢asti peptidového fetézce se nachazi aminokyselina prolin,
ktera déla MEP strukturné zajimavym — znacné ovliviiuje
jeho antimikrobiélni aktivitu®.

Spektroskopické studie peptidi se provadi nejen ve
vodném prostiedi, ale Casto se pouzivaji vodné smési
s jinymi rozpoustédly, napf. trifluorethanolem (TFE), pro-
panolem a dal3imi®. Roztoky obsahujici TFE maji schop-
nost indukovat tvorbu a-helikalnich struktur tak, jak se
tomu déje v prostiedi biologické membrany. Proto jsou ve
studii konformace MEP a jeho analogti jako rozpoustédla
pouzita pravé voda a TFE"®. V nasledujicim textu je kla-
den daraz na diskusi vysledkt ziskanych pii konformacni
studii ve vodnych roztocich.

Velmi vhodnymi metodami pro konformacni studie
peptidid jsou spektroskopie elektronového (ECD) a vibrac-
niho cirkularniho dichroismu (VCD)®. Tyto chiroptické
metody vykazuji oproti b&Zné pouZivané absorpcni spek-
troskopii, at’ v ultrafialové (UV), viditelné¢ (VIS) nebo
infratervené (IC) spektralni oblasti, velkou citlivost
k sekundarni struktuie peptidl, kterou lze pomoci ECD
a VCD dobte identifikovat na zaklad¢ analyzy charakteris-
tickych spektralnich past v oblastech, kde se projevuji
elektronové prechody amidové skupiny peptidové vazby
v ptipadé ECD, nebo v tzv. oblasti amidu I (C=0 valen¢ni
vibrace peptidové vazby) v piipadé VCD**'°. Ze spekter
ECD lze dokonce spomérné velkou spolehlivosti urcit
procentudlni  zastoupeni  jednotlivych  konformaci
v peptidu, napiiklad metodami vyuzivajicimi neuronové
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Experimentalni ¢ast

Pro méfeni spekter IC a VCD roztoki peptidii byla
jako rozpoustédlo pouzita deuterovana voda (D,O, Isosar,
99,9% D), v ptipadé¢ ECD redestilovana voda. Izolace jedu
ziskan¢ho ze véely Melecta albifrons, jeho piecisténi po-
moci RP-HPLC, urCeni sekvence aminokyselin
v peptidovém fetézci melektinu metodou MALDI-TOF
MS a pomoci Edmanova odbouravani bylo provedeno
a publikovano® skupinou Véclava Cefovského. Poté byla
touto skupinou provedena totalni syntéza melektinu a jeho
analogt (tab. I). Zkratky oznacujici jednotlivé peptidy byly
prevzaty zprace’. Po syntéze byly dale surové peptidy
precistény metodou RP-HPLC a byla provedena trojnasob-
na lyofilizace v prostfedi kyseliny chlorovodikové o kon-
centraci 0,1 mol 1" vedouci k odstrandni kyseliny tri-
fluoroctové, jejiz absorpcni pasy interferuji s pasy peptidu
v oblasti amidu I IC spektra. Roztoky peptidii o koncentra-
¢i 50 g I'' byly méfeny metodami ECD a VCD.

* Stanislav Kykal tuto praci usp&$né prezentoval na soutézi o cenu firmy Merck 2012 za nejlepsi studentskou védeckou

praci v oboru analytické chemie.
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Tabulka I
Aminokyselinové sekvence melektinu a jeho studovanych
analogti

Zkratka® Sekvence peptidi

MEP GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH,
MEP-1 GFLSILKKVLKKVMAHMK-NH,
MEP-3 GFLSILKKVLAKVMAHMK-NH,
MEP-4 GFLSILKKVLGKVMAHMK-NH,
MEP-5 KVMAHMK-NH,

MEP-6 PKVMAHMK-NH,

MEP-9 GFLSILKKVLP-NH,

MEP-10 GFLSILKKVL-NH,

* Zkratky oznaCujici jednotlivé peptidy byly pievzaty
zcit?

Mgfteni IC a VCD ve spektralni oblasti 1750-1400 cm™
bylo provedeno na spektrometru s Fourierovou transforma-
ci IFS-66/S vybaveného VCD/IRRAS modulem PMA 37
(oboje Bruker, Némecko)'2. Pro méfeni vzorkd peptidi
byla pouzita rozebiratelna kyveta typu A145 (Bruker, N¢-
mecko) s okénky zCaF, a teflonovou distan¢ni folii
tloustky 23 um. Spektra byla méfena s rozlisenim 8 cm ™.
Mefeni spekter VCD probihalo v blocich. Jeden blok byl
ziskan akumulaci 3680 dil¢ich zdznamt (doba méfeni
20 min) a pro kazdy peptid byla provedena opakovana
méfeni typicky 6—10 blokl. Tyto bloky byly poté zprimeé-
rovéany a ziskéno tak spektrum VCD, od kterého bylo na-
sledné¢ odecteno spektrum VCD rozpoustédla zméteného
za identickych podminek. Tim byla provedena korekce
zakladni linie a ziskdno vysledné spektrum VCD peptidu.
Nasledné byla u viech spekter (IC i VCD) provedena nor-
malizace na jednotkovou hodnotu absorbance maxima
pasu amidu I" (je-li mé&feno v deuterovanych rozpousté-
dlech) v IC spektru a takto ziskana spektra jsou prezento-
vana dale v textu.

Meteni spekter ECD v oblasti 190-260 nm bylo pro-
vedeno na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko). Vzorky
byly méfeny v kiemenné kyveté (Suprasil, Hellma)
s optickou drdhou 10 um. Rychlost skenovani byla
50 nm min"' a poéet akumulaci 4. Spektra ECD peptida
byla poté korigovana na zékladni linii odectenim spektra
redestilované vody pouzité pro ptipravu roztokd peptidi.
Odhad procentuélniho zastoupeni konformaci
v jednotlivych peptidech byl proveden na zakladé analyzy
spekter ECD v programu CDNN 2.1 (Delphi).

Vysledky a diskuse
Nejprve byla méfena spektra IC a VCD melektinu

(MEP) v D,0. Vysledna spektra jsou na obr. 1. Maximum
pasu amidu I" v IC spektru se nachazi u vinodtu ~1647 cm ™',
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Obr. 1. Spektra VCD (A) a IC absorpéni spektra (B) peptidii
MEP (1), MEP-1 (2), MEP-3 (3) a MEP-4 (4) méfena v D,0.
Spektra jsou normalizovana na jednotkovou hodnotu absorbance
maxima pasu amidu " a vzajemné posunuta

pricemz tato poloha naznacuje, ze peptid MEP zaujal kon-
formaci oznadovanou jako poly-prolin II (PPID)*".
Ve spektru VCD se v oblasti amidu I” vyskytuje negativni
couplet tvofeny zapornym intenzivn&j$im pasem ~1633 cm™
a kladnym pasem ~1670 cm™'. Tento couplet je charakte-
ristickym znakem konformace PPII*'?, coZ potvrzuje pred-
poklad vyplyvajici zIC spektra. Aminokyselina prolin
vazana v centralni casti peptidového fetézce podporuje
vznik této konformace, nebot’ u peptid bohatych na prolin
vétsinou nedochdzi ke vzniku konformace stabilizované
intramolekularnimi vodikovymi mistky.

Konformace peptidu MEP byla také sledovana meto-
dou ECD. Spektrum je zobrazeno na obr. 2. V tomto spek-
tru ziskaném po rozpu$téni peptidu v redestilované vod¢
byl pozorovan ptedevsim zaporny pas u 200 nm. V oblasti
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Obr. 2. Spektra ECD peptida MEP (), MEP-1 (2), MEP-3 (3),
MEP-4 (4) a MEP-9 (5) méfena v redestilované vodé

kolem 222 nm, ktera charakterizuje pfipadnou pfitomnost
a-helikalni konformace, se pas o vyznamné intenzité ne-
vyskytuje. Prubéh spektra tedy odpovida konformaci PPII,
coz je pln€ v souladu s vysledky ziskanymi z VCD. Spek-
trum ECD bylo dale vyuzito k analyze metodou neurono-
vych siti (program CDNN), coz vedlo k urceni pfiblizného
procentualniho  zastoupeni jednotlivych  konformaci
v peptidu MEP. Vysledky této analyzy jsou shrnuty
v tab. II. Peptid MEP za danych podminek obsahuje 45 %
konformace PPII a pouhych 6 % a-helixu. Tyto vysledky
potvrzuji jednoznac¢nou prevahu konformace PPII, kterou
peptid MEP zaujal, vyplyvajici také z jiz uvedené interpre-
tace spekter VCD a ECD.

Dalsi studované peptidy, v nichz je prolin v centralni
¢asti fetézce nahrazen jinou aminokyselinou, jsou MEP-1,
MEP-3 a MEP-4. U peptidu MEP-1 je misto prolinu
v peptidovém fetézci navazan lysin, u MEP-3 je prolin
nahrazen alaninem a v piipadé MEP-4 je misto prolinu
umistén glycin. Vysledna spektra IC a VCD téchto peptidt
jsou znazornéna na obr. 1. Peptidy MEP-1 a MEP-4 po-
skytuji velmi podobna spektra IC i VCD. V IC spektrech
se pas amidu I” vyskytuje u vino¢tu ~1648 cm™' pro oba
tyto peptidy, zatimco pro MEP-3 se nachdzi u vlnoctu
~1651 cm™'. Tento posun k vy$§im vino&tim ve srovnani
s peptidem MEP, jehoz pas amidu I” byl pozorovan pfi
vinottu ~1647 cm™', naznaduje piitomnost a-helikalni
konformace. Ve spektrech VCD téchto peptidu bylo vSak
mozné sledovat mnohem vyrazngjsi zmény. U peptidl
MEP-1 a MEP-4 spektra VCD vykazuji v oblasti amidu I
intenzivni zaporny pas ~1635cm™ a slaby kladny pas
v oblasti kolem ~1680 cm™', pfi¢emZ mezi témito dvéma
pasy typickymi pro konformaci PPII se nachazi zaporny
pas ~1660 cm™' charakterizujici piitomnost o-helikalni
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Tabulka II
Zastoupeni konformaci a-helix a PPII v jednotli-
vych peptidech na zéklad€ analyzy spekter ECD

Peptid o-helix [%] PPII [%]
MEP 6 45
MEP-1 37 32
MEP-3 71 11
MEP-4 25 30
MEP-9 5 48
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konformace'*'*. Tyto pribéhy spekter indikuji sou¢asnou
pritomnost konformaci PPII a a-helix, coz plati pro pepti-
dy MEP-1 i MEP-4. Na zékladé¢ spekter VCD, kde zaporny
pas pro konformaci PPII je mnohem intenzivnéjsi nez za-
porny pas charakterizujici a-helix, se 1ze také domnivat, ze
konformace PPII v téchto peptidech prevazuje. Je zndmo'®™%,
ze aminokyseliny lysin i glycin vdzané uvnitf peptidového
fetézce podporuji vznik konformace PPII, pficemz toto
tvrzeni odpovida ziskanym vysledkiim. Zcela jiné chovani
vykazuje peptid MEP-3. Oblast amidu I ve spektru VCD
tohoto peptidu je tvofena pozitivnim coupletem, ktery se
sklada z kladného pasu ~1645 cm ' a intenzivniho zapor-
ného pasu ~1662 cm™. Pribéh tohoto coupletu velmi dob-
fe odpovida charakteristikim o-helikalni konformace'*'”,
pricemz ptitomnost této konformace v pfipadé peptidu
MEP-3 je v dobré shodé s jeho IC spektrem. Aminokyseli-
na alanin v peptidovém fetézci v§eobecné podporuje vznik
a-helikalni konformace'®?. V sekvenci peptidu MEP-3 se
nachazi dva alaniny, coz mtize byt hlavnim divodem pro
vznik této konformace.

Studie ECD poskytla dalsi zajimavé informace o pep-
tidech MEP-1, MEP-3 a MEP-4. Jejich spektra jsou pre-
zentovana na obr.2. Spektra ECD peptidi MEP-1
a MEP-4 se opét velmi podobaji. V obou spektrech se na-
chéazi pozitivni pas 191 nm a dva negativni pasy 206
a222 nm. Tento prib¢h spekter v hrubych rysech odrazi
pritomnost a-helikalni konformace. Spektralni pasy vsak
nejsou prili§ intenzivni, coZ naznacuje primes konformace
PPII. V pripadé MEP-3 byl ve spektrech ECD pozorovan
kladny pas 193 nm a dva negativni pasy 208 a 222 nm.
Polohy i intenzity téchto past odpovidaji charakteristikam
a-helikalni konformace. Vysledky studie ECD tedy plné
podporuji predchozi interpretace spekter IC a VCD. Dale
byla provedena analyza spekter ECD peptidi MEP-1,
MEP-3 a MEP-4 s vyuzitim neuronovych siti. Vysledky
jsou uvedeny v tab. II. V peptidu MEP-1 se za danych
podminek vyskytuje 37 % o-helikalni konformace a 32 %
konformace PPII. V ptipadé¢ peptidu MEP-4 je to 25 %
konformace o-helix a 30 % konformace PPII. Oba tyto
peptidy tedy zaujaly konformaci o piiblizné stejném zastoupe-
ni konformaci a-helix a PPII v kazdém z nich. Peptid MEP-3
vykazuje 71 % o-helixu a pouze 11 % konformace PPII —
o-helikalni konformace tedy jednoznacné pievliada. Tento
vysledek je pIn€ v souladu s pribéhem spekter VCD.
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Pro dalsi studii vlivu prolinu vazaného v centralni
casti peptidového fetézce na konformaci peptidi byla mé-
fena spektra IC a VCD C-koncovych a N-koncovych frag-
mentl melektinu. Mezi C-koncové fragmenty patii peptidy
MEP-5 a MEP-6, v ptipadé N-koncovych fragmentl se
jedna o peptidy MEP-9 a MEP-10. Peptid MEP-10,
N-koncovy fragment bez prolinu, se choval zcela odlisné
nez ostatni fragmenty. Jeho rozpusténi v D,O trvalo velmi
dlouhou dobu a muselo byt podpofeno stalym michanim
na vibraéni tfepacce. Po tplném rozpusténi byl vsak pfi
pozadované koncentraci peptidu ziskan velmi husty gel.
Pti méteni VCD pak nebyly ziskany spolehlivé interpreto-
vatelné vysledky. Spektra VCD se ménila s orientaci kyve-
ty a vzorek poskytoval o dva fady vétsi signal, nez je ob-
vyklé, coz naznacovalo vznik makroskopicky orientova-
nych struktur (spektra nejsou prezentovana). Také v ECD
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Obr. 3. Spektra VCD (A) a IC absorpéni spektra (B) peptidi
MEP-5 (1), MEP-6 (2) a MEP-9 (3) méfena v D,O. Spektra
jsou normalizovana na jednotkovou hodnotu absorbance maxima
pasu amidu I” a vzajemné posunuta
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byl ziskan netypicky prubch spektra, ktery nenaznacoval
pfitomnost zadné ze zikladnich sekundérnich struktur.
Metodami CD tedy nebylo mozno konformaci ani struktu-
ru v tomto ptipad¢ spolehlivé urcit.

Spektra VCD fragmenti MEP-5, MEP-6 a MEP-9
zobrazend na obr. 3 se vzajemné velmi podobaji. Zatimco
C-koncové fragmenty MEP-5 a MEP-6 poskytly v oblasti
amidu I” spektra VCD negativni couplet tvofeny zdpornym
pasem ~1641 cm™ a kladnym pasem ~1672 cm ™, peptid
MEP-9, N-koncovy fragment s prolinem, poskytl negativni
couplet s pasy ~1632 a ~1665 cm™. Negativni couplety
u téchto tfi peptidi jsou charakteristickymi rysy konforma-
ce PPIL Jelikoz oba C-koncové fragmenty MEP-5 a MEP-6
dle spektralniho pribé¢hu zaujaly konformaci PPII, lze
tvrdit, ze konformace C-koncového fragmentu neni zavisla
na pritomnosti prolinu v peptidovém fetézci. Naproti tomu
u N-koncovych fragmentd peptid MEP-9 vykazoval kon-
formaci PPII, zatimco peptid MEP-10 vytvofil pravdépo-
dobné makroskopicky orientovanou strukturu projevujici
se gelovaténim vzorku. Z tohoto lze usoudit, ze pfi-
tomnost aminokyseliny prolin navazané na N-konco-
vém fragmentu hraje dtlezitou roli, protoze vyznamné
ovliviiuje jeho konformaci. Na zakladé vysledkid z VCD
nebyla konformace C-koncovych fragmenti dale studova-
na pomoci ECD, nebot’ bylo dostate¢né prokazéano, Ze se
konformace PPII téchto peptidd ptili§ neméni. Naproti
tomu bylo naméfeno spektrum ECD peptidu MEP-9, které je
prezentovano na obr. 2. Ve spektru je pozorovan zaporny
pas 198 nm, pfi¢emZz tento péds a pribéh spektra odrazi
pritomnost konformace PPII. Pti vyuziti metody neurono-
vych siti k analyze tohoto spektra byl zjiStén obsah konfor-
mace PPII 48 % a 5 % o-helixu, jak je uvedeno v tab. II.
Tato analyza dokazuje pfevahu konformace PPII v peptidu
MEP-9, coz je v souladu s vysledky z VCD.

Zaveér

Pomoci spektroskopii VCD a ECD byly sledovany
konformaéni zmény peptidu MEP a jeho analogti ve vod-
nych roztocich. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v nasledujicich odstavcich.

Pii meéfeni VCD peptidi MEP, MEP-1, MEP-3
a MEP-4 v D,0, které se od sebe vzdjemné lisi pouze jed-
nou aminokyselinou v centralni ¢asti peptidového fetézce,
byly zjist€ny znacné rozdily v jejich konformaci. Peptid
MEP obsahujici prolin zaujal konformaci typu PPII bez
vyznamného podilu konformace o-helix. U peptidu
MEP-3 s alaninem tomu bylo naopak, tento peptid jedno-
znaén¢ vykazoval vysoky obsah o-helikdlni konformace.
V piipadé peptidi MEP-1 s lysinem a MEP-4 s glycinem
byla pozorovéana soucasnd piitomnost konformaci o-helix
i PPII, pricemz zadna z téchto konformaci nebyla domi-
nantni. Tyto rozdily v konformaci peptidt byly také sledo-
vany prostiednictvim ECD téchto peptidi v redestilované
vodé. Vysledna spektra ECD byla pouzita pro vypocet
procentualniho zastoupeni konformaci v téchto peptidech
pomoci neuronovych siti. Peptidy MEP-5, MEP-6
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a MEP-9 zaujaly v D,O konformaci PPII. Pro peptid
MEP-10 nebylo mozné konformaci urcit, nebot’ vzorek
v D,O vytvoril makroskopicky orientovanou strukturu.
Naproti tomu peptid MEP-9 vykazoval konformaci PPII,
atudiz se ukdazalo, Ze pfitomnost prolinu v N-koncovém
fragmentu hraje vyznamnou roli. U C-koncovych fragmentQ
MEP-5 a MEP-6 nebyl vliv pfitomnosti prolinu pozorovan.

Bylo potvrzeno, ze spektroskopie CD je velmi citliva
na sekundarni strukturu peptidii a je schopna podat po-
drobné informace i o konformaci antimikrobialnich pepti-
di. Proto bylo také mozno zjistit pfiblizna procentuélni
zastoupeni konformaci a-helix a PPII v jednotli-
vych peptidech na zaklad¢ statistického vyhodnoceni spek-
ter ECD.

Nejvetsi potencial tvofit a-helikalni konformaci, ktera
je podstatnym faktorem ovliviiujicim antimikrobialni akti-
vitu, vykazoval peptid MEP-3. Z vysledki bylo také zjisté-
no, ze pravé N-koncovy fragment ma vyznamny vliv na
celkovou konformaci peptidu ve vodném roztoku.

Tato studie byla realizovana za podpory grantu
P208/11/0105 (Grantova agentura Ceské republiky). Auto-
Fi velmi dékuji Ing. Michalu Tatarkovicovi (VSCHT, Pra-
ha) za pomoc pri vvhodnocovani zastoupeni sekunddrnich
struktur.
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Technology, Prague, * Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Conformational Study of the Antimicrobial
Peptide Melectin by Circular Dichroism Methods

Antimicrobial peptides are considered as promising
supplements to or substitutes for conventional antibiotics
due to their different mechanisms of action. Biological
activities of antimicrobial peptides are influenced by their
conformations. The solution conformations of 18 amino
acid residues peptide melectin (MEP) and its synthetic
analogues including C-terminal and N-terminal fragments
were studied using electronic and vibrational circular di-
chroism spectroscopies.



