Chiroptické metody




Spektralni metody - porovnani

Metoda

pouziti

Absorban €ni spektroskopie v oblasti UV-Vis
(UV-Vis)

Koncentrace latek, interakce molekul, zmény
konformace

Infra €ervena spektroskopie (IR)

Identifikace latek, sekundarni struktura

Luminiscen €ni spektroskopie

Koncentrace latky, interakce molekul, méfeni
vzdalenosti mezi molekulami (FRET)

Chiroptické metody: ORD a CD

Uréeni sekundarni struktury, isomery

Hmotnostni spektrometrie

Molekulovd hmotnost, uréeni struktury molekuly
(Castecné)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Struktury molekul, sekundarni struktura

Elektronova paramagneticka rezonance (EPR)

Struktura specifickych mist v molekulach, radikaly

Rentgenova strukturni anlyza (X-ray)

Struktura krystalickych latek

Ramanovska spektroskopie

Struktury specifickym mist v makromolekulach,
analyza povrchu, identifikace latek




Opakovani
|IZOMERY

slowteniny, které maji stejny chemicky vzorec

STEREOIZOMERY

izomery, které se navzajem liSi jen v orientaci atanprostoru. Atomy jsou v
molekule spojeny ve stejném sledu. Existuji dva typy

stereoizomar - (1) enantiomery a (2)diastereomery

(1) ENANTIOMER = . izomerni slodenina, jejiz vzorec

nemiize byt preveden (bezieruseni vazby) na 8yzrcadlovy obraz
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RACEMICKA SMES
snes slozena ze stejného mnozstvi (50/50) enantidmer

Neni opticky aktivni. Fyzikalni i chemicke vlastnosdcemické srési jsou
casto mirg odliSné od vlastnostistych enantiome.

(2) DIASTEREOMERY

stereoizomery, které nejsou svymi zrcadlovymi obr&sji podobné, ale ne
identické chemické vlastnosti (stejné funk skupiny), odliSné fyzikalni
vlastnosti.
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Asymetricky uhlik

« VétSina opticky aktivnich latek ma asymetricky uhlik (Ctyfi odliSné
substituenty)

* neplati vzdy: jsou znamy i molekuly s asymetrickymi C, které nejsou
opticky aktivni, protoze maji rovinu, nebo stfed soumeérnosti,
naopak, nékteré opt.aktivni latky asymetricky uhlik nemaji a jejich
aktivitu pusobi asymetrie celé molekuly. Napr.derivaty bifenylu,
allenu, kde jsou roviny dvojnych vazeb k sobé kolmé.

e Pravidlo: ma-li slou¢enina n stfedu chirality, ma 2" stereoizomeru a
2"/2 dvojic antipodu.

L-fenylalanin s asymetrickym C




Opticky aktivni latky

podle staceni roviny polarizovaného svétla rozliSujeme latky na
levo- a pravotoCive (L a D).

pravo- a levotoCive izomery se nazyvaji enantiomery (optické
antipody)

smes enatiomeru v pomeru 1:1 — racemicka smes (opticky
neaktivni)

opticky aktivni latky jsou Casto organicke molekuly s asymetrickym
uEhkem ale existuje i cela fada anorganickych latek s optickou
aktivitou

biopolymery (proteiny, peptidy, NK) jsou opticky aktivni jak diky
opticke aktivite zakladnich stavebnich jednotek (cukry,
aminokyseliny, atd.), tak hlavné diky vysSSim strukturam, které jsou
schopny v prostoru zaujimat



&=

Dva izomery téze latky mohou mit zcela odliSné ucinky
— lepsi varianta

NH, O NH, O

L-arginin méa hofkou chut D-arginin je sladky



Dva izomery téze latky mohou mit zcela odliSné U

&=

INky -

Conterganova aféra

Thalidomid (obchodni nazev Contergan) —
tento l1ék byl zaveden do praxe v roce
1957 v Némecku. Byl indikovan téhotnym
zenam na prekonani nevolnosti a dalSich
obtizi (jako sedativum a hypnotikum). V
dasledku jeho uzivani se narodilo pfiblizné
12 tisic postizenych déti (chybégjici
koncetiny nebo usi). Teprve v listopadu
1961 si némecky pediatr Widukind Lenz
vSiml souvislosti mezi postizenymi détmi a
|ékem Contergan, kterym byly [éEeny
jejich matky.

R-isomer je sedativni, R-isomer je
teratogenni. Za fyziologickych podminek
navic dochazi k racemizaci.

Dnes je |ék opét pouzivan na Ié¢bu mnoha
zavaznych onemocnéni (lepra,
mnohocetny myelon, atd.)
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Princip chiroptickych metod

vyuzivame schopnosti opticky aktivnich latek staéet rovinu polarizovaného
svétla

svetlo je elektromagnetické vin  éni, které obsahuje dvé vinové slozky —
elektrickou (E) a magnetickou (M). Vektor E slozky kmita kolmo ke sméru
Sifeni svétla.

nepolarizované sv étlo — smér vektoru E se nahodile méni

linearn e (rovinn €) polarizovane sv étlo: elektricka a magneticka slozka
jsou na sebe kolmé, E kmita jen v jednom sméru (v jedné roviné)

kruhov é (cirkularn é) polarizované sv étlo — elektricky (i magneticky) vektor
kona rotacni pohyb (bud doprava, nebo doleva) ve sméru Sifeni paprsku



Princip

a) nepolarizované svétlo

b) rovinné polarizované svétlo



Rovinne a cirkularneé polarizované svetlo

Rovinn é polarizované svétlo je slozené z doprava (R) a
doleva (L) kruhov é polarizovaného svétla se shodnou
vinovou délkou (resp. frekvenci) a amplitudou.
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Rovinne a cirkularne polarizované svetlo

linearly polarized light
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circularly polarized light




Otacivost

opticky aktivni latky maji rtzny index lomu pro R a L slozky
polarizovaneho svétla (= rychlost svetla v tomto prostredi pro R
slozku je jina, nez pro L slozku, slozka pro kterou index lomu nizsi
se Sifi rychleji)

mezi slozkami vznika fazovy rozdil, protoze rychlejSi paprsek ma
vétsSi vinovou délku.

vektorovy soucet obou slozek dava rovinu polarizovaného svétla
pootocenou doprava, nebo doleva

fazovy rozdil a Uhel otoCeni roviny polarizovaneho svétla je pfimo
umérny poctu opticky aktivnich molekul v draze paprsku

= [a]?%, 1 ¢

a = uhel otoCeni roviny polarizovaneho svétla

| = tlouStka opticky aktivni vrstvy (v dm)

¢ = koncentrace latky v g/cm3

[a]?°, = mérna otacivost pro danou latku a vinovou délku, t = 20 °C



DalSi vztahy

« otacivost je zavisla na teploté (s rostouci teplotou klesa)

[alt, = []2°c + k (t — 20)

e pracujeme-li v Sirokém koncentracnim rozmezi, tak plati:

[a]t, = A+ Bc + Cc?



Polarimetrie

» VeétSinou se uvadi pro zareni vinovou délkou dubletu sodikové
vybojky (D) — 589 nm

« polarizované svétlo vznika pfi odrazu, lomu, dvojlomu, absorpci,
pomoci polarizatord, atd.

» u klasickych polarimetrd je to zpravidla dvojlom na nikolu (islandsky

vapenec) ¥
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Polarizace svétla odrazem



Dvojlom

V opticky stejnorodem prostredi se svetlo Sifi
vSemi smery a stejnou rychlosti, ale krystaly
nékterych latek jsou z hlediska Sifeni svétla
nestejnorodé rychlost svétla v ruznych
smeérech ruzna. Jestlize na takovy krystal
dopada svétlo, nastava dvojlom . Svételny
paprsek se na rozhrani s krystalem rozdéli
na dva paprsky: paprsek mimo radny a
paprsek Fadny. Oba paprsky jsou linearné
polarizované.

NejznaméjSim mineralem s touto vlastnosti
je islandsky vapenec, ktery tvofi Ciré a ¢asto
pomérné velké krystaly. Polozime-li krystal
na kresbu uvidime ji zdvojené (obr.). to je
zpusobeno zdvojenim paprsku.

Islandsky vapenec



Polarizace absorpci svetla

« V technické praxi se k polarizaci svétla pouzivaji
specialni polariza €éni filtry (polaroidy). Jsou zhotoveny
z plastického materialu, ktery obsahuje latku s pomérné
dlouhymi molekulami (polymery). Ty jsou vhodnym
technologickym postupem srovnany, tak ze osy molekul
jsou rovnobézneé. Proto kdyz svétlo prochazi
polarizaCnim filtrem je elektricka slozka sveételného
vinéni, kterd neni kolma na osy molekul ve filtru filtrem
neprochazi. To znamena, ze polaroid prochazejici svétlo
zeslabuje.




Fotografovani s polarizacnim filtrem

Polarizac¢ni filtry odstranu;ji
polarizované svétlo

Polarizované svétlo miZze vznikat:
odrazem od lesklého povrchu,
pruchodem materialem, ktery
polarizuje svétlo, rozptylem svétla,
lomem svétla, absorpci.

Proto polariza¢ni filtr na fotoaparatu
muZze: odstranit odlesky, zvySuje
sytost barev, ztmavuje oblohu,
odstranuje z fotografie opar na
obzoru, atd.

Polariza €ni filtr funguje nejvice
tehdy, je-li nami fen kolmo ke
slunci . Naopak pokud

polariza €ni filtr nami Fite ve
sméru rovnob ézném jako

slune €ni sv étlo, ma nulovy efekt .
V praxi tedy polarizaéni filtr nema
efekt, pokud fotite proti Slunci a
nebo ve sméru slunec¢niho svitu.

http://www.fotoradce.cz/polarizacni-filtr-tajemstvi-uspesnych-fotografu-1-dil-clanekid301



Analyzatory

» Polarizované svétlo se nijak od svétla pfirozeneho nijak nelisi.
K tomu abychom urcili orientaci roviny polarizovaného svétla
musime zarizeni zvané analyzator . Ten tvofi opét vhodny
polarizaCni prostfedek, ktery propousti svétlo jen s urcitou orientaci
kmitoveé roviny.

e Podstata funkce analyzatoru a polarizatoru . Pokud jsou
Stérbiny polarizatoru | analyzatoru rovnobézné svétlo prochazi.
Pokud nejsou Stérbiny rovnobézné svétlo neprochazi a analyzator
se jevi jako temny (obr.)

Model polarizatoru a analyzatoru



Princip polarimetru

Polarizované sveétlo se pouziva ke zkoumani opticky aktivnich latek.
To jsou latky, které maji schopnost stacet rovinu polarizovaného
svétla. Mezi opticky aktivni latky muzeme zaradit roztok cukru,
bilkovin, oleje apod. Staceni kmitoveé roviny polarizovaného svétla
méfime polarimetrem . Pfirozené svétlo se nejprve polarizuje
polarizatorem P, prochazi opticky aktivni latkou L a vstupuje do
analyzatoru A. pred vlozenim latky do analyzatoru jsou roviny A a P
zkfizené, takze zorné pole je temné. Po vlozeni latky se zorné pole
rozjasni a otaCenim analyzatoru se vyhleda poloha, pfi niz je pole
analyzatoru opét temné. Uhel otoéeni analyzatoru se odeéita na
stupnici S. Uhel sto&eni roviny polarizovaného svétla je pfimo imérné
koncentraci aktivni latky v roztoku.

Princip polarimetru



ORD

» Opticka Rotacni Disperze (ORD) — zavislost velikosti optické aktivity
(zavislost uhlu stoceni) na vinové délce
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Cotonuyv efekt

[a]

\/}\

Molekuly nemajici chromofory, které by absorbovaly pfi danych vinovych délkach maji
ORD kfivky s monotonnim prubéhem (se zvySujici se A kleséa [a])

Opticky aktivni molekuly s vhodnymi chromofory mohou mit prabéh kfivky (zavislost
[a] na A) naruSeny prechodem pfes nulovou hodnotu a vykazovat maxima (anomalni
kiivka)

Jestlize kfivka napred kleséa a potom stoupa, pak mluvime o pozitivnim Cottonové
efektu

U negativniho Cottonova efektu kfivka nejdfive stoupa a potom klesa



CD

Cirkularni Dichroismus (CD) — jestlize absorpce R lauhow polarizované slozky
zaeni opticky aktivni latkou jetizna.

krivky CD spektrometrie vyjatji zavislost rozdilu molarnich absdérgch
koeficientl pro L a R sldku na vinove délce

Jednotkale = g —€4

Jina jednotka je (molarni) elipticit®]

Prepaet mezi elipticitou a\e: [6] = 3298,2A¢

Jednotka @] : stupre elipticity

€ + &g

&L —ER



Vyuziti CD
« konformacni studia peptidu, proteinu, DNA

« studium denaturace biopolymeru (tepelna, chemicka, atd)

e studium strukturnich zmén

CD =signal
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Vyuziti CD pro studium
sekundarnich struktur proteinu

typy proteinovych
struktur

Sekundarni struktura proteinu
(hlavné vzdalena UV oblast):
zpravidla kombinace ruznych
zakladnich sekundarnich struktur
- alfa helix, paralelni,
antiparalelni, ,beta sheet*
(skladana struktura), ,turn“ a
dalSich...

méfime hlavné v blizke UV
(dusikova atmosféra)

myaglakin

hen lysazyme
triosephosphate isomerase
chiymotrypsin

1 L 1 1 1 1 1 1 1
180 200 220 240 260
Wavelength {nm’




Studium sekundarni struktury
proteinu — ,Cista" spektra

wavelength nn

CD spektra ,cistych” (pure) sekundarnich struktur proteind
(Brahms & Brahms, 1980)



Anafytica Chimaca Acts G4 (2009} 117126

Contents lists availeble at Sciencelirect

Analytica Chimica Acta

journel homepege: www . elsevier.com/locatalaca

Classification of nucleic acids structures by means of the chemometric analysis of
circular dichroism spectra

Joaguim Jaumot?-*, Ramon Eritja®, Susana Navea©, Raimundo Gargallo?

3 [epariment of Amahytico? Chemislny, Universimi de Barcefona, Diogone 647, Soroeloma E-O80LA, Spoin
" Meparrtreant of Stracturn? Modegy, [RMI-CRIC. Jordi Girone 18-26, Bereefong E-O8034, Spain
“Accionr Agur, AV de les Gonpnes 27, El Pon de Llodregat E-O8820, Spain

ARTICLE TNFO ABSTRACT

Article hishary. DMA can adopt structures in solution apart from the well-known Watson-Crick double heli ranging from
Regeived 2 September 2008 disordered single strands to high-order structures such as triplexes or quadruplexes. Moreover, different
Reoeived in revisad form 1S December 2008 topologies can be adopted depending on the polarity of the DMA strands, The elucidation of the structure

Acrepied 24 December 2008

Availabie crkine 10 [anuary 2008 and topology adopted by a DMA sequence i wsually carried out by means of spectroscopic technigues,

such as circular dichroisme
In this work, the ability of several chempmetric methods to efficiently classify DNA structunes from
circular dichroism data is tested. With this objective in mind, a dataset including 50 experimental spectra
coresponding to different DMNA stroctures {random coil, duplex, hairpin, reversed and normal triplex
parallel and antipamalle] G-guadrupkex, and i-motif) has been analyzed by means of unsupervised hierar-
chical clustenng analysis, pnncipal component analysis and partial least squares discriminant analysis.
The resulis have shown than those methods allow efficiently the classification of DMA structures from
circular dichroism spectr. Maoreover, these dassification methods also provided the most characteristic
wavelengths used in the classification procedures,
& 2009 Elsevier BY. All Aghts reserved.




Struktura DNA —
analyza pomoci CD

Ukazky spekter a struktur
DNA a oligonukleotidu
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a) Duplex-dvousSroubovice (antiparalelni, intermolekularni), b) hairpin-vlasenka (antiparalelni, intramolekularni), c) triplex

(paralelni, intermolekularni), d) G-kvadruplex (antipalarelni, intramolekularni), e) i-motiv (intramolekularni)



Neobvyklé struktury DNA
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CD: vyhody x nevyhody

- neni v uréovani sekundarni struktury tak
specificka jako NMR, nebo RTG strukturni
analyza (proteinova krystalografie)

+ moznost pouziti pri ruznych podminkach
(roztoky, teplota, pH)

+ komplementarita k metodam, kdy je mozné merit
jen vzorky v pevne fazi



Spektroskopie: CD, UV-Vis a
fluorescencni

Modes of operation
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M. Vives, R. Gargallo, R. Tauler Analytical Biochemistry, 291, 1-10, 2001



partly cloudy

colour photograph

polarization p

degree of linear

°3
Zé
Top images show the Arctic sky on day of (a) fog, (b) sun, and °
(c) clouds. Images d-f show patterns of the degree of linear -
polarization. The faint gray line delineates between the sun and .
the anti-sun. The direction of polarization is perpendicular to the = §
plane of scattering determined by the sun, the observer and the " 3

celestial point observed. Readings from two different points in
the sky allow one to draw circles passing through these points
perpendicularly to the direction of light polarization, and the

degree of linear 4 \
circles intersect at the sun and anti-sun. The angle of n%?mo% "-“"’"
. . . . . . polanzation p 1357 135"
polarization can be seen in images g-i. Click to enlarge Boverexposed e T

angle of polarization
from the local meridian

http://www.livescience.com/1320-vikings-navigated-cloudy-days.htmi



Fluorescencni anizotropie
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