Spektroskopie cirkularniho dichroismu aminokyselin a proteint

Zacatkem 19. stoleti francouzsky fyzik Jean Baptista Biot pozoroval, Ze roztoky
nekterych organickych molekul sta¢i rovinu polarizovaného svétla. Tento jev je dasledkem
skute¢nosti, Ze kazdy enantiomer opticky aktivni latky interaguje jinak slevotoCivou a
pravotocivou slozkou kruhové polarizovaného svétla, coz vede ke dvéma souvisejicim jevim
znamym jako opticka rotacni disperze (ORD) a cirkularni dichroismus (CD).

Svétlo prochazejici roztokem chromoforu miize se vzorkem interagovat dvéma
zpusoby: muze se bud’ [amat, nebo absorbovat. Lom Ize kvantifikovat pomoci indexu lomu n,
absorpce je kvantifikovana pomoci molarniho extinkéniho koeficientu e. Pokud je svétlo
linedrné polarizované (elektrickd a magneticka slozka jsou navzajem kolmé a elektricka slozka
kmitd jen v jenom sméru, tedy v jedné rovin¢) a vzorek je opticky aktivni, mize kazdy
enantiomer interagovat jinak s levoto¢ivou a pravotocivou slozkou kruhové polarizovaného
svétla (elektricky 1 magneticky vektor vykonéava rota¢ni pohyb bud’ doprava, nebo doleva ve
sméru Siteni paprsku).

Kruhové polarizované svétlo

Kruhové polarizované svétlo vznika souctem dvou elektromagnetickych vin, které
sviraji pravy thel a jsou navzajem fazoveé posunuté. Z obrazkli 1 a 2 je zfejmé, ze linearné
polarizované svétlo je ekvivalentni sumé dvou kruhové polarizovanych paprska rotujicich
vV opacnych smérech L a R.

Obr. 1: L a R kruhové polarizované svétlo Obr. 2: llustrace  dvou  kruhové
je generovano jako suma dvou navzajem  Polarizovanych paprski stejne amplitudy, kde
kolmych elektromagnetickych vin vektory E rotuji v pravém (R) a levém sméru

(L). Vektorovym souctem téchto dvou slozek
vznika linedrn€ polarizovani vlna (na obr.
azurova).

ORD je zalozZena na faktu, Ze levotoc¢iva a pravotociva slozka kruhové polarizovaného
svétla maji specificky index lomu (nL a nr, N # NR). Rozdil v indexu lomu pfi urcité vinové
délce lze vyjadrit jako An. Plati vztah [a]: = aobs/(C*l), kde [a]; je specificka otacivost pii vinové
délce A, aops je pozorovany uhel stoceni, € je koncentrace latky ve vzorku a | je délka optické
drahy.

Podobné mohou mit opticky aktivni latky odlisny i molarni absorpéni koeficient pro
levoto¢ivou a pravotocivou slozku kruhové polarizovaného svétla (eL a er, eL # €r). Tento jev
je oznacovan jako cirkuldrni dichroismus. A podobné jako vyse i rozdil mezi e aer 1ze vyjadfit



jako Ae. Kombinace nerovnosti e # er a Lambert — Beerova zakona ukazuje rozdil v absorbanci
levotoCivé a pravotoCivé slozky kruhové polarizovaného svétla (AA): AA = Aec-l.

Pokud je Ae, AA nebo elipticita ® vynesena v zavislosti na 4, ziskame CD spektrum
zkoumané latky.

Méreni CD spekter

CD spektra se méii pomoci specialniho typu spektrofotometru nazyvaného CD
spektropolarimetr. Jelikoz CD je zalozen rozdilné absorbanci, musi byt pfistroj vybaven
zafizenim pro selektivni vystaveni vzorku levotoCivé a pravoto¢ivé slozce kruhové
polarizovaného svétla. Za timto tcelem se vyuziva fotoleasticky modulator, coz je vlastné
krystal kemene vystaveny oscilujicimu elektrickému poli. Paprsek rovinné polarizovaného
svétla prochazi timto modulatorem stiidavée zleva doprava s frekvenci asi 50 kHz pti zachovani
konstantni intenzity svétla a vysledkem je zména kruhové polarizace paprsku.

Rozdilna absorpce levotocivé a pravotocivé slozky kruhové polarizovaného svétla je
detekovana fotonasobiem a pfevedena na elipticitu @ V jednotkach milidegrees. Tento termin
vychazi ze skute¢nosti, Ze selektivni absorpce jedné z kruhové polarizovanych slozek rovinné
polarizovaného svétla ma za nasledek, ze vysledny elektricky vektor sleduje eliptickou drdhu
kolem osy paprsku, coz se oznacuje jako elipticka polarizace.

V CD spektropolarimetru nejsou ve skute¢nosti dva svételné paprsky odliseny, ale
fotonasobi¢ pievadi intenzitu dopadajiciho svétla na elektricky proud slozeny caste¢né ze
stiidavé (AC) a ¢astecné ze stejnosmérné (DC) slozky. DC slozka souvisi s celkovou absorpci
svétla vzorkem, zatimco slozka AC je pfimym méfitkem CD. Toto usporadani usnadiuje
oddélené méieni absorpce pravotocivé a levotocivé kruhové polarizované slozky rovinné
polarizovaného svétla.
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Obr. 3: Uspotadani CD spektropolarimetru

Obr. 4: CD spektropolarimetr Jasco J-810



Elipticita pak muze byt pievedena na jednotky absorbance s vyuzitim rovnice
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ORD i CD spektra jsou diikazem optické aktivity ve vzorku a obé& odrazeji strukturu molekul

ve vzorku, zejména chiralnich biopolymerd, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. V praxi
byla v soucasnosti ORD spektra z velké c¢asti nahrazena CD spektry.

Cirkularni dichroismus aminokyselin a proteinii

V ptipad¢ proteinti jsou hlavnim pfedmétem zdjmu tyto chromofory: peptidova vazba,
aromatické postranni fetézce a nekteré prostetické skupiny. Existuji dva hlavni pozorované
ptechody peptidovych vazeb: n - n* a n - n*. Vzdalena UV oblast (170-250 nm), v niz je
hlavnim chromoforem peptidova vazba, je velmi zajimava, jelikoz odpovidajici spektra mohou
poskytnout informace o sekundarni struktuie proteinu. CD spektra ziskana ve vzdalené UV

oblasti jsou odlisna pro proteiny s rozdilnou strukturou (Obr. 5); tato spektra pro ruzné typy
sekundarni struktury jsou ukazana na Obr. 6.
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Obr. 5: CD spektra tii reprezentativnich Obr. 6: CD spektra

reprezentativni

proteint: hemoglobin, elastaza a lysozym sekundarni struktury proteint

Jednim ze zpisobu, jak interpretovat ziskané CD spektrum, je linearni kombinace
rtiznych typt sekundarni struktury — viceslozkova analyza. Frakce sekundarni struktury (o, B,
atd.) se méni, dokud jejich soucCet nedava nejlepsi shodu s experimentdlni kiivkou v celém
rozsahu vinovych délek. Problémem viceslozkové analyzy je, ze referencni spektra pro rizné
typy sekundarni struktury nejsou dokonald. Ve snaze obejit tento problém byly vyvinuty
metody, které analyzuji experimentdlni CD spektra pomoci databazi referen¢nich CD spekter
proteint. Byly nastaveny servery pro analyzu experimentalnich dat z hlediska podilu
sekundarni struktury a proteini se znamou strukturou. CD je zvlasté spolehlivy pro predikci
podilu a-helixu (97% ptesnost ve srovnani se znamou X-ray strukturou), méné spolehlivy je
vsak pro predikci podilu B — skladaného listu (asi 75%) a 3 — ohybt (asi 50%). Pro tspésnost



strukturni analyzy témito technikami je nutné, aby CD spektra byla zaznamenana pii nizké
vinové délce (do 170 nm) a aby byly znamy piesné koncentrace bilkovin.

CD spektra zaznamenana v blizké UV oblasti (260-320 nm), kde chromoforem jsou
aromatické aminokyseliny (Tyr, Trp, Phe) (Obr. 7) a disulfidické mustky, poskytuji uzitecné
informace o zméndach v terciarni struktufe proteint.
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Obr. 7: Charakteristickd CD spektra aromatickych aminokyselin

BeStSel (Beta Structure Selection)

Spektroskopie cirkuldrniho dichroismu je Siroce vyuzivanou metodou pro studium
sekundarni struktury proteinti. Po mnoho desetileti panoval nazor, ze spravny odhad zastoupeni
B-listt je velmi naro¢ny kvili jejich velké spektralni a strukturni rozmanitosti. Nedavno se vSak
ukazalo, ze orientace a staceni B-listh zodpovida za pozorovanou spektralni diverzitu, a byla
proto vyvinuta novd metoda umoznujici presny odhad sekundarni struktury. Webovy server
BeStSel poskytuje pro analyzu CD spekter metodu vybéru beta struktury (Beta Structure
Selection). Normalizovana nebo namétena data 1ze na server nahrat jako jediné spektrum nebo
sérii spekter. Originalita BeStSelu spoc¢iva v tom, ze provadi podrobnou analyzu sekundarni
struktury, poskytujici informace o osmi komponentach sekundarni struktury, v€etné paralelni 3
struktury a antiparalelnich  — listi se tfemi riiznymi moznostmi sto¢eni v prostoru[Micsonai A,
et al, 2018, NAR; Micsonai A, et al, 2015, PNAS].

Uhly stoéeni B — listi jsou uréeny jako tthly mezi peptidovou pateii dvou sousednich B
fetézcl pii umisténi pari residui ptilehlych podél sousedniho P - fetézce, jak uvadi Ho a
Curmi[Micsonai A, et al, 2015, Proc. Natl. Acad Sci; Ho B. K., et al, 2002, J. Mol. Biol.]. Na zaklad¢
uhll stoceni v prostoru je pak zastoupeni antiparalelniho B — listu rozdéleno do tii skupin
pomoci uhli +3° a +23° jako hranic mezi skupinami nazvanymi i) levostranné sto¢eny (Anti
1), ii) relaxovany (mirn€ pravostranné stoceny, Anti 2) a iii) pravostranné stoceny (Anti 3).
Ohyby (turn) jsou v BeStSelu definovany identicky jako v DSSP (Dictionary of Secondary
Structure of Proteins, DSSP) [Kabsch W, et al, 1983, Biopolymers]. VSechna ostatni residua véetné
téch neviditelnych v trojrozmérné struktute jsou oznacovana jako ,,Others* (Ostatni).



BeStSel je volné pfistupny na webovych strankach http://bestsel.elte.eu[Micsonai A, et
al, 2018, NAR; Micsonai A, et al, 2015, PNAS].
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Obr. 8: Schéma programu BeStSel. A) Schématické znazornéni analyzy CD spekter. B) Prvky
sekundarni struktury definované v BeStSelu dle DSSP[Micsonai A, et al, 2018, NAR]

Prakticka cast ulohy
CD spektralni experiment studovaného proteinu BSA (bovine serum albumin) bude realizovan
s vyuzitim CD spektrofotometru Jasco J-810 (Tokyo, Japan) v inertni dusikové atmosféte.

Ukol:

Studium CD spektralniho chovani BSA v prostiedi fosfatového — acetatového pufru vlivem
méniciho se pH (pH 2-9) a nasledna analyza sekundarni struktury a s tim souvisejici predikce
moznych konformacnich zmén proteinu s vyuzitim online programu BeStSel.

Postup:

Pted zacatkem kazdého méfeni je nutné ptistroj evakuovat proudem dusiku (3 1/min), aby se
jednak zajistila inertni atmosféra, a jednak se zabranilo poskozeni pfistroje.

1. V prvnim kroku tedy nejdtive otevieme tlakovou lahev s N2 a prutok dusiku nastavime
na 3 I/min.
2. Po 5-10 minutach zapneme pfistroj, pocita¢ a spustime program Spectra Manager

(lampa se zapne az po spuSténi programu). Pro Uplnou evakuaci pfistroje dusikem je
doporuceno pockat 30 minut.

Mezitim si pfipravime roztoky a vzorky potiebné pro realizaci experimentu. Zasobni roztok
BSA (Mr =66463 Da) o koncentraci 30 uM pfipravime navazenim 0,00997 g BSA a doplnénim
PBS pufrem na objem 5 ml.

Dale si pfipravime 8 ks Eppendorf zkumavek, do nichz budeme piipravovat samotné vzorky
pro méfeni. Do kazdé z nich nejdfive napipetujeme fosfatovy - acetitovy pufr o daném pH.
JelikoZ piipraveny puftr je 5x koncentrovany a my pro méfeni potfebujeme 1x koncentrovany,
musime ho nejdiive nafedit, tj. dame 1 dil pufru a 4 dily vody. Do kazdé Eppendorf zkumavky.
tedy napipetujeme 300 pl pufru a ziedime 1200 ul H2O (MiliQ, 18,2 MQ-cm, 25 °C). Poté
z kazdé z nich odebereme 50 pl roztoku a ptidame 50 pl BSA (zasobni roztok 30 uM BSA v
PBS); vysledna koncentrace BSA ve vSech experimentech bude odpovidat 1 uM. Podobné si
ptipravime i sadu blankt, opét do 8 Eppendorf zkumavek (1,5 ml), jako smés 300 ul pufru a
1200 pl H20.



3. Poté nastavime parametry méfeni vV dialogovém okné Spectrum measurement v zalozce
Parameters, kde nastavime pouze vinovou délku v rozsahu od 200 do 260 nm a pocet méfenych
spekter (accumulation) na 3 (¢im vice spekter se zméfi, tim budou hladsi); ostatni parametry
zlstanou nezménény. Méfeni tedy bude probihat v kontinudlnim mdédu rychlosti 100 nm/min
po 1 nm. Zaroven také vzorek pojmenujeme v zalozce Data file a klikneme na OK. Vlozime
ktemennou kyvetu (I = 0,5 cm) se vzorkem do pfistroje a spustime vlastni méteni kliknutim na
Start. Spolu s CD spektrem se bude zaznamenavat i spektrum absorp¢ni. Pro zajisténi kvalitnich
vysledku je dualezité dbat na Cistotu kyvety. Nékolikrat ji vyplachneme MILQ vodou a poté
ethanolem a nechame vyschnout. Nasledné prométime blanky potifebné pro kalibraci pfistroje
a poté samotné vzorky.

4. Naméiené spektrum se vzdy zobrazi v okné Spectra Analysis, kde je mozné jej ulozit
do vlastni slozky. Ziskdme data typu .txt, kterd poté mizeme vlozit do programu MS Excel ¢i
Origin a dale zpracovat (odecist baseline, vyhladit...).

5. Po skonceni méfeni nejdiive ukon¢ime program Spectra Manager, poté vypneme
ptistroj a nasledné uzavieme tlakovou ldhev s dusikem.

6. Ziskana CD spektralni data pak miizeme piimo vlozit do online programu BeStSel, ktery
nam poskytne informaci o sekundarni struktufe proteinu v podob& procentudlniho zastoupeni
a-helixu, B-skladaného listu a f — ohybtl. Piedpoklada se, ze zména pH muze indikovat rozdily
Vv zastoupeni zminénych frakci, a tudiz lze predikovat mozné konformacni zmény proteinu
vlivem pH prosttedi.



