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Uvod

Porfyriny jsou latky, které se zucastiluji biologicky
dilezitych pochodu. Jsou to ale také slouceniny vyznamné
z hlediska praktického vyuZiti, zndmé je napf. jejich pouzi-
ti ve fotodynamické terapii pii 16¢b& rakoviny'. Cilem této
prace bylo ovéfit, zda dochazi k pienosu chiralni informa-
ce z matrice prostfednictvim kationtového porfyrinu na
porfyrin aniontovy.

Jako matrice byla zvolena poly(L-glutamova kyselina)
(PLGA), jejiz konformaci lze ménit zménou pH roztoku®™*.
Dobte definované a-helikdlni konformace je mozné do-
sahnout nastavenim pH na dostatecné nizkou hodnotu
(pH 3-5), pri vyssich hodnotach pH ptechazi PLGA do
konformace oznacované historicky jako nahodilé klubko,
nov¢ jako PP-II, ktera je blizkd rozvolnéné levotoCivé
§roubovici’ typické pro jednu ze struktur poly(L-prolinu).

Vhodnym nastrojem pro zjiStovani pfenosu chiralni
informace je spektroskopie elektronového -cirkularniho
dichroismu (ECD), pomoci niZ je mozné sledovat jak
konformaci PLGA matrice v UV oblasti, tak pfipadny
vznik indukovaného cirkularniho dichroismu porfyrint
v oblasti Soretova pasu ve viditelné casti spektra. Induko-
vany cirkularni dichroismus miize byt vyvolan pro plivod-
n¢ achiralni porfyrin jeho vazbou na chiralni matrici nebo
chiralnim uspotadanim ve vzniklych komplexech.

Pomoci ECD (cit.*™) a vibra¢niho cirkularniho di-
chroismu”'® bylo ukézano, 7e za vhodnych podminek do-
chézi k interakci PLGA s kationtovymi porfyriny. K pfi-
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mé vazbé mezi PLGA a aniontovym porfyrinem nedochazi
v ditsledku odpudivych elektrostatickych sil mezi zdporné
nabitymi karboxylovymi skupinami PLGA a zaporné nabi-
tym porfyrinovym derivatem''. Tato vazba je viak mozna
prostiednictvim kationtového porfyrinu, ktery slouzi jako
meziclanek odstifiujici elektrostaticky vliv PLGA a umoz-
fiujici aniontovému porfyrinu utvofit chiralni konjugat.
Tento efekt byl zatim pozorovan pfi pouZziti médnatého
derivatu 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)por-
finu (CuTMPyP) jakozto kationtového a 5,10,15,20-tetra-
kis(4-sulfonatofenyl)porfinu (TPPS) jakozto aniontového
porfyrinu, kdy vznikaji vysoce stabilni supramolekularni
komplexy vykazujici molekuldrni pamé&t'*". Vzniklé
komplexy se stdvaji nezévislé na konformaci matrice
a svou strukturu nemeéni ani pfi vyrazné zméné pH a ionto-
vé sily roztoku'>". Dilezitou roli pii vzniku vys§ich mole-
kularnich struktur hraji, krom¢ pH a iontové sily, dalsi
podminky, jako je teplota a koncentrace latek, zejména
pomér koncentraci polypeptidu a porfyrinu [P]/[D], kde
[P]lza [D] jsou latkové koncentrace polypeptidu a porfyri-
nu .

V této praci byla studovana indukce cirkularniho di-
chroismu pfi interakei porfyrini s polypeptidovou matrici
majici konformaci a-helikalni nebo PL-II. Kromé kation-
tového porfyrinu CuTMPyP byly pouZity dalsi dva kation-
tové porfyriny: 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-

Obr. 1. Struktura pouZitych porfyrinovych derivati

* Ondfej Julinek se s touto praci uspésné zucastnil soutéze O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru
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-yl)porfin-tetrachlorid (TMPyP) a 5,10,15,20-tetrakis {4-
-[(trimethylamonio)methyl]fenyl } porfyrin-tetrachlorid
(TATP). Dale bylo ovéteno chovani ternarniho komplexu
PLGA+CuTMPyP+TPPS a dosazené vysledky byly srov-
nany se syst¢émy PLGA + TMPyP + TPPS a PLGA +
TATP + TPPS s cilem potvrdit nebo vyvratit vznik podob-
nych konjugatt pro tyto dalsi porfyrinové derivaty.
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Experimentalni ¢ast
Materialy a metody

Jako chirdlni matrice byla pouzita kyselina poly(L-
-glutamova) ve formé sodné soli s primérnou molekulo-
vou hmotnosti 13 000 g mol™ (Sigma). Jako aniontovy
porfyrin byl zvolen 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
porfin ve formé sodné soli (TPPS) (Sigma). Jako kationto-
vé porfyriny byly zvoleny 5,10,15,20-tetrakis{4-[(tri-
methylamonio)methyl]fenyl} porfyrin-tetrachlorid (TATP,
cit.'"*), 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfin-
-tetrachlorid (TMPyP) (Porphyrin Systems) a jeho méd’na-
ty derivat (CuTMPyP) ve formé chloridu, ktery byl pfipra-
ven na Ustavu analytické chemie rutinni metalaci®. Struk-
tura pouzitych porfyrinii je zndzornéna na obr. 1.

Spektra ECD byla méfena na spektrofotometru J-810
Jasco, s rozlisenim 0,5 nm, ¢asovou konstantou 1 s a rych-
losti zaznamu 100 nms™'. Koncentrace matrice PLGA
byla ¢(PLGA)=1-10" mol 1", vztaZena na aminokyseli-
novy zbytek, v pripadé ternarniho komplexu pii pH 3.6
byla tato koncentrace ¢(PLGA) = 2:10"* mol I"'. Koncent-
race porfyrinu byla dana pozadovanym pomérem [P]/[D]
latkovych koncentraci PLGA a porfyrinu.

Vysledky a diskuse

Konformace PLGA ve vodném prostiedi byla sledo-
vana pomoci ECD v UV oblasti pfi 180-250 nm.
V kyselém prosttedi PLGA poskytuje ECD spektrum
s kladnym maximem u 192 nm a zdpornymi maximy u 209
a 222.5 nm (obr. 2, spektrum /). Tento spektralni prib&h
je charakteristicky pro a-helikalni konformaci. Pti pH 9
PLGA poskytuje ECD spektrum se zdpornym maximem
u 196,5 nm, které je charakteristické pro konformaci PL-II
(obr. 2, spektrum 2).

Vznik makromolekularniho komplexu mezi o-heli-
kalni PLGA a kationtovym porfyrinem se projevuje indu-
kovanym cirkuldrnim dichroismem (obr. 3) ptivodné achi-
ralniho porfyrinu.

Pti pH 9, kdy se matrice PLGA nachazi v konformaci
PP-II, nebyl v roztocich PLGA a kationtového porfyrinu
zméfen zadny ECD signal v Soretoveé oblasti, ktery by
odpovidal chirdlnimu uspofadani porfyrini; v oblasti ma-
xim absorpénich past je pozorovan pouze vyssi Sum.

Zatimco u bindrnich smési kationtovych porfyrint
a matrice PLGA majici a-helikalni konformaci byl pozo-
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rovan dobie reprodukovatelny signal ECD v oblasti ab-
sorpénich  Soretovych pasti kationtovych porfyring,
v ptipad¢ konformace PP-II se spektrum ECD pohybuje na
urovni Sumu, ktery je zplsobeny vysokou absorpci porfy-
rinu v této oblasti vlnovych délek. Z toho usuzujeme, Ze
indukce optické aktivity je podminéna konformaci matrice,
nikoli pouhou vazbou porfyrinu na chirdlni matrici, a do-
chézi tedy k pfenosu chiralni informace z matrice na por-
fyrinovou ¢ast komplexu.

Vznik ternarnich komplexti byl studovan pro obé
konformace polypeptidové matrice. Titrace binarnich
komplexti PLGA a kationtového porfyrinu aniontovym
porfyrinem TPPS pii pH 9, kdy polypeptidova matrice ma
konformaci PP-II, nevede ke vzniku indukovaného cirku-
larniho dichroismu. Odtud plyne, Ze ke vzniku ternarniho
chirélniho komplexu za téchto podminek nedochazi.
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Obr. 2. ECD spektrum PLGA; pH 3,75 (1), pH 9 (2)
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Obr. 3. ECD spektra komplexu PLGA s kationtovymi porfyri-
ny; [P)/[D]=50, pH 4,5; PLGA-CuTMPyP (I), PLGA-TMPyP
(2), PLGA-TATP (3)
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Obr. 4. ECD spektra ternarnich komplexi PLGA-kationtovy
porfyrin-TPPS; ¢(PLGA)=2-10" mol 1", c¢(kationtovy porfy-
rin) = 4-10°° mol "', pH 3,6; pomér [TPPS]/[kationtovy porfyrin]
= 1:1. Kationtovy porfyrin: CaTMPyP (7), TMPyP (2), TATP (3)

Dalsi spektralni studie vzniku ternarnich komplexd
byla provedena pro vSechny tfi kationtové porfyriny pfi
pH 3,6, kdy se polypeptidovd matrice nachazi v a-heli-
kalni konformaci, a pfi koncentracich ¢(PLGA) = 2:10™*
mol 1", c(kationtovy porfyrin) = 4-10° mol I"" (obr. 4).
Tyto podminky se ukazaly pro vznik komplexu optimal-
ni'?. Pii pouziti kationtovych porfyrini TMPyP a CuTM-
PyP se pozoruje zfetelné spektrum ECD, pti¢emz induko-
vana optickd aktivita vzniklého komplexu je pfiblizné¢
30krat vyssi u méd’natého porfyrinu. To potvrzuje existen-
ci vysoce uspotfadanych stabilnich supramolekularnich
komplexti mezi molekulami CuTMPyP a TPPS (cit."?).
Ze spekter na obr. 4 je zfejmé, Ze za stejnych podminek
dochéazi k ptenosu chirality také prostfednictvim porfyrinu
TMPyP. Indukovana opticka aktivita je vSak v tomto pfi-
padé vyrazné mensi nez v ptipadé méd’natého porfyrinu
CuTMPyP. TATP za danych podminek zZadné indukované
chirdlni uspofadani aniontového porfyrinu v komplexu
neumoziuje.

Zavér

Pomoci spektroskopie cirkularniho dichroismu v UV
a viditelné oblasti byly studovany podminky prenosu chi-
ralni informace z chirdlni matrice na pivodné achiralni
kationtové a aniontové porfyrinové derivaty. Byly naleze-
ny optimalni podminky pro vznik chirdlniho komplexu
kationtového a aniontového porfyrinu s usporadanim por-
fyrinovych jednotek vychézejicich z geometrie matrice.
Pro binarni komplexy byl prokéazan ptenos chiralni infor-
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mace z o-helikalné¢ usporfadané matrice kyseliny polyglu-
tamové na tfi kationtové porfyriny CuTMPyp, TMPyp a
TATP. V ptipadé, Ze se polyglutamova kyselina nachazi
v konformaci PP-II, se Za4dny signal indukovaného cirku-
larniho dichroismu nepozoruje a tedy porfyrinové moleku-
ly jsou navdzany neuspofadané.

U ternarnich smési polyglutamové kyseliny, anionto-
vého porfyrinu TPPS a kationtového porfyrinu bylo zjisté-
no, ze optimalnim kationtovym porfyrinem pro vznik chi-
ralniho ternarniho komplexu na polyglutamové matrici je
metalovany derivat CaTMPyP. Pfi pouziti nemetalované-
ho porfyrinu TMPyP chiralni ternarni komplex také vzni-
k4, intenzita cirkularné dichroickych pasi je vSak fadove
nizsi.

Tato prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze a télovychovy CR v rdmci projektii MSM
6046137307 a OC-135.
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O. Julinek® and M. Urbanova® (“ Department of
Analytical Chemistry and " Department of Physics and
Measurements, Institute of Chemical Technology, Prague,
Czech Republic): The Study of Induced Circular Di-
chroism in the Porphyrin-Poly(L-glutamic acid) Com-
plexes

The formation conditions for the binary complexes
composed of poly(glutamic acid) and cationic porphyrins
5,10,15,20-tetrakis {4-[ (trimethylammonio)methyl]phenyl}
porphyrin tetrachloride (TATP), 5,10,15,20-tetrakis(1-
-methyl-pyridinum-4-yl)porphyrin (TMPyP) and its Cu(II)

249

Cena Merck

derivative (CuTMPyP), and the ternary complexes com-
posed of poly(glutamic acid), the same cationic porphyrins
TATP, TMPyP and CuTMPyP and anionic porphyrin
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrin were stu-
died by electronic circular dichroism spectroscopy. The
binary chiral complexes are formed if any of the three
cationic porphyrins is used and the polypeptidic matrix
possesses the a-helical structure. The ternary chiral com-
plexes are formed if the matrix exhibits a-helical structure
and cationic porphyrins TMPyP or CuTMPyP are used.
When the metal porphyrin is used, the intensity of circular
dichroism bands in spectrum is one order higher.



