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7.1 Capillary electrophoresis (CE)

The distribution of charged analytes in an electric field according to their electrophoretic mobilities
is the basic separation principle common to all electromigration separation methods. Usually, the
separation process is performed in a narrow bore silica capillary (inner diameter about 10-100 um)
permitting the application of high voltage and demanding only small volumes of the sample contai-
ning low concentrations of analytes. Due to the idea of a usage of narrow capillaries the capillary
electromigration techniques generally does not suffer from long analysis times, low efficiencies,
and difficulties in detection and automation.

7.1.1 Capillary zone electrophoresis (CZE)

The following text will be focused on capillary zone electrophoresis (CZE) which is the most ex-
ploited technique of CE in practice. CZE is an analytical technique for charged analytes, which
move in the electric field in a capillary and form the migrating zones according to their electropho-
retic mobilities. The electrophoretic migration of charged analytes usually takes place in a buffer
that is called the background electrolyte (BGE). The UV/VIS spectrophotometer is mostly used for
detection of separated zones, but also other detection methods are often applied (conductivity, fluo-
rescence, mass spectrometry detection).

7.1.1.1 Electrophoretic mobilities
As is clear from the definition, electrophoretic mobility plays a key role in all electrophoretic sepa-

rations. The electrophoretic mobility of i-th ion ; is defined as

u =— (7.1)

where v; is the velocity of i-th ion and £ is the electric field strength. The formula expressing the
mobility of the ion in terms of physical parameters can be derived at stationary conditions, when
the migration velocity is constant, as
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where e is the elementary charge, # is the viscosity coefficient of the medium and »; means the Sto-
kes radius of the ion. The radius 7; is actually the radius of the spherical ion including the solvent
shell surrounding the charged particle.

In a real solution the electrostatic (Coulombic) forces between ions play a role, and con-
sequently the mobility is also a function of ionic strength of the solution. The ionic mobility in the
solution at a given ionic strength is the actual mobility u,.; . The actual mobility generally increa-

ses with decreasing ionic strength and at infinitive dilution (at zero ionic strength) attains a value,
which is called the limiting mobility uy,;. It is the physical constant dependent on the solvent and

temperature; it is usually found in standard tables. The effective mobility u.4was introduced for the
compounds consisting of more than one form among which the fast equilibrium is established. The
effective mobility represents the migration of the whole compound and is given by
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where c is the analytical concentration of the compound.

7.1.1.2 Electroosmotic flow
A fundamental and very important aspect in open tubes is electroosmosis, or electroosmotic flow

(EOF), which originates from the surface charges on the inner capillary wall and causes a flow of
liquids in a capillary in the electric field.

The surface charge may stem from the ionization of the solid interface and also from the
absorption of ions from the electrolyte on the surface. This charge is in the solution compensated
by the ions of opposite charge so the electric double layer is created.

The most commonly used capillaries in capillary electrophoresis are made from fused silica.
Depending on the pH of the BGE, silanol groups can be ionized. In water solutions they are positi-
vely charged at pH ~1, neutral at pH ~2 and negatively charged at pH >2. The opposite charge of
the diffuse layer causes the motion of the whole solution towards the appropriate electrode. The
EOF drifts all the ions and neutral species with the same velocity, so from the viewpoint of sepa-
ration it is non-selective, but it considerably influences the velocity of the analytes.

7.2 Stability constant

7.2.1 Determination of physicochemical parameters by CZE

CZE can serve not only for the separation of the analytes in the sample, but also can be used as an
easy and accurate method for determination of physicochemical characteristics of ionisable com-

pounds (dissociation constant — dissociation equilibria, stability constant — complexation equilibria,
mobility and other related properties). These parameters are important for the choice of a suitable
BGE for the separation and/or enantioseparation of various components as well as they serve as
necessary input parameters for all theoretical models of electromigration.
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7.2.2 Complexation and stability constant

Complexation is a general concept involving, among others, complex formation (affinity) of an
enantiomer to a suitable chiral selector. Enantiomers do not differ in their electrophoretic mobility
in the free solutions. This means that they are unresolvable in an ideal free solution. Thus, to obtain
chiral separations one needs a chiral selector which can recognize both enantiomers stereoselective-
ly. A migration mechanism should be realized through the capillary, which enables to differentiate
between the mobilities of free and bonded analytes effectively. Many chiral separations have been
described in buffer solutions containing various chiral selectors, or in coated capillaries with a chi-
ral selector.

The important parameter describing the formation of complex AC from free analyte A and
complexing agent (ligand) C is the stability constant (affinity, association, binding, complexation,

formation constant). Schematically, the complexation equilibrium for the most common 1:1 stoi-
chiometry can be expressed as

A+C=—AC (7.4)

with the corresponding thermodynamic stability constant K defined as

K = %ac_ (7.5)

where a stands for the activities of the species. In the majority of the published papers, the thermo-
dynamic stability constant is replaced by the apparent stability constant, K’, in dm® mol”, where the
activities are replaced by the molar concentrations

[AC]

[Alfc]

According to Eq. (7.6), K’ depends on the ionic strength of the solution. Thus, it is important to

K'= (7.6)

distinguish between the two quantities, K and K’ . As mentioned above, 1:1 stoichiometry is en-
countered most commonly in the interacting systems. In the case of a more complex stoichiometry,
the quantity known as nonspecific apparent stability constant, nK’, is to be considered. Here # is
used for the number of the binding sites.

7.2.2.1 Techniques used for the determination of stability constants

Several techniques are available to investigate analyte-complexing agent (ligand) interactions.
From the techniques available and suitable for the determination of stability constants, capillary
zone electrophoresis becomes very often the technique of the choice. CZE offers a fully automated,
fast and reasonably simple experimental arrangement utilizing relatively cheap instrumentation
(e.g. in comparison with NMR). The advantages of electrophoretic techniques used for the deter-
mination of stability constants include : experimental speed, resolving power, and the consumption
of small amounts of analytes or ligands. Due to the separation ability of CZE, one can determine
the binding constants of multiple analytes to the ligand of interest in one experimental run. Several
modifications of CZE are regarded as suitable for the determination of stability constants — affinity
capillary electrophoresis (ACE), Hummel-Dreyer method (HD), vacancy affinity capillary electro-
phoresis (VACE), vacancy peak method (VP), frontal analysis (FA) and continual frontal analysis
in capillary electrophoresis (FACCE). In all cases, the concentration of one component is fixed,
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whereas the concentration of the other component is changed. The primary prerequisite is the
requirement of sufficiently different migration times between the free and the bound forms of one
of the species studied.

Some of the electrophoretic methods have the same experimental setups (ACE and HD or
VACE and VP) but differ in the experimental quantity used for the determination of the stability
constant. In ACE and HD, one of the interacting species is added to the background electrolyte and
the other one is injected. The methods differ in the parameter which is measured to obtain the bin-
ding constant. In ACE, it is the mobility of the injected species forming a complex with the com-
ponent present in the background electrolyte; in HD, it is the area of the vacancy peak of the com-
ponent added to the background buffer. Similarly, the methods of VACE and VP have identical
experimental setups: both interacting species are added to the background electrolyte (the concent-
ration of one is kept constant, the concentration of the other one is varied) and the neat buffer is
injected. In VACE, the change in the mobilities of the species due to complex formation are used to
calculate the binding constant. In VP, the area of the vacancy peak of the component added to the
background electrolyte is used for that purpose.

FA has a different experimental setup: the equilibrium between the analyte and the ligand is
established in the sample vial. After injection of the relatively large amount of the equilibrated
sample into the capillary filled with background electrolyte, the free and bound components are
separated. Injection of the large sample plug provides peaks with plateaus when the mobility of the
free analyte is sufficiently different from that of the ligand. The stability constant is calculated from
the plateau height of the free analyte, which is proportional to the concentration of the free analyte
in the original sample. The degree of binding can be determined by means of a calibration curve.

In contrast to all the CE techniques mentioned, FACCE involves continuous sample intro-
duction. The capillary is filled and equilibrated with the ligand-containing background electrolyte
before the sample (analyte + ligand) is introduced. The inlet of the capillary is then immersed into
the sample vial and the voltage is applied across the capillary to start the injection and separation
process. The separated analytes appear as progressive plateaus in the electropherogram.

Of all the electrophoretic techniques mentioned above, affinity capillary electrophoresis,
ACE, is the most frequently exploited technique, because it is used both for the determination of
the stability constants and for the separation of the enantiomers. The experiments can be realized
by one of two analogous settings: either the ligand is added to the running buffer and the analyte is
injected or vice versa. When assuming that the complexation process is much faster than the mi-
gration process and the stoichiometry is 1:1, the effective electrophoretic mobility of analyte A,

Mo > CAN be expressed as

[A] [Ac]
Hper = [A]+ [AC] U+ [A]+ [AC] Hac (7.7)

where u, andpu,. are the electrophoretic mobilities of the free analyte and the complex, respecti-

vely. The combination of the Eq.(7.6) and Eq.(7.7) gives the relation

Uy = Ha +/uACK/[C]
Al 1+K’[C]

(7.8)
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which can be used as a regression function in the nonlinear regression methods. Equation (7.8) can
also be rearranged into various linear forms used in the mobility ratio difference method (MR), the
double reciprocal method (DR), the y-reciprocal method (y-R) and the x-reciprocal (x-R) method.
The double reciprocal plot is also known as the Benesi-Hildebrand plot in spectrophotometry and
the Lineweaver-Burk plot in enzyme studies, while the x-reciprocal plot is called the Eadie plot in
enzyme kinetics and Scatchard plot in protein binding studies. The accuracy and precision of stabi-
lity constant determination methods by nonlinear regression was analyzed by many authors and it
was showed by Monte Carlo simulations that the stability constants obtained by nonlinear regressi-
on are more accurate and more precise than those obtained by the other methods.

7.3 Problems in the determination of stability constants

In general, the approaches providing stability constant values can be split into two groups: the ap-
proach is directly concerned with the determination of stability constants, while in the second
group, the approach is concerned with the successful enantioseparation and stability constants are
obtained as a “byproduct”. The authors in the second group usually concentrate on finding the op-
timum separation conditions and are not forced to (or care to) determine the ionic strength of the
separation buffer. Consequently, in many cases, the stability constants determined by these authors
are related to particular experimental conditions and can only serve as estimates of binding strength.

7.3.1 Ionic strength

As the apparent stability constants are strongly dependent on the ionic strength of the separation
media (c¢f. Eq (5) and Eq (6)), it is necessary to precisely define the composition of the running
buffers when thermodynamic binding constants are to be to obtained. Knowledge of the concent-
rations of all substances used to reach a desired pH in the background electrolyte is necessary for
the calculation of the ionic strength of the BGE. BGEs are often prepared by titration of a solution
to a desired pH value. However, in this approach the accurate composition of the BGE is unknown,
so the ionic strength of the BGE cannot be calculated. Often, BGEs with very high ionic strength
are used (e.g., to achieve a sufficient detector response), so the relevant corrections at high ionic
strengths may not be accurate. Not only the stability constants, but also the electrophoretic mobilities
used for the determination of the stability constants are dependent on the ionic strength of the BGE.

Some researchers tried to correct the electrophoretic mobilities and stability (or dissociation)
constants for the ionic strength of the background electrolyte. The situation becomes even more
complicated when the ligand is highly charged. Indeed, addition of a charged ligand to the sepa-
ration buffer considerably increases its ionic strength and calculation of the value of ionic strength
becomes problematic, especially for ligands (such as, e.g., randomly sulfated cyclodextrins) where
even the real charge number is unknown. Regrettably, the majority of researchers completely omit
the effects of ionic strength. Consequently, the stability constant values published by these authors
can serve only as a rough estimate of the binding interactions. Additionally, as it was pointed out
by many authors, high ionic strength of the running buffer leads to high electrophoretic current.
Subsequently, Joule heating causes a significant increase in temperature inside the capillary (espe-
cially, when the capillaries are in still air) which alters the electrophoretic mobilities of the investi-
gated compounds, and the calculated stability constants.
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7.3.2 Viscosity of the buffer

Changes in both the electrophoretic and electroosmotic mobilities are observed when the concentrati-
on of the ligand added to the buffer is increased, which causes a change in the viscosity of the BGE.

Several approaches were introduced for viscosity correction of the mobilities. The mobility
ratio method, which relates the apparent electrophoretic mobility of the analyte to the mobility of
electroosmosis and does not require direct measurement of buffer viscosity is the preferred one.
Some of the researches used adjusted electrophoretic mobilities obtained by multiplying the expe-
rimental mobilities by the ratio of the current obtained with and without the buffer additive. In so-
me papers the authors employed a viscosity correction marker and the viscosity correction factor v

was then calculated as v =t¢, /¢, , where ¢, and 7, stand for the migration times of the viscosity cor-

rection marker in the presence and absence of the BGE additive, respectively. This approach pre-
sumes that the electroosmotic mobility depends only on viscosity. The viscosity correction marker
must be carefully chosen not to interact with the ligand, with the capillary wall, etc.

7.3.3 Electroosmotic flow

The fluctuation of the electroosmotic mobility is important to consider when determining the
electrophoretic mobilities of compounds. In order to obtain reproducible electroosmotic flows, the
inner capillary surface must be in most cases conditioned. An EOF marker used for determination
of the electroosmotic mobility must be chosen to be absolutely neutral in the working pH range and
not to interact with the ligand used. The presumption of negligible EOF in uncoated capillaries
used in the acidic pH range as done by some authors should be applied very cautiously. The appro-
ach used in, where the authors obtained the EOF mobility by the aid of an ion not binding to the
ligand and migrating closely to the investigated species is more accurate.

7.3.4 Data evaluation and detection

Since computer programs for regression of experimental data by nonlinear curve fitting are readily avai-
lable nowadays, the nonlinear regression of experimental data evaluation should be recommended.

Due to the limited sensitivity of some of the CE detectors, highly concentrated BGEs were
sometimes used. The lack in sensitivity and impossibility of characterization and identification of
analytes provided by standard CE systems equipped only with UV detectors has been significantly
improved by using CE systems coupled with mass spectrometric (MS) detectors or by instruments
equipped with conductivity detectors.

7.4 Concluding remarks

We are fully aware of the limitations which hamper the procedures used for the determination of
stability constants. Our intention was review the literature and point out the problems which can
significantly decrease the accuracy and reliability of stability constants and which, in some cases,
make the values determined by some authors almost unusable. According to our experience, accu-
rate determination of physico-chemical parameters is often accompanied by serious problems,
which cannot be solved easily. In our opinion, authors engaged in the determination of stability
constants by CE methods should focus on (i) accurate determination of the composition of the
BGEs, (ii) calculation of the ionic strength of the BGE (ionic strength should be as low as possi-
ble), (iii) corrections for the ionic strength effects, (iv) corrections for the viscosity changes and (v)
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choice of a suitable EOF marker. With these requirements in mind, one can conclude that almost all
stability constants published in literature have smaller or greater errors and, in some cases, can
hardly be compared with each other.
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Chiroptické metody, cirkularni dichroismus (CD) a opticka rota¢ni disperze (ORD), ktera je pozo-
rovana jako opticka rotace, pokud je experiment proveden pii jediné vinové délce, piedstavuji chi-
ralni varianty bézné konvencéni absorp¢ni spektroskopie a métfeni indexu lomu. Narozdil od téchto
metod, vyuzivaji polarizované svétlo a podstatné rozsifuji informace, které tyto spektroskopické
techniky poskytuji za cenu toho, Ze je lze aplikovat pouze na chirdlni vzorky. Zatimco absorpcni
spektroskopie se v prib&hu let vyvinula v obecny analyticky nastroj pro vyzkum chemickych elek-
tronovych a vibrac¢nichvlastnosti molekularnich systéma, chiroptické metody se specializovaly na
vyzkum trojrozmérného stavu hmoty, ktery umoznuji studovat s velkou citlivosti a pii soucasné
rozmanitosti dostupnych chiroptickych postupil i s pfijatelnym rozliSenim a selektivitou. Chiralni
objekty absorbuji levotoCivé a pravotocivé kruhové polarizované zafeni lehce rozdilnou meérou.
Tento jev je podstatou cirkularniho dichroismu a stal se zdkladem vétSiny rozsifenych chiroptic-
kych metod. Existuji ale i dalsi chiroptické metody, které jsou rovnéz zaloZeny na interakci chiralni
hmoty s kruhové polarizovanym svétlem: opticka rotacni disperze je zalozena na zcela analogic-
kém rozdilu v lomu levotocivé a pravotocivé kruhoveé polarizovaného svétla v chiralnim prostiedi,
Ramanova opticka aktivita méfi obdobnou diferenci Ramanova rozptylu a cirkularné polarizovana
luminiscence sleduje rozdily v emisi svétla chirdlnim vzorkem.

8.1 Zakladni veli¢iny

Chiroptické metody pouzivaji fyzikalni veli¢iny odvozené z konvenénich nechiralnich variant téch-
to metod. CD spektroskopie méfi rozdil v absorbanci pro levotocivé a pravoto¢ivé kruhové polari-
zované svétlo. VeliCiny uzivané v absorpcni spektroskopii jsou proto v CD spektroskopii nahrazeny
jejich diferencemi. Definice, vztahy a jednotky uzité v CD spektroskopii jsou uvedeny v tab. 8.1.

Navic, jako dusledek cirkularniho dichroismu je linearné polarizované svétlo preménéno ve
svétlo elipticky polarizované (viz obr. 8.1). Relevantni fyzikalni veliCina, -elipticita,
0 = arc tan (b/a), kde b a a jsou délky poloos elipsy opisované svételnym paprskem, koresponduje
s diferenci v absorpci a predstavuje alternativni moznost jak cirkularni dichroismus vyjadfit jako
fyzikalni veli¢inu. Odpovidajici vztahy jsou rovnéz uvedeny v tab. 8.1. V podstaté z tradicionalis-
tickych diivodl jsou CD data malych organickych molekul obvykle uvadéna jako rozdily v absor-
banci, zatimco zejména elektronovd CD data biopolymerti jsou Casto uvadéna v elipticitach. Vyse
uvedené veliCiny se uzivaji jak ve viditelné a ultrafialové spektralni oblasti tak v oblasti infracervené.
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Tab. 8.1:  Velic¢iny a jednotky uzivané v konvencni a chiroptické spektroskopii

Veli¢ina Definice a vztahy Jednotky

Absorbance A(v) = logo (Io/]) bezrozmérna
I — intenzita svétla vstupujiciho do kyvety,

I — intenzita svétla opoustéjiciho kyvetu

Molarni absorpéni e(v) =A(/cl L mol” cm™
koeficient ¢ — molarni koncentrace (mol L), / — délka kyvety

(cm)
Cirkularni dichrois- AA(v) = AL (V) — Ar(V), AL(V), Ar(V) bezrozmérné
mus absorbance pro levotocivé a pravoto¢ivé kruhove

polarizované svétlo
Molérni CD Ae(V)=AA(V)/cl L mol” cm™
Elipticita A v)=32 980 AA(v) mdeg
Molérni elipticita [A(v)= AW/(10 c ] deg cm*dmol™

Obr. 8.1:  Vznik cirkularniho dichroismu, eliptickd polarizace svétla

8.2 Méreni chiroptickych vlastnosti

Skutecnost, ze chiropticka spektra jsou spektra diferencni nabizi teoretickou moznost jejich méteni
jako prostou diferenci dvou spekter ziskanych pti dvou opaénych polarizacich dopadajiciho kruho-
v¢ polarizovaného zaieni. Tento koncept je ve velmi sofistikované digitalni podobé vyuzivan pii
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meéteni ROA spekter. Avsak signal cirkularniho dichroismu je typicky o 3-5 fadi slabsi nezli odpo-
vidajici signal absorpcni a tato relace je dodrzena ve vSech variantach chiroptické spektroskopie.
Ptimé méfeni neni proto hlavné z divodi instrumentalniho driftu praktické (vyzadovalo by net-
nosn¢ vysokou stabilitu spektrometril) a pro experimenty je tieba vyuzit specializovanéjsich tech-
nik a pfistroji (obr. 8.2). Polariza¢ni optika typického CD spektrometru pracuje s linearné polari-
zovanym paprskem, ktery se stfidavé pfevadi na pravotoCivé a levotociveé kruhové polarizovany
pomoci specializovaného optomechanického prvku — fotoelastického modulatoru. Tento proces
sttidani pravotoCivé a levotocivé kruhové polarizace probiha velmi rychle, typicky pfi frekvenci
nekolika desitek kHz a zmény intenzity svétla prochazejiciho opticky aktivnim vzorkem jsou elek-
tronicky vyhodnocovany ve fazi s okamzitym stavem fotoelastického modulatoru. K tomu slouzi
dalsi specializovany tentokrat elektronicky prvek, synchronni detektor — lock-in amplifier. Svétlo
o periodicky se ménicim stavu polarizace, ale s konstantni intenzitou se v opticky aktivnim pro-
sttedi vzorku méni na svétlo modulované i v intenzité¢ s velikosti a fazi odpovidajici mohutnosti
a smyslu optické aktivity vzorku. Chiroptickou reakci vzorku na ob& opacné kruhové polarizace
pusobiciho paprsku tedy ziskavame prakticky soucasné a zaroven piimo, nejsme nuceni vyhodno-
covat malé rozdily velkych ¢isel. Aby vystup ze synchronniho detektoru byl umérny cirkuldrnimu
dichroismu vzorku musime jej jesté normalizovat signdlem celkové transmise, ¢ehoz je mozné
doséhnout riiznymi zptlisoby, jak je to pro konkrétni uspotadani experimentu vyhodné. Doposud
jsou chiroptické spektrometry komercné dostupné pro dveé spektralni oblasti: ultrafialovou-
viditelnou (UV-vis) a infra¢ervenou (IR). V obou spektralnich oblastech se vyuziva uvedeny prin-
cip méfeni jak pro skenujici ptistroje opatfené monochromatorem tak pro FT spektrometry vyuzi-
vajici interferometrti. CD métené v oblasti UV-vis se nazyva elektronové CD (ECD nebo jen CD),
protoze se zde prevazné zabyvame chiroptickymi vlastnostmi spojenymi s elektronovymi ptrecho-
dy, zatimco CD méfené v infraCervené spektralni oblasti nazyvame vibra¢ni CD (VCD) — zabyva
se pfevazn¢ vibra¢nimi pfechody v molekulach. Posledn€ jmenovana spektralni oblast je v posledni
dob¢ dostupna zkoumani téZ pomoci Ramanovy optické aktivity (ROA). Lze fici, Ze pro CD a VCD
plati zcela analogické vyhody a omezeni které jsou typické pro pivodni achiralni varianty téchto
metod.

spektrometr |—— — S D

PEM

synchronni detektor
(lock—in)

l

normalizace, CD output

Obr. 8.2:  Zaiklad méieni cirkularntho dichroismu (P — polarizdator, PEM — fotoelasticky mo-
duldtor, S — vzorek, D - detektor)
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8.3 Strukturni parametry, teorie a vypocty

Vysledkem typického chiroptického experimentu je spektrum cirkuldrniho dichroismu. Sklada se
z jednotlivych dichroickych past presné analogicky tomu, jak se absorpéni spektrum sklada z pastu
absorpc¢nich. Individualni absorpcni a CD pasy jsou charakterizovany polohou jejich maxim (Amax,
Vmax) & intenzitou v maximu (4max, Admaxs €max> Aémax) Pokud pro tvar pasu predpokladame vhodnou
matematickou formu (Gaussiiv nebo Lorentziiv pas) ptibyva dalsi parametr — poloSitka pasu (A4,
Av). Avsak je zde jeden principialni rozdil: diferen¢ni povaha CD spektroskopie vede k tomu, ze
dichroické pasy mohou mit kladné i z&porné znaménko v zavislosti na absolutni konfigutaci studo-
vaného vzorku. V ramci jednoho spektra se tak typicky prekryvaji pasy kladnych i zapornych zna-
mének a v disledku toho vysledna obalova kiivka nemusi pfedstavovat jednoznac¢nou informaci
o vSech pasech, které jsou ptritomny.

Pro srovnani s teoretickymi veli¢inami ziskanymi vypoctem existuje numericky parametr
analogicky pro chiralni i konven¢ni varianty absorp¢ni spektroskopie. Je jim dipolova sila v ab-
sorpci D [C* m?] a opticka rotaéni sila R [CmJ T'=C*m’s"] pro cirkularni dichroismus. Obé&
veli¢iny mohou byt experimentalné¢ ziskany integraci plochy pod odpovidajicim pasem:

D= (3 In 10 ceph)/(tN4) | e(W)/(10v) dv =1.022 - 10°' [ e(v) dv
R=(3In 10 Peoh)/(4nNy) [ e(v)/(10v) dv =7.659 - 10 [ &(v) dv

kde g je permitivita vakua, Ny Avogadrova konstanta, ¢ rychlost svétla, 2 Diracova konstanta
(h/27) a & molarni absorp¢ni koeficient. V situacich, kdy z nejriznéjsich divodi nelze presné vyja-
drit koncentraci vzorku, je vyhodné chiroptickd spektra vyjadfovat jako pomér CD signalu k ab-
sorpci, tzv. faktor chirality (angl. dissymmetry factor) g = Ae/e = AA/A. Pomoci rotacni a dipolové
sily 1ze tuto velicinu vyjadrit jako g = 4R/cD.

Teoreticky vypocet cirkularniho dichroismu vychazi z vypoctu rotacni sily a fidi se Rosen-
feldovou rovnici: R =Im {u'". m"}, kde Im znamend imaginarni &ast skalarniho soudinu a vektory
' a m" jsou odpovidajici elektricky a magneticky tranzitni dip6lovy moment pro piechod ze stavu
i do stavu f. Mizeme si predstavit e vektor elektrického momentu u'* reprezentuje linearni posun
nabojového mraku v pribéhu prechodu (smér a velikost). Vektor magnetického tranzitniho mo-
mentu m'" pak predstavuje analogickou rotaci ndboje v pribshu piechodu. Z Rosenfeldovy rovnice
plynou dva dilezité zavéry: (a) protoze nabojova hustota je ur¢ena strukturou molekuly, je struktu-
rou molekuly urcena i rotacni sila a v dasledku toho i opticka aktivita v€etné cirkularniho dichro-
ismu; (b) Skute¢nost, Ze rotacni sila je dana jako skalarni produkt stanovi, ze rotacni sila je pseu-
doskalar, tj. kromé velikosti disponuje i znaménkem. Hodnota R neni dana pouze velikosti obou
tranzitnich momentt, ale také jejich vzajemnou orientaci — uhlem, ktery v prostoru sviraji. Odtud
pochazi enormni citlivost chiroptickych metod i k malym zménam geometrického usporadani stu-
dovanych systémul. A navic rotacni sila mize nabyt nenulovych hodnot pouze kdyz oba vektory
jsou zaroven nenulové a nejsou navzajem kolmé. Ve strukturnich terminech to znamena, ze nenu-
lové rotacni sily mohou odpovidat pouze chiralnim strukturam a také, zZe enantiomery pro odpovi-
dajici ptechody vykazuji navzajem opacné hodnoty rotacnich sil. Teoreticky vypocet cirkularniho
dichroismu jak elektronového tak vibracniho je na zdkladé Rosenfeldovy rovnice alespoii v princi-
pu pfimo proveditelny a je mozné simulovat teoreticka CD spektra. Moderni kvantovéchemické
programy obsahuji moznost takové vypocty provadét jak pro ECD tak VCD. Stale vsak tyto vy-
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pocty ziistdvaji pomeérné rozsahlé a narocné. Vypocet ROA je rovnéz proveditelny, je vSak obtiz-
néjsi, protoze pres formalni podobnost jde o principialné odlisny jev odrazejici predevsim polari-
zovatelnost molekul.

8.4 Varianty chiroptickych metod

Koncepcéné velmi jednoduchy chiropticky experiment predstavuje méfeni optické rotace vzorku, tj.
méteni uhlu stoceni roviny polarizovaného svétla pti prichodu opticky aktivnim prostiedim. Za
standardnich podminek je tento tthel charakteristickou veli¢inou a, pokud je vyjadien jako moleku-
larni vlastnost pti vhodné vinové délce (obvykle avSak nikoli nutné sodikové D-¢aie), predstavuje
dilezitou fyzikalni konstantu, ktera charakterizuje ptislusny chiralni material. Byly ¢inény pokusy
intrerpretovat tuto veli¢inu ve vztahu ke struktufe a je dokonce mozné ji teoreticky vypocitat. Op-
ticka rotace méfend v zavislosti na vinové délce se stava spektrem optické rotacni disperze (ORD),
kterou je rovnéz mozné ziskat teoreticky. Po jistou dobu byla spektra optické rotacni disperze hlav-
ni metodou méfeni chiroptickych vlastnosti pro ucely strukturni analyzy a byla Siroce vyuZzivana
zejména pii studiu opticky aktivnich ketonil. V dnesni dobé vSak byla viceméné opusténa a nahra-
zena spektry cirkularniho dichroismu, ktera jsou matematicky ekvivalentni (CD a ORD kiivky lze
prevadét jednu v druhou prostfednictvim Kronigovy-Krammersovy transformace), maji jednodussi
tvar a snadnéji se experimentalné ziskavaji. Cirkularni dichroismus at’ jiz elektronovy nebo vibrac-
ni poskytuje informace o trojrozmérné struktuie molekul v jejich zakladnim elektronovém stavu.
Experimentalni uspotradani pro méteni CD miiZze byt jednoduse modifikovano (pouze zménou kon-
figurace detektoru) pro zaznam cirkularniho dichroismu ve fluorescenci (tzv. FDCD — z anglického
fluorescence detected circular dichroism). Piestoze jde o rozdilnou metodu, poskytuje rovnéz ana-
logické informace — cirkularni dichroismus vzorku v zédkladnim elektronovém stavu. Je vSak mozné
méfit a interpretovat chiroptické vlastnosti vztazené k elektronoveé vzbuzenym staviim molekul —
cirkuldrné polarizovanou luminiscenci — CPL. V tomto ptfipad€ je vzorek excitovan nepolarizova-
nym zafenim a signal luminiscence je analyzovan na obsah kruhové polarizovanych slozek. Bylo
vyvinuto nékolik variant tohoto konceptu, avSak aplikace sméiuji spiSe k analyze elektronové
struktury excitovanych stavli nezli ke geometrické struktuie molekul. Chiroptické vlastnosti vib-
rac¢nich ptfechodi Ize studovat nejen pomoci vibra¢niho CD, ale také pomoci chiralni varianty Ra-
manovy spektroskopie — Ramanovy optické aktivity (ROA). Tato metoda dosahla praktické vyuzi-
telnosti teprve nedavno, je vSak velmi slibnd a podobné¢ jako ve vztahu IR spektroskopie-Ramanova
spektroskopie je s vyhodou pouzitelna tam, kde VCD selhava, tj. pti méfeni spekter v oblasti niz-
kych vinocti a ve vodnych roztocich. ROA experiment je mozné uspotfadat n€kolika navzajem
neekvivalentnimi zplsoby, které se li§i jednak tim, zda budime Ramantiv rozptyl kruhové polarizo-
vanym zafenim (ICP) nebo analyzujeme rozptylené svétlo na obsah kruhové polarizovanych slozek
(SCP) a také geometrii uspotradani experimentu (dnes nejcastéji tzv. zpétny rozptyl - back scattering).

8.5 Aplikace chiroptickych metod

Oblast strukturnich aplikaci chiroptickych metod je rozsahla a lze fici, Ze se posledni dobou stale
vyznamé rozsifuje. Nezastupitelnou ulohu ma pfi pfimém studiu chiralnich sloucenin, protoze al-
ternativou je pouze bud’ anomalni difrakce X zafeni, nebo pievedeni chirality na diastereoizomerni
vztah, coz vsak jiz neni pifimé studium. Detekce chirality a charakterizace enantiomerni Cistoty je
doménou jiz optické rotace a lze zde uzit i ostatni chiroptické metody, zejména potiebujeme 1i ji-
nou oblast vlnovych délek, nezli sodikovou D-¢aru. Zajimavé vyuziti predstavuji chiroptické detek-
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tory pii HPLC separaci enantiomert na chiralnich nosicich. Jinak ma ve strukturnich otazkach op-
ticka rotace minimalni vyuziti. Chiroptické metody 1ze vyuzit i pii feSeni otazek konstituce a nabo-
jové (elektronové) struktury, napt pii detekci n-n* prechodi, které jsou z ditvodu magnetického
zékazu v absorpcnich spektrech zpravidla velmi slabé, zatimco vykazuji vyznamné CD pasy (kar-
bonylové slouceniny, heterocykly).

Velmi dilezitou aplikaci je stanoveni absolutni konfigurace, v posledni dob¢ Casto ve spojeni
s pfimym vypo¢tem a simulaci teoretického spektra, obvykle VCD nebo ROA. Existuji predstavy,
ze stanoveni absolutni konfigurace méfenim a vypoctem chiroptickych vlastnosti relativné rigid-
nich farmaceuticky zajimavych preparati by mohlo nahradit stile pomérné pracné stanoveni abso-
lutni konfigurace rentgenovou difrakci. Dlouhodobou doménou chiroptickych metod je studium
konformace. Vyuziva se pfitom méfeni teplotné zavislého CD a meéteni serii modelovych latek,
¢asto ve spojeni s vypocty nebo molekularnimi simulacemi. CD zde plsobi ve spolupraci s meto-
dami o vys$$im rozliseni jako NMR. Vyuziva se nedestruktivni povahy CD experimentu, rychlosti
arelativni dopstupnosti i kdyz za cenu nizsiho strukturniho rozliseni. CD se uplatiuje pii studiu
chromoforii zejména téch, které se uplatnuji v zivé hmot¢ jako stavebni kameny biopolymert. Zde
mame zejména na mysli chiralni karbonylové slou¢eniny, amidy, peptidy, laktamy, laktony, aroma-
ty, heteroaromaty, disulfidy. Studium biopolymerti v roztoku za relativné nizkych koncentraci je
chiroptickym metodam vlastni. Zakladni referencni konformacni analyza proteinti (procentické
zastoupeni jednotlivych typl sekundarnich struktur) vychazi z ECD dat a byla rozvedena do vétsi-
ho detailu aplikaci vibrac¢ni optické activity. Pii téchto analyzach se uplatiiuji metody statistické
analyzy spole¢nych ryst a vyznamnych rozdilti v rozsahlych souborech CD dat jako faktorova
analyza, neuronové sit¢ apod. Obdobné pfispivaji chiropticka data ke konformacni znalosti nukleo-
vych kyselin a sacharidu.

Nelze zapominat ani na studium molekularnich komplexi a indukované optické aktivity, kdy
sledujeme chiroptické vlastnosti nechiralnich avsak spektroskopicky vyraznych chromoforti (napf.
porfyriny) zabudovanych v interakci s chiralni matici biopolymeru. Indukovana opticka aktivita je
potom indikatorem usporadani achiralnich chromofori v celkové chiralni supramolekule.

CD rovnéz bylo a je vyuzivano ke studiu rovnovah nékolikaslozkovych systému (napi. chi-
ralni ionofory) I ke kinetickym studiim véetné rychlych reakci sledovanych pomoci technik stop-
ped-flow, ptipadné T-jump.
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9.1 Uvod

Cirkulamni dichroismus byl definovan v ptedchozi kapitole jako rozdil absorbance vlevo a vpravo
cirkularné polarizované zafeni. Absorpce infracerveného zafeni (IR) vyvolava pirechody mezi vib-
ra¢nimi hladinami studovaného molekularni systému, hovoifime pak o vibraénim cirkularnim
dichroismu (VCD). Setkame-li se v literatufe s oznacenim cirkularni dichroismus (CD), pak se
s velkou pravdépodobnosti jedna o podstatné vice rozsitenou spektroskopii cirkularniho dichroismu
ve viditelném (VIS) a ultrafialovém (UV) oboru spektra, kdy dochazi k pfechodim mezi elektro-
novymi hladinami. Konzistentné s oznaceni vibracniho cirkularniho dichroismu je tato spektrosko-
pie pfesnéni oznacovana jako spektroskopie elektronového cirkularniho dichroismu (ECD). Kom-
plementarita a rozdilnost obou spektroskopii jsou znadzornény na obr. 9.1. Zatimco spektroskopie
ECD spise odrazi vlastnosti celé molekuly, resp. chromoforu, VCD ma spiSe lokalni charakter,
protoze infraervenym “chromoforem‘ mtize byt vibrace lokalizovana v molekule (charakteristicka
vibrace). Vyhodou VCD je, ze kazda chiralni sloucenina vykazuje VCD, zatimco ECD je pozoro-
vatelné pouze v piipadé, kdy molekula nebo molekularni systém obsahuje chromofor.

Wavelength 200 nm 400 nm 800 nm 1um 10 um
Wavenumber 5x10°* 1 X 10* 1x10° /em’
1 | 1
Type of radiation uv VIS IR
Transitions Electronic Vibrational
Electronic circular dichroism Vibrational circular dichroism
Spectroscopy ECD VCD
UV-VIS chromophores
Signal observed for e.g. aromatics all compounds

Obr. 9.1:  Srovndni spektroskopie elektronového cirkuldarniho dichroismu a vibracniho cirku-
larniho dichroismu

Vzhledem k tomu, Ze nelinearni molekula o N atomech ma 3N — 6 normalnich vibracnich
modd, je vibracni spektrum a tedy i spektrum VCD bohatsi na jednotlivé pasy, nez je tomu
v ptipadé¢ ECD. Zaroven vsak je pomér signalu VCD a pftislusné absorbance mensi nez ve spekt-
rech ECD. Porovnani spekter ECD a VCD spolu s pfislusnymi absorpénimi spektry distamycino-
vého derivatu Trogerovy baze je ukdzano na obr. 9.2.
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Obr. 9.2:  Srovndni spekter ECD a VCD pro roztoky enantiomerii distamycinového derivatu
Triogerovy baze

Pro svou experimentalni naro¢nost je spektroskopie VCD podstatné méné rozsitena, nez je
tomu v piipadé spektroskopie elektronového cirkuldrniho dichroismu, ktera se rutinné pouziva
v bio-chemickych a biofyzikalnich laboratotich jiz nékolik desitek let. Prvni publikovand méteni
spekter VCD pochazeji ze 70. let. Dlouhou dobu byla tato metodika vysadou n¢kolika malo labora-
tofi na svéte. Od roku 1997 jsou spektrometry k méfeni VCD komeréné dostupné a v soucasné
dob¢ je nabizeji ¢tyfi vyznamné firmy, Bruker, Biotools, Nicolet a Jasco. V soucasné dobé¢ je expe-
rimentalng dostupna oblast 4 000-900 cm™, rutinné se méii VCD v oblasti 2 000-900 cm™, jsou
oviem publikovana méfeni az do 6 150 cm™ a v oblasti pod 600 cm™.

9.2 Metodologie méreni vibra¢niho cirkularniho dichroismu

Definice cirkularniho dichroismu jako rozdil absorbance vlevo a vpravo 4, (V) cirkularné polari-

zovaného zafeni
AA(v)=4,(v)- 4,(v) ©.1)

by mohla vést k tomu, ze ziskani spekter VCD spociva ve zméfeni absorbance vlevo cirkularné

polarizovaného zafeni 4, (V) nasledované zméfenim absorbance vpravo cirkularné polarizovaného

zéfeni A, (V) a jejich nasledného odecteni. Rozdil absorbanci polarizovanych zateni je pro obor

vibra¢nich prechodii o 4 az 6 fadu slabsi nez vlastni signaly absorbance. Proto se ve spektroskopii
VCD, stejné jako v ECD, tento sériovy postup nepouziva. VyZzadoval by spektrometry s velkou
stabilitou méficich systémtl. Namisto toho se odezva na absorpci vlevo a vpravo cirkularné polari-
zované zareni méfi synchronné a rozdil absorbance se ziskava pfimo za pouziti nejdilezitéjsi ¢asti
spektrometru pro méfeni cirkularniho dichroismu — fotoeleastického modulatoru. Zde se linearné
polarizované zafeni, ziskané ptedchozim prichodem polarizatorem, periodicky méni na vlevo
a vpravo cirkularné polarizované zareni s frekvenci nékolika desitek kHz. Podstata spociva v tom,
ze piezoelektricky fizeny mechanicky tlak zptisobuje, ze opticky prvek fotoelastického modulatoru
béhem jedné periody vytvari ctvrtvinnou destickou se zpozdénim fadného a mimoradného paprsku
- /1/ 4 a+ /1/ 4 (obr. 9.3). Vysledkem je, Ze vystupujici zafeni je stéidavé vlevo a vpravo cirkular-

n¢ polarizované s frekvenci, na niz pracuje fotoelasticky modulator.
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Po prichodu opticky aktivnim vzorkem, jehoz absorpce je odlisna pro vlevo a vpravo cirku-
larné polarizované zafeni, je polarizacni modulace pievedena na intenzitni modulaci (obr. 9.4).
Rozdil v intenzité pro obé vpravo (R) a vlevo (L) cirkularné polarizovana zateni je detekovan fazo-

ve citlivou detekei v tzv. lock-in zesilovaci.

b
Sample ‘

-0
LRLRL t

Polarizacni modulace je po priicchodu vzorkem pievedena na intenzitni modulaci

Obr. 9.4:

Za pouziti vztahu mezi intenzitami zafeni dopadajicimi na vzorek a proslé vzorkem, /, a /,

a absorbance 4
1/1,=10" 9.2)
dostavame pro intenzitu proslou opticky aktivnim vzorkem
9.3)

[=1,10""% +1,10"
kde intenzity /,, a I, jsou intenzity dopadajici na vzorek, jejichZ cirkularni polarizace vpravo
a vlevo je modulovand s fazi o
I,,=,/2)(+sine), I,,=(1,/2)(1-sina) (9.4)
Po dosazeni (9.4) do (9.3) dostavame, Ze intenzita prosla vzorkem ma nemodulovanou a modulo-

vanou ¢ast [, al,.:
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Po matematické tpravé dostavame pro pomér nemodulované a modulované ¢asti intenzity vztah

Lie g a5t -4, e ©9

DC

kde J, (0(0) je Besselova funkce 1. fadu a g je instrumentalni faktor. Prabéh 2J, (ao) g ziskame

kalibraci (odd. 9.3). Pro malé hodnoty rozdilu 4, — A, dostdvame, Ze citkuldrni dichroismus je
umérny poméru modulované a nemodulované intenzity:

1
Ad=A, — A, ~—4< 9.7)

DC

Experimentalni ziskani spektra cirkularniho dichroismu spoc¢iva v méteni nemodulované a modu-
lované intenzity /,. a [, doprovazené kalibraci a je zaloZeno na vztahu (9.7).

Zatimco spektrometry pro méteni spekter ECD jsou budovany vyluéné (témér) jako disperz-
ni, tj. pouzivaji k spektralnimu rozkladu zafeni disperzni prvky, vétSinou hranoly, spektrometry pro
méteni VCD jsou budovany jako disperzni, kdy vyuzivaji ke spektralnimu rozkladu zareni miizky,
nebo jako pristroje s Fourierovou transformaci (FT). Funk¢ni disperzni pfistroje byly postaveny
v nékolika laboratofich na svété jako specidlni zatizeni pouzivana k méfeni omezenych ¢asti spekt-
ra, napf. oblasti zahrnujici amid I a amid II, nebo oblast valen¢nich vibraci C-H, O-H. Piistroje
s Fourierovou transformaci maji znamé vyhody plynouci z toho, Ze na vzorek dopada vétsi energie,
protoze dopadajici zafeni neni spektraln¢ rozkladano, neprochazi stérbinami a opticka draha obsa-
huje méné optickych elementi. VEétsiho rozliseni se dosahne delsi drahou pohybujiciho se zrcatka
v interferometru. VSechna dosud dostupna komercni zafizeni k méteni VCD vyuzivaji Fourierovu
transformaci. Schéma optické a elektronické casti ptistroja FT VCD je na obr. 9.5.

Polarizer
R i e
beam “PL“_"FF
Focusing Samle Focusing Detector
lens lens
PEM
]
High-pass| [ Cock-in ]AC(G)J' Lie(V))
Detector filter amplifier ! ;
F I
! VCD
PEM reference 1 F M| output
‘{ (0-)| [ |
Low-pass pc\©Ji -
filter i I
! ]DC(V)lCOmputer
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Obr. 9.5:  Optické a elektronické schéma Casti spektrometru VCD s Fourierovou transformaci,
ktera navazuje na Michelsonitv interferometr
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V optické casti spektrometru je IR-zafeni produkované béznym zdrojem IR-zareni nejdiiv
v Michelsonové interferometru modulovano a potom pfivedeno do nastavce urc¢eného k méfeni
VCD. Opticky filtr s dolni propusti zabrafiuje tomu, aby detektor byl pfesycen Sirokym oborem
frekvenci. Kombinace linearniho polarizatoru a fotoelastického modulatoru vytvati stiidavé vlevo
a vpravo cirkularné polarizované zafeni s frekvenci, na niz pracuje fotoelasticky modulator, ktera je
typicky desitky kHz a ktera je vyrazné vys$si nez obor pouzivanych FT frekvenci. V této chvili je
zateni dvojnasobné modulované - jednak intenzitn€ s frekvenci interferometru a jednak polarizacné
s frekvenci fotoelastického moduldtoru. Po priichodu opticky aktivnim vzorkem je polarizacni mo-
dulace pievedena v intenzitni modulaci v dasledku toho, Ze opticky aktivniho vzorek odlisSné ab-
sorbuje vlevo a vpravo cirkularné polarizované zafeni. Dvojim zplsobem modulovany svazek je
fokusovan na rychly, kapalnym dusikem chlazeny detektor. V elektronické Casti piistroje je signal
zesilen a rozdélen na dva svazky. Jeden opticky svazek je po prichodu filtrem s dolni propusti
podroben FT a ptedstavuje ,,nemodulovany* signal Ipc. Druhy opticky svazek je po priichodu fil-
trem s horni propusti ptiveden do fazovée citlivého detektoru (lock-in), ktery je naladén na frekvenci
fotoelastického modulatoru, a citlivé zesiluje slaby signal, ktery po FT odpovida ,,modulované‘
intenzité Iac. Pomér Ixc/ Ipc je tmérny AA a je dale zpracovan podle vztahu (9.7) na spektrum
AA(v). Zpracovani signall se provadi pomoci programového vybaveni pocitace, ktery fidi experi-
ment a provadi FT.

Spektralni obor a obor intenzit je pro spektroskopii VCD v porovnani s absorpcni vibra¢ni
spektroskopii pone¢kud omezen. Spektralni omezeni je ddno materidlem specialnich optickych ele-
ment, jako je fotoelasticky modulator, a také oborem citlivého rychlého detektoru. Vzhledem k malé
intenzit¢ signalu VCD a velké citlivosti na zkresleni spektra v disledku parazitnich efekt, hlavné
dvojlomu, je tieba méfit pii optimalnim optickém naladéni pfistroje. Soucasnymi piistroji FT VCD se
nejsnadnéji ziskava spektrum VCD v oblasti 2 000-800 cm™, kterd je nastésti pro vétsinu latek zaro-
veii oblasti s velmi bohatym vibra¢nim spektrem. Spektrometry s Fourierovou transformaci v IR obo-
ru jsou schopné snimat infracervené spektru v Sirokém dynamickém oboru. Pro méfeni VCD vsak
celkova absorbance méteného vzorku musi zpravidla lezet v oblasti hodnot 0,1-1,0. Optiméalni hodno-
ta absorbance je asi 0,4-0,6. Tato hodnota byva dosahovana kombinaci vhodné koncentrace vzorku,
tloustky kyvety a vhodnym rozpoustédlem. Ve spektroskopii VCD se pouZzivaji tloustky kyvet od
5 um do nékolika mm. Jestlize méfeny vzorek poskytuje spektrum s pasy velmi odlisSnych intenzit,
musi byt experimentem proveden pro nékolik kombinaci koncentrace a tloustky kyvety, aby se doci-
lilo uspokojivého vysledku. Rozpoustédla bézné pouzivana pro méreni VCD ve stfedni IR oblasti
a prislusna ,,spektralni okna“ jsou uvedena v tab. 9.1. Méteni VCD vyzaduje ponékud vyssi koncent-
race, typicky ~ 0,05 az 1 mol I, Vzhledem k tomu, Ze se pouZivaji kyvety s malou optickou tloust-
kou, staci malé objemy vzorku, typicky 50 az 100 pl, které obsahuji ~ 1 az 15 mg latky. V zavisti na
pouzitém rozpoustédle mohou byt vzorky po méfeni VCD znovu regenerovany.

Tab. 9.1:  Rozpoustédla pro méieni VCD ve stiedni IR oblasti a p¥Fislusnd ,,spektralni okna“

Rozpoustédlo Spektralni okno / cm™ Rozpoustédlo Spektralni okno / cm’™
CCl, 2 000-850 DMSO-d 2 000-1 100; 970-700
CS, 2 000-1 640; 1 350-700 methanol-d 2 000-1 200

CHCI; 2 000-1260; 1 175-700 H,0* 2 000-1 770; 1 525-1000
CDCl; 2 000-975 D,O 2 000-1 300; 1 100-800 *
propanol 2 000-1 500 trifluorethanol 2 000-1 500

? jen jestlize je pouzita kyveta o tloustce < 6 um a vy$$i koncentrace
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Samostatnou skupinou vzorkt, pro které je méteni VCD zvlast pfinosné, tvori chirdlni bio-
molekuly a biologicky vyznamné polymery, jako jsou cukry, polypeptidy, bilkoviny, DNA.
V téchto ptipadech byva pozadovano méfeni ve vodnych roztocich. D,O poskytuje vyhodnégjsi
»spektralni okna® ve stiedni IR oblasti nez H,O. Proto vSude, kde je to mozné, se provadi méfeni
v D,0. Méfeni v H,O, vzhledem k vlastni vysoké absorpci ve stiedni IR oblasti, vyZaduje pouziti

vvvvv

9.3 Zpracovani spekter vibracniho cirkularniho dichroismu

Protoze spektra CD se ziskavaji jednopaprskovym méfenim, jejich zpracovani vyzaduje korekci na
nulovou linii a intenzitni kalibraci. Ridici po¢itade sou¢asnych spektrometrii jsou vybaveny pro-
gramovymi procedurami, které umoziuji pohodlnou korekci na nulovou linii, primérovani spekter
a dalsi zpracovani vcetné prevodu do pozadovanych jednotek. Pro spektroskopii VCD se slabym
signalem je typické ziskavani vétsiho poctu spekter a jejich nasledné primérovani. Primérovani N

spekter zlepSuje pomér signal/Sum faktorem \/ﬁ

Kalibrace intenzity

Spektroskopie VCD vyzaduje nékolik specialnich postupti, mezi nimi je nejvyznamnéjsi inten-
zitni kalibrace. Ta se provadi pomoci pseudovzorku, ktery je tvofen kombinaci ¢tvrtvinné destic-
ky alinearniho polarizatoru. Tato kombinace poskytuje pseudosignal CD nabyvajici hodnoty
AA = £1 ve specialnich bodech spektra. Interpolace mezi témito body pak poskytuje kalibracni
ktivku (obr. 9.6).

5 4

-104

154
| T || T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber, cm*!

Obr. 9.6:  Pseudosigndl kalibracniho vzorku. Priseciky kiivek jsou body s hodnotou signalu
AA = x1. Jimi prochazi kalibraéni kiivka ziskand interpolaci

Kalibrace pomoci kalibracniho vzorku se rutinné provadi pfed kazdou sérii mefeni. DalSim Gcelem
meéfeni psoudovzorkuje ziskani fazové korekce potfebné pro FT signalu k ziskani /yc. Korekce
pouzivané bézné pro FT absorpénich signald, které maji stale stejné znaménko, selhdva u spekter
CD, které poskytuji signaly obou znamének. Absolutni kalibrace zalozena na méfeni kalibra¢niho
pseudovzorku vychazi z prvotnich fyzikalnich princip a ma proto jasné vyhody. Intenzitni kalib-
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race a fazova korekce se bézné¢ provadi pomoci programového vybaveni spektrometru a byva pii
soucasné urovni komercnich spektrometri snadnym ukonem.

Krom¢ toho se ob¢as doporucuje ovéfit funkcei spektrometru VCD zméfenim vzorku, jejichz
spektra byla ziskdna peclivym meéfenim v nékolika svétovych laboratofich a byla publikovana.
Spektra VCD téchto vzorkl jsou znama s piesnosti nékolika procent v intenzitni $kale (pfesné na
urovni rozliSeni ve skale frekvenci) a jsou obecn¢ povazovana za standarty VCD. K témto tcelim
se pouziva snadno dostupny (S)-(-)-o-pinen a (R)-(+)-o-pinen v oblasti pod 1 800 cm™, v oblasti
vibraci X-H nad 2 000 cm™ se pouziva roztok kafru v CCL,. Roztok hovéziho sérového hemoglo-
binu v D,0 se pouziva jako standard VCD pro méfeni vzorkd ve vodnych roztocich, které poskytuji
slaby signal VCD.

Korekce na nulovou linii

VCD je v porovnani s ECD jesté vice citlivy na jakékoli zmény stavu polarizace, které mohou na-
stat pfi pruchodu paprsku spektrometrem. Dvojlom v optickych materidlech ¢ocek, filtrt, kyvet
a dalSich oken, a odrazy od povrchti vSech prvki mohou zptsobit artefakty, které jsou co do veli-
kosti srovnatelné se signalem vzorku. Disledkem je to, Ze zakladni linie se 1i§i nulové hodnoty
a korekce na nulovou linii by méla byt provadéna pro kazdé méteni VCD. V piipad¢, Ze pfistroj je
dobie opticky naladén, posta¢i korekci na nulovou linii provadét odectenim spektra ptislusného
rozpoustédla, které bylo méteno ve stejné kyvet¢ a za stejnych podminek jako spektrum vzorku.

Dalsi zdroje artefaktti se vztahuje k vlastni absorpci vzorku. V oblasti absorpcniho pasu do-
chazi k anomalni disperzi, ktera mize porusit rovnovahu pfi odezvé na vlevo a vpravo cirkularné
polarizované zaieni. K popsanému jevu dochazi zejména v piipadé uzkych ostrych absorp¢nich
past. Optimalni zékladni linie se ziskd jako VCD spektrum racematu stejné absorpce jako mé me-
feny enantiomer. Ve skutecnosti jsou oba enantioméry métenych vzorkid dostupné ziidka, zejména to
plati pro biologicky dulezité vzorky jako jsou bilkoviny, DNA, alkaloidy a podobné. V ptipad¢ ja-
kychkoli pochyb o realnosti naméteného spektra VCD je tieba ovérit redlnost signalu napiiklad zmé-
fenim série spekter o riizné koncentraci.V posledni dobé se vyuziva experimentalni metoda k redukci
artefaktl, kterd spoc¢iva ve vyuziti dvou fotoelastickych modulatori; jeden je umistén pted vzorkem
a druhy za nim.

Nejkvalitnéjsi spektra VCD se ziskaji, jsou-li dostupné oba enantioméry. Z principu CD
plyne, Ze spektra CD piislusnych enantiomerd, napf. enantiomert S a R, maji pro stejné koncentra-
ce a stejné tloustky kyvet stejny prubéh CD spekter. CD spektra se li§i pouze znaménkem, zatimco
jejich absorbance jsou stejné:

A(v)=4,(v) (9.8)

AAS(V): —Ad, (V) 9.9)

Experimentalni spektra A4AST, a A4;" v sob& obsahuji spektralni distorzi zpiisobenou polariza¢-
nimi a absorp¢nimi artefakty D(V), o které muzeme predpokladat, ze je pro oba stejné absorbujici

enantioméry stejna:

A4 (v)= Ad(v)+ D(v), A4S (v) = Ad,(v)+ D(v) (9.10)
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Ze vztahii (9.9) a (9.10) plyne, Ze soucet experimentalnich spekter obou enantiomer poskytne
dvojnasobnou hodnotu spektralniho pribehu distorze. V ptipad¢€ idealniho stavu by spektralni pra-

bch D(V) predstavoval nulovou linii. Polovi¢ni soucet experimentalnich spekter opa¢nych enanti-
omert charakterizuji poruchu spektra CD, ktera je zptisobend méficim zafizenim a absorpcnimi

artefakty, se povazuje za tzv. ,,spektrum Sumu* N (V)

N(v)= ;(AA§Xp(v)+ A4 (v)) ©.11)

Polovi¢ni rozdil experimentalnich spekter obou enantiomerii pak poskytuje korigované spektrum
jednoho enantiomeru, napf. enantiomeru S.

AAS(V):;(AA§XP(V)—AAEXP(V)) ©.12)

Pro efektivni méteni spekter VCD, ktera jsou z principu slaba a snadno ovlivnitelna artefak-
ty, je tieba dodrzovat protokol méfeni s pfesnou dokumentaci a stile ovétovat realnost ziskanych
slabych signalti. Spektra VCD méfena na spektrometrech s FT se méfi v blocich zahrnujicich tisice
métenych interferogramtl a prestavuji méfici ¢as typicky 20-30 min. Pocet métenych blokl byva 2
az 10 a je urCen vlastni intenzitou signalu a zZadanou urovni signal/Sum. Jednotlivé ziskané bloky
mohou byt testovany na stabilitu. V ptipadé nahodné chyby mohou byt nékteré bloky vylouéeny ze
zpracovani, a zbytek blokli pouzit. Méfici systém musi byt natolik stabilni, aby bylo spektrum
vzorku a zékladni linie ziskano za pfesné stejnych podminek, nebot’ v pouze v tomto piipade je
mozné odeCtenim obou spekter ziskat korekci na nulovou linii.

Pokrocilé metody zpracovani

Dulezita ¢ast strukturnich informaci je ve spektroskopii VCD obsazena v intenzitach past a v cel-
kovém tvaru spektra. Jednotlivé spektralni pasy vzorkl v roztocich jsou rozsifené a mohou se pie-
kryvat, takze vysledné spektrum je superpozici jednotlivych pasi. Tento obecny spektralni problém

4
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pii, kde intenzity vSech pasti maji stejné znaménko. V omezenych spektralnich oblastech, jako je
napt. amid I nebo valencni vibrace C-H, je mozné experimentalni spektrum rozlozit do jednotli-
vych past s Lorenzovym, Gaussovym, nebo smiSeny tvarem komercné dostupnymi programy,
napf. Grams. Optimalizované parametry spektralnich pasi pak souvisi s parametry piechodu. Inte-
grovana intenzita odpovidé rotacni sile pfechodu. Poloha péasu odpovidéa energii pfechodu. Vysle-
dek optimalizacni procedury, ktera ptredstavuje nelinearni ulohu, je vétSinou velmi zavisla na pr-
votnim nastfelu. Pfi zméné poctu optimalizovanych past a jinych parametrii se mtizeme dostat ke
zcela jinym vysledkim. Ke spolehlivym zavérim muzeme zpravidla dojit jen pti peclivém zpraco-
vani celych sérii spekter.

Experimentalni spektra VCD jsou pfirozené Casto zatizena Sumem. To miiZze vést experimen-
tatory k vyhlazovani spekter. Je na mist¢ zde varovat pred témito postupy, které jsou dnes mozné
pomoci bézné dostupnych programii. Analyza spekter CD je kriticky zavisla na tvaru spektra, dalsi
vyhlazovaci postupy vedou k vyznamné distorzi. V ptipad¢ spekter CD je lepsi je presentovat tak,
jak byla naméfena, i kdyZz zaSuména, nez publikovat vyhlazena, avSak ve svych informacich ochu-
zena spektra.
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9.4 Vztah struktury a spektra CD

V kapitole 10 je teorie CD probirana podrobnéji. Zde jen uvedeme stru¢né semiklasicky postup,
ktery dava do souvislosti strukturu molekuly a jeji spektrum CD.

Elektromagnetické zafeni je popsano dvéma vektory, které popisuji elektromagnetické pole,
vektorem intenzity elektrického pole E a vektorem indukce magnetického pole B. Tyto vektory
jsou zavislé a proto elektromagnetické zateni je zcela popisovano jednim z téchto vektorti, napf.
vektorem E. Vlevo a vpravo cirkularné polarizované zareni je popsano komplexnimi polariza¢nimi
vektory

e, = é {(0,1,1) exp(i(kx — aot))}, e, = é {0,1,—i)exp(i(kx — )} (9.13)

kde & je vinové ¢islo, w je kruhova frekvence a ¢ je Cas.

Pfi interakci elektromagnetického zafeni s molekulou se uplatiuji elektrické a magnetické
vlastnosti molekuly, které jsou popsany elektrickym dipélovym momentem u

p=e)r 9.14)

a magnetickym dipélovym momentem m

e
m=——>» r.xp. 9.15
ZmZ P, (9.15)

Interakce elektromagnetického pole a molekuly je v kvantové mechanice popsana interakénim
hamiltonianem

A™ =—peE—meB+vyssi rad (9.16)
kde g1 a m jsou operatory elektrického a magnetického dipoélového momentu. V poruchové teorii

je absorbance, ktera doprovazi pfechod z pocate¢niho stavu ‘l> do konec¢ného stavu ‘ f >, umeérna

pravdépodobnosti pfechodu, ktery je dan ¢tvercem maticového elementu interakéniho hamiltonia-
nu:

(i) > 1)~ Pli) > | £)=k r1A™

i>‘2 =k'(u ee+m" eb)' (4" ee+m” ob) (9.17)

kde ,u'i/ am’ jsou maticové elementy operatori elektrického a magnetického dipélového momen-
tu mezi stavy ‘1> a ‘ f > , symbol e vyjadfuje znaménko skaldrniho soucinu dvou vektorovych veli-

¢in a k, k£’ jsou multiplikativni konstanty. Po upravé, bereme-li v tvahu vztah mezi elektrickou
a magnetickou slozkou e a b elektromagnetického (nepolarizovaného) vinéni, dostavame, ze absor-
bance je Umérna tzv. sile oscilatoru DY , tj. Gtverci maticového elementu elektrického dipolového
momentu, ktery je nékdy oznacovan jako transitni elektricky dipélovy moment.

2

A NDif:"uﬁ

(9.18)

Z tohoto vztahu triviadln€ plyne, Ze absorpcni spektrum je tvofeno pasy stejného (kladného) zna-
ménka. Pro cirkularni dichroismus, tedy rozdil absorpci pro opa¢né cirkularn€ polarizované zareni,
dostaneme
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AA:AL—AR:

=k'(u sep+m oby) () eep +m ebp) —K'(u" ey +m" eb) (4 e ey +m” oby)

(9.19)
Po upravé, pouzijeme-li vyjadieni polarizacnich vektorti (9.13) a vztah mezi elektrickou a magne-
tickou slozkou elektromagnetického zareni, dostaneme, ze CD je imérny veli¢iné oznacované jako
rotacni sila prechodu, ktera je dana imaginarni ¢asti skalarniho soucinu elektrického a magnetic-
kého transitniho momentu.

AA~RY = Im[,uﬁ omifJ (9.20)

Z vyrazu (9.20) plyne n€kolik dasledkt

1. Cirkularni dichroismus nabyva obou znamének, nebot’ skalarni soucin nabyva obou znamé-
nek podle uhlu, ktery spolu vektorové veliciny sviraji. To je ve shod¢ s definici CD jako roz-
dilu dvou velic¢in.

2. Velikost cirkularni dichroismu zavisi na elektrickém a magnetickém transitnim momentu
prechodu ﬂif am’a jejich vzajemném smeéru.

3. Cirkulérni dichroismu je nulovy, jestlize elektricky a magneticky transitni moment ,u'i/ am’
jsou k sob¢ kolmé.
4, Struktura molekul jednoznacné urcuje rozlozeni naboje a tedy elektricky a magneticky tran-

sitni moment ﬂ‘if am'a jejich vzajemny smér, a proto jednozna¢né urcuje velikost a zna-
ménko CD. Spektrum CD je v prvnim fadu uréovano strukturou molekuly.

Z téchto vlastnosti a charakteristickych rysu vibracni spektroskopie pak plyne vyuziti VCD, jako
jedné z dilezitych metod studia struktury chiralnich molekul.

9.5 Vyutziti spektroskopie vibra¢niho cirkularniho dichroismu

Spektroskopie VCD existuje jako spektralni technika od 70. let minulého stoleti a jeji rozvoj pfine-
sl fadu strukturnich poznatkti. Téméi od samého zacatku byla spektroskopie VCD pouzivana ve
strukturnich studiich chiralnich molekul bez rozdilu jejich velikosti, od relativné malych organic-
kych molekul, pies rigidni alkaloidy az k biomolekuldm vcetné velkych biopolymerd jako jsou
polypeptidy, bilkoviny nukleové kyseliny. A¢koli VCD nepatii k metodam s velkym rozlisenim,
ma ve srovnani se strukturnimi metodami prvni volby, rentgenovou strukturni analyzou a NMR,
fadu vyhod. Ve srovnani s rentgenovou strukturni analyzou nepotiebuje, aby latka vytvarela kvalit-
ni krystal, protoze méteni VCD se provadi v roztocich. Semiempiricka analyza spekter VCD pro
vyzaduje nékolika hodin, zpracovani na zakladé srovnani s ab initio vypocty trva dny, u slozitych
problému tydny, zatimco zpracovani na zaklad¢ rentgenového méfeni trva pro slozité systémy me-
sice az fadove rok. Ve srovnani s NMR je spektroskopie VCD vyrazné méné€ naro¢na ve finan¢nich
pozadavcich na pofizeni aparatury, stejné tak zpracovani NMR spektra slozitych systému je naroc-
né na Cas, vzdélani a zkusSenosti badatelt. Vyuziti spektroskopie VCD shrneme do nasledujicich
bodd.
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1.  Urdceni absolutni konfigurace a detailnich strukturnich parametri

VCD se stala spektroskopickou metodou schopnou piimo urcit absolutni konfiguraci. Vyho-
da této metody se projevuje zejména tehdy, jestlize je chiralni latka dostupna jen jako kapalna faze
nebo v roztoku a ptiprava monokrystalu pro rentgenovou strukturni analyzu neni z néjakého divo-
du mozné nebo tcelnd. Vypocet VCD spektra k urceni absolutni konfigurace vychazi ze zakladnich
fyzikalnich principl a neni ovlivnéno experimentem. V soucasné dob¢ pievazné pouziva teoriich
funkcionalu hustoty (density functional theory, DFT). Spektrum VCD je mozné pocitat komercné
dostupnymi programy jako je Gaussian. Jediny empiricky parametr, ktery se zavadi ptfi porovnani
vypocéteného a experimentalniho spektra je polositka past simulovaného spektra. Do soucasné
doby byla pomoci VCD urcena absolutni konfigurace né¢kolika stovek chiralnich molekul, mezi
nimi mnoha farmaceuticky vyznamnych molekul nebo jejich chiralnich prekurzor. Podrobné je
toto vyuziti metody VCD pojednano v kapitole 10.

2.  Strukturni studie biomolekul v roztocich

Porovname-li mezi sebou obé metody CD, pak ECD je rozsifengjsi spektralni metodou vyuZzivanou
pfi studiu biologicky vyznamnych chirdlnich molekul. Piesto, ze bilkoviny, polypeptidy a DNA
poskytuji v UV a VIS oboru jen n¢kolik malo piechodt, které se Casto siln¢ prekryvaji, poskytla
ECD spektroskopie fadu vyznamnych informaci o sekundarni struktutfe polypeptidi a bilkovin
a strukturach oligonukleotidu (jednovlaklnové a vicevlaknové helixy) a zavislosti téchto struktur na
fyzikaln¢ chemickych podminkach. Ackoli spektroskopie VCD neni zdaleka tak rozsifena jako
ECD, dosahla komplementarnich pozoruhodnych vysledkd a poskytla fadu casto detailnich infor-
maci o struktufe polypeptidt, bilkovin, DNA a sekvenc¢nich oligonukleotidi v roztocich.

Pti studiu polypeptidii a bilkovin vyuzivda VCD zejména vibracnich ptechody lokalizované
v amidové skuping€. Je to pfechod oznacovany amid I, ktery ptedstavuje hlavné valen¢ni vibraci
C=0, a amid II, ktery je pfedev§im zprazenou deformacni vibraci N-H a valen¢ni vibraci C-N.
Jestlize amidova skupina je deuterovana, pak se piislusné prechody oznacuji amid I" a amid II".
Jednotlivé sekundarni struktury polypeptidd, a-Sroubovice, B-struktura a struktura obdobné poly-
prolinu II (nékdy oznaCovand struktura nadhodného klubka) maji zcela charakteristicky pribéh
spektra VCD v oblasti amid I a amid II. Tyto dva ptechody jsou velmi citlivé na strukturu biopo-
lymerd a umoziuji tak sledovat jemné zmény v sekundarni struktufe zplisobené zménénou fyzikal-
né-chemickych podminek v roztocich. Dalsi detailni strukturni studie jsou umoznény cilenou izo-
topickou substituci: Vyuzivaji tak velkou citlivost vibracni spektroskopie na hmotnost jader.

VCD se také pouziva pfi studia pfirodnich DNA a sekvencnich oligonukleotidii a jejich kom-
plexti s kovy. PFitom se vyuzivaji pfedeviim dvé IR oblasti spektra: oblast 1 800-1 500 cm™, kde se
nachazeji pasy piitazené vibracim C=0 a C=N bazi, a oblast 1 300-1 000 cm™, kde jsou pozorova-
ny vibrace charakteristické pro fosfatovou skupinu PO, cukr-fosfatové patete.

3.  Strukturni studie biologicky vyznamnych interakci

Na Ustavu analytické chemie VSCHT Praha se spektroskopie VCD usp&$né vyuziva pii studiu
strukturnich zmén, které jsou vyvolany interakcemi biologicky vyznamnych polymerd, polypeptidi
a oligonukleotidii, s dal§imi molekulami, napf. porfyriny, bilirubinovami pigmenty nebo farmako-
logicky vyznamnymi molekulami.
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4.  Strukturni studie supramolekularnich systémi

VétSina aplikaci CD v supramolekularni chemii, jichZ jsou stovky, pfedstavuje vyuziti spektrosko-
pie ECD jako dikaz chirality systému, popt. k charakterizovani chirality potencialné chiralnich
struktur. Konvergence amplitudy ECD pak je brana jako kritérium enantiomerni Cistoty a naopak
zmenSeni signalu ECD vyvolané zménou fyzikalnich podminek jako ztratu chiralni struktury ¢i
enantiomerniho pfebytku. Pfednosti VCD, kter¢ byly popsany, umoznuji vyuziti této spektroskopie
ve vsech situacich, kdy jsou v supramolekularni struktufe obsazeny chiralni elementy, nebo kdyz
dochazi k chiralnimu uspotadani chiralnich ¢i achiralnich slozek.

Prvnim uspé$nym zapojenim VCD do supramolekularni chemie bylo spektralni charakteri-
zovani ptechodu roztok-gel tetrabrucinového derivatu porfyrinu a nalezeni teploty piechodu roz-
tok-gel spektralni metodou VCD, které se uskute¢nilo na Ustavu analytické chemie VSCHT Praha.

Dals$im uplatnénim VCD v supramolekularni chemii je sledovani dendritického efektu, den-
drimer( s chirdlnim centrem a achiralnimi vétvemi. Charakteristické vibrace lokalizované v chiral-
nich vétvich se pii jejich zapojeni do dendritickych struktur stavaji chirdlni. Jejich pozorovani po-
moci VCD tak dokazuje chiralni uspotradani téchto obtich molekul.

Spojeni experimentalniho VCD a ab initio vypoctih umoznilo urcit s pfekvapujicim rozlise-
nim strukturu supramolekularniho tetrametru tvofeného ¢tyfmi binaftylovami derivaty spojenymi
dvojicemi vodikovych vazeb.

Spektroskopie VCD ve spojeni s ab initio vypocty byla dale pouzita k objasnéni struktury
supramolekularni struktury tvofené tetrametry guanosinovych derivati.

ZKratky

CD  cirkularni dichroismus

ECD elektronovy cirkularni dichroismu

IR infraCerveny

FT  Fourierova transformace

FTIR Infracervené spektrometry s Fourierovou transformaci
UV  ultrafialovy

VCD vibraéni cirkularni dichroismus

VIS  viditelny
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10. VYPOCTY CHIRALNICH VLASTNOSTI MOLEKUL
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ZKratky

AAT
APT
CAS
CC

CI
CNDO
DFT
DOG
GIAO
FCI
HF

IR
MD
MFP
MM
MP2
NMR
PCM
oM
SCRF
SP

SR
ROA
TD DFT
VCD

atomovy axialni tenzor

atomovy polarni tenzor, dipoélové derivace

complete active space (elektronovych stavi)

coupled cluster, pokrocily druh CI

konfiguracni interakce (napi. CIS, CISD)

complete neglection of differential overlap

density functional theory, teorie elektronové hustoty
distributed origin gauge

gauge independent atomic orbitals, také "Londonovy orbitaly"
full CI

Hartree-Fockova aproximace

infrared, zpravidla oznacuje infracervenou absorp¢ni spektroskopii
molekulova dynamika

magnetic field perturbation theory

molekulovd mechanika

poruchova teorie Mellera a Plesseta v 2. fadu (podobné¢ MP3, MP4, ...

nuklearni magneticka rezonance

polarizable continuum model

kvantovd mechanika

self-consistent reaction field (pole rozpoustédla)
silové pole, matice druhych derivaci
Schrdédingerova rovnice

Ramanova opticka aktivita

time dependent, ¢asove zavisla DFT

vibra¢ni cirkularni dichroismus

10.1 Interakce svétla s molekulami

10.1.1 Fyzikalni popis svétla

)

Zopakujme si nékteré pojmy pouzivané ve fyzikalnim popisu svétla. Samotna otazka "Co je svét-

lo?" neni nijak jednoducha. Zaobiral se ji uz Issac Newton (1642-1727) a navzdory minéni vétSiny

soucasnikti se drzel korpuskularni teorie. Zakladem dnes$niho popisu jsou rovnice Jamese Clerka

Maxwella (1831-1879), rozeznavajici svétlo jako druh elektromagnetického vinéni. Od zrodu kvan-

tové mechaniky v 1. poloviné 20. stoleti ovSem vime, Ze i svétlo ma dudlni charakter: jednou se

chova jako proud ¢astic, "fotond", jednou jako vina.
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Dualni charakter svétla v celistvosti popisuje kvantova elektrodynamika. Pro mnoho praktic-
kych aplikaci, naptiklad pro vypocty absorpce a rozptylu svétla na molekulach, je ovSem kvantovy
popis svétla zbyte¢né slozity. Na druhou stranu, pfi spolehlivém ptedvidani vlastnosti molekul se
bez kvantovani neobejdeme. Proto se Casto pii vypoctech mluvi o kvaziklasické aproximaci, kdy se
molekula popisuje "spravné" kvantoveé a zateni, vné&jsi pole "klasicky", tj. podle Maxwellovych
rovnic.

Zakladni veli¢iny popisujici maxwellovské elektromagnetické pole jsou: elektricka intenzita
E a indukce D, magneticka intenzita H a indukce B. Zdroji pole jsou pak nabojova hustota p
a proudova hustota j. Veli¢iny spojené s urcitym smérem v prostoru (vektory) ozna¢ujeme tu¢nym
pismem. V modernim zapisu napis§eme Maxwellovy vztahy jako

V-D=p (10.1)
oD
VxH=j+—
ot (10.2)
V-B=0 (10.3)
B
VxE = _9B (10.4)
ot
Prvni dvé "ziidlové" rovnice obsahuji zdroje elektrického a magnetického pole, druhé dvé "vekto-

rové" upravuji vztahy mezi vektory. Prvni rovnice nam fika, ze elektricka indukce "vytéka" z uza-
viené plochy uzavirajici elektricky naboj, naopak tfeti zapovida existenci magnetického naboje (pii
nulové divergenci musi byt silo¢ary B uzaviené, tj. nejjednodussim zdrojem magnetického pole je
az magneticky dipol). Z druhé a ¢tvrté rovnice, které michaji elektrické a magnetické veliciny, mut-
zeme odvodit existenci elektromagnetickych vin; skute¢né po zvefejnéni rovnic (1864 a 1873) tyto
viny experimentalné prokazal Heinrich Hertz (v roce 1887).

Tyto ¢tyii rovnice vSak vSechny veliCiny jednoznacné neurcuji. K tomu je musime doplnit
o materialové vztahy:

D=c¢.eFE (10.5)
B=yu uH (10.6)

Prisn¢ vzato, méli bychom elektrickou permitivitu (€ = &.&5) a magnetickou permeabilitu (u= z414)
psat jako tenzory, spokojime se vSak s vyrazy pro izotropni prostfedi. Ve vakuu jsou relativni veli-
¢iny rovny jedné (¢ = 1. = 1) a permitivita (&) i permeabilita (£4) vakua jsou skalary (Cisla).

Jedna z moznosti feSeni rovnic (10.1) az (10.6) spoc¢iva v zavedeni skalarniho (¢ ) a vektoro-
vého (A4) potencidlu. Pokud je totiz zvolime tak, ze plati

E=-Vp-== (10.7)

B=VxA (10.8)
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budou dvé vektorové rovnice automaticky splnéné pro libovolné funkce souradnic ¢(r) a A(r). Jako
obecné feseni zbyvajicich rovnic pak dostaneme retardované potencialy (v jednotkach SI):

' _|r—r'|
prt———)
o(r,t) = Y __dr' (10.9)
dne,.g |r—r|
. o=
A(r,t):“gi‘oj |r_r'|v dr' (10.10)

Naptiklad pro bodovy ndboj je ¢ = g/(4neR), tj. dostaneme notoricky znamy Coulombiiv zakon. Po-
kud nestudujeme mezihvézdné mlhoviny, urcité¢ se u molekul nesetkdme s relativistickou retardaci
ave vysSe uvedenych vyrazech nas bude zajimat nabojova a proudova hustota v jednom Ccase,
orhh) = p(r aj(r't)= j(r"). Musime ovSem stale integrovat pfes cely objem (dr), kde se naboj
a proud vyskytuje.

10.1.2 Polarizované svétlo

Pokud presko¢ime analyzy feseni Maxwellovych rovnic, miZzeme se spokojit s charakteristikou
rovinné viny, kterou v pfevazné vétsiné spektroskopickych experimentti svétlo nahrazujeme. Svétlo
je pak pln¢ charakterizovano smérem Sifeni, danym naptiklad smérem vlnového vektoru &, a pola-
rizaci, danou polarizacnimi vektory &, & kolmymi na k. Intenzity elektrického a magnetického
pole jsou kolmé k sob¢ navzajem i k vektoru k, a v ¢ase se periodicky méni. Pokud ve svazku svét-
la vSechny fotony maji intenzitu E orientovanou napf. ve sméru &, mluvime o zafeni polarizova-
ném linedarné nebo rovinné, nebot vektor E kmitd jen v roviné dané veltory k, &. Takové zateni
dostaneme snadno pomoci laseru nebo po priichodu nebo odrazu opticky nehomogennim prostiedi,
polarizatorem. Obecné dochazi k superpozici ptipadi polarizovanych v obou smérech &, &. Napfi-
klad zarovka poskytuje svétlo s nahodnou polarizaci, tj. nepolarizované. Zvlastni piipad je, kdyz

pfi kmitani svétla sloZka intenzity napt. ve sméru & zaostava za slozkou ve sméru & takovym zpl-

vvvvv

kruznici. Ziskame tak svétlo kruhove polarizované. Podle sméru rotace vektoru E pak rozliSujeme
levo- a pravotocivé kruhové polarizované svétlo. Pokud nejsou amplitudy obou slozek &, & stejné
velké, E zane opisovat elipsu a svétlo bude polarizované elipticky.

E

&

v

&
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Pro rozpoznavani chiralnich molekul ma nejvétsi vyznam pravé kruhova polarizace, nebot
levo- a pravotoc¢iveé kruhoveé polarizované svétlo ma onu "Sroubovou" symetrii, kterou se také lisi
leva a prava ruka a ktera zpusobuje rozdilnou interakci s podobné nesymetrickymi systémy. Na
zaver poznamenejme, Ze mimo uvedeny popis polarizace se ¢asto pouziva ekvivaletni Stokestv for-
malismus, kde se charakteristika svétla vyjadiuje pomoci ¢ty parametrt, tzv. Stokesova vektoru.

10.1.3 Multipdlovy rozvoj

Studujeme-li vlastnosti molekul v laboratofi, zpravidla je zkoumame ze vzdalenosti o hodn¢ vétsi,
nez jsou jejich rozméry. Stejné tak vinové délky svétla, at’ uz infracerveného nebo ultrafialového,
jsou vétsi nez bézné molekuly. To umoziuje v koneéném efektu zjednodusit matematicky popis je-
jich interakce se zarenim. Napiiklad ve vztahu (10.10) nemusi byt molekula reprezentovana obecnou
nabojovou hustotou p, zavislou na vSech bodech v prostoru, ale tieba jen nabojem nebo elektrickym
dipdlem. Klasicky ptipad, kdy molekulu zastupuje dipdl g indukovany dopadajicim svétlem s intenzi-
tou Ey, je znazornén zde na obrazku (méfitelna intenzita svétla = |E,|*). Za normalnich okolnosti
plati linearni vztah:

E
0 E,
7
> D,
E,
k>
D,
u=aE (10.11)

kde a je elektrickd polarizovatelnost molekuly (tenzor). Pokud se ¢ast zafeni dipdlem g absorbuje,
podobné¢ jako napt. zateni televizni anténou, intenzita za vzorkem E; bude mensi a na detektoru D,
muzeme sledovat absorpci zaieni dané vinové délky vzorkem. Pokud mizeme vinovou délku zaie-
ni prochazejiciho vzorkem plynule ménit, ziskdme takto absorpcni spektrum vzorku. NaSe "anténa"
mize ovSem také zafeni vysilat a za pfiznivych okolnosti miizeme na detektoru D, sledovat rozpty-
lené zafeni, naptiklad Ramantv rozptyl.

Predpovidani toho, jak molekuly interaguji se svétlem, se tedy da redukovat na vypocty napf.
molekulovych dip6lii a polarizovatelnosti, eventuelné jejich zavislosti na vinové délce. Nejdulezi-
t&j$i multipoly, které lze potkat v teorii spektroskopie chiralnich sloucenin, jsou (s¢itd se pies
vSechny naboje i, tj. jadra a elektrony):

(ndboj, monopol) g = Y g, (10.12a)

(elektricky dipol) = g;1; (10.12b)

1
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(elektricky kvadrupol) @ = Z qiti ¥ (10.12¢)

1

1
(magneticky dipol) m = E Z qit; X v; (10.12d)

1

kde r; a v; je poloha a rychlost ¢astice.

10.2 Hlavni metody vypocta vlastnosti molekul

Soucasny aparat vypocetni chemie nabizi Sirokou Skalu moznosti, jak molekulové systémy mode-
lovat. Podle zakladniho filosofického pfistupu je mizeme rozdélit na tzv. metody empirické, kdy
do vypocti uz na pocatku vstupuje mnoho experimentalnich nebo odhadnutych parametrii charak-
teristickych pro modelovany systém. Naptiklad pokud atomim vodiku a kysliku ptifadime néjaké
parcialni naboje, miizeme potom modelovat elektrickou permitivitu kapalné vody. Druhou skupinu
tvoti tzv. metody ab initio, kde se vlastnosti odhaduji z "prvotnich principt", tj. jenom z pohybo-
vych rovnic, vychazejicich z kvantové mechaniky. Na atomy a molekuly je pohlizeno jako na sou-
stavu jader a elektrond. Takové rozdéleni je samoziejmé velmi ptiblizné a mezi obéma metodami
existuje Siroka Seda zona metod semiempirickych.

Fyzikalni podstatu vypoct Iépe vystihuje jiné rozdéleni, které se ovSem v praxi s tim pied-
chozim témét prekryva, a to sice na vypocty pomoci molekulové mechaniky nebo dynamiky
(MM, MD) a na metody zalozené na kvantové mechanice (QM). Prvni skupina je zalozena na po-
hybovych rovnicich Isaaca Newtona (1642-1727), tedy na ptedpokladu, ze zrychleni télesa (a) je
piimo umeérné sile (F)

F =ma (10.13)

Konstanta m je hmotnost. Pfesné vzato tato tzv. klasickd mechanika pro mikroskopické jevy, ob-
zvlasteé pro chemické dé€je, neplati. Mnoho jinych vlastnosti molekul se vSak da s rozumnou pfes-
nosti "klasicky" modelovat. Piikladem je konformacni chovani proteinti nebo interakce enzymi se
substraty. Zopakujme, Ze sila plsobici na ¢astici (kazdy atom) je

F=-"" 10.14
o (10.14)

tj. zaporna derivace potencialni energie ¥ podle polohy (gradient). Typickym potenciadlem, se kte-
rym se v MM vypoétech miizeme setkat, je napf. tento

12 6
v=" 3 dgl|-L| - L] |+ Tkldi—dof+ Skola—ag )+
i,j=1,N,i<j Tij Tij vazby,i Ghly,i
1 99
+ ZAliCOS(Vl,-T,-)+ > ==
torzni Ghly,i i,j=l,N,i<j4ﬂ:‘9 Tij

(10.15)

kde poznavame dispersni van der Waalsovu interakci s parametry g; a o; pro kazdou dvojici atomd,
harmonicky potencial pro deformaci vazebnych délek a thli (od rovnovaznych poloh dy; a ay),
goniometrickou ¢ast pro zménu torznich thli a nakonec coulombickou interakci atomi. VSechny
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parametry v MM potencialech tvori tzv. silové pole, a ziskava se nejriznéjSimi zptisoby, od kvan-
tovych vypoctl pres extrapolaci experimentalnich dat po pouhy odhad. Zpravidla se MM metodami
mysli vypoc¢ty, kde nevystupuje ¢as, napf. rovnovazné geometrie, a v MD se systém necha vyvijet
v case. Jako priklad mnoha volnych nebo komer¢nich MD/MM programti uvedme GROMOS,
MM2, MM3, produkty firmy Biosym, Tinker, CHARMM, apod.

Kvantové metody jsou zalozeny na vice nebo mén¢€ presném feSeni Schrédingerovy rovnice
(Erwin Schrodinger, 1887-1961),

Hy =iny (10.16)
(ptipadné relativistické extenze, Diracovy rovnice), kde H je Hamiltontv operator, Hamiltonian
a i je vlnova funkce systému. Podle postulati kvantové teorie popisuje vinova funkce vSechny
vlastnosti kazdého systému. Jeji nulta, prvni a druhd derivace je spojita, konecnd, jednoznacna
a obecn¢ komplexni. Kvantova mechanika plati pro mikrosvét a Newtonovy rovnice jsou v piipadé
makroskopickych objektt jeji limitou. Protoze Zijeme v makrosvété, nékteré kvantové vlastnosti
hmoty jsou pro nas tézko pochopitelné. Napt. nikdy nemizeme piesné urcit soucasné polohu
a rychlost ¢astice (atomu, elektronu).

Typicky kantové-chemicky vypocet sestava z téchto krok:
Sestaveni klasického Hamiltonianu H (celkové energie systému).
Ptevedeni H do operatorového tvaru.

Reseni Schrodingerovy rovnice a normalizace vinové funkce .

b=

Ziskani libovolné vlastnosti systému z i jako stfedni hodnoty.

Presné feSeni Schrodingerovy rovnice je mozné jen v nékolika malo pfipadech. Pro molekuly
se musime uchylit k pfibliznym postupiim, napt. Hartree-Fockové (HF) aproximaci, ze které se lze
systematickym zlepSovanim (napt. pomoci metod MP2, MP4, CIS, CISD, CC, FCI) piesnému fe-
Seni pfiblizit. Mén¢€ systematické, ale vypocetné efektivnéjsi jsou metody zaloZené na elektronové
hustot¢ (DFT, density functional theory), napt. "LSDA" nebo "Becke3LYP". VInové funkce se
konstruuji z konecného poctu tzv. atomovych orbitald. Pro pochopeni zakladu vSech kvantovych
vypoctl je nezbytné osvojit si nasledujici schéma, tj. uvédomit si, ze presnych vysledkt (Schrodin-
gerova limitu) dosahneme jen postupnou iteraci, kdy soucasné zkousime v ramci dostupnych vy-
kont pocitach zlepSovat jak metodu, tak i orbitalovou bazi.

Velikost biaze atomovych orbitali —

STO-3G | 6-31G | 6-311++G** | AUG-cc-pVTZ | .. |

= | CNDO, PM3
S | HF,LSDA
£ | MP2, Becke3LYP
< | CISD
& | CCSD
j CCSDT(Q)

FCI SR

Za vsechny dostupné kvantové-chemické programy uvedme GAUSSIAN, TURBOMOLE,
MOLPRO, DALTON, SPARTAN, CADPAC, ADF a GAMMES.
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10.3 Simulace spekter

10.3.1 Vibraéni stavy molekul

Schrédingerova rovnice dovoluje zménu energie molekuly jen po disktrétnich kvantech a odpovi-
dajici zmény mizeme zhruba rozd¢lit na prechody rotacni, vibracni a elektronové, nebot’ tyto ener-
gie jsou zpravidla fadové odlisné, AEror << AEvip << AEg.:

kontinuum

------------------- 2. el. excitovany stav

------------------- 1. el. excitovany stav

Dovolené energie molekuly

rotacni roz§tépeni 1.
B exc. vibra¢niho st.

Zakladni stav

Obr. 10.1: ZjednoduSené schéma molekuldarnich energii

Pro vibrac¢ni prechody musime vyftesit Schrodingerovu rovnici s Hamiltonianem pro jadra:

2
H=} i +V (R, Ry..Ryr) (10.17)
kde potencial v nejjednodussi,aproximaci, tzv. harmonickém pribliZeni, je kvadratickd funkce
vychylek jader od jejich rovnovaznych poloh R,”:

V(RI,RZ...RM)~— Z Z Z Z

0 0
2,50 A aRJaaR R~ RoalBicp =Ry
Druhé derivace potencialu tak maji zasadni vyznam pro simulaci infradervenych spekter a oznacuji
se také jako silové pole (force field), matice silovych konstant, nebo Hessian. Vypocet Hessianu
byva pro nejpouzivanéjsi metody (HF, MP2, DFT) implementovan analyticky, coz je obvykle rych-
lejsi a presnéjsi; vzdy ho ale mizeme spocitat numerickou diferenciaci gradientd nebo dvojnasob-
nym numerickym derivovanim energii.

Vibra¢ni Schrédingerovu rovnici v harmonické aproximaci vyfeSime velice snadno - zavedenim
tzv. souiradnic normalnich médu (normal mode coordinates), Q, spojenych s kartézskymi sou-
fadnicemi linearni transformaci, transforma¢ni matice se oznacuje jako matice S : R=S - Q. Uloha

pak vede k diagonalizaci silového pole a molekula se chova jako soubor nezavislych harmonickych
oscilatort.
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Pro interpretaci vibracnich spekter nas zajimaji nejcastéji fundamentalni prechody, kdy se
kvantové ¢islo néjakého vibraéniho médu méni o jedni¢ku ze zékladniho stavu n; =0 — n; = 1.
Metody ab initio obecné davaji pomérné dobré vibraéni frekvence, tj. vétSinou miizeme na zaklade
vypoctu fici, v oblasti jakych energii vibruji napt. charakteristické skupiny v molekule. HF metoda
zpravidla poskytuje harmonické frekvence vyssi nez experimentalni, casto o 10 i vice procent. To je
velmi nepiijemné zejména pro vysokoenergetické vibracni mody jako valencni vibrace C-H, O-H
nebo N-H (stretching), kde chyba &ini i nékolik stovek cm™. Pokro¢ilej$i metody (DFT, MP2...)
poskytuji daleko presnéjsi frekvence.

10.3.2 Absorp¢ni spektra

Zopakujme si n€které zakladni pojmy z absorp¢ni spektroskopie. Pokud na izotropni vzorek dopa-
da zafeni o intenzité /y, jeho intenzita / po prichodu vzorkem bude mensi a pomér bude vyhovovat

Lambertovu—Beerovu zakonu

A=log (Iy/I)= ecb (10.18)

A je absorbance umérna koncentraci latky c a tloust'ce kyvety b; konstanta umérnosti £ je molarni
absorpéni koeficient. V ramci vyse naznacené dipélové aproximace bude plocha absorp¢niho
pasu ve spektru (tj. zavislosti € na vino¢tu) imérna tzv. dipélové sile D;, pfislusného piechodu ze

stavu 1 do stavu 2 ( |[1> — |2>) definované vztahem:

D> =il (10.19)

kde P2 = <1|p|2> je tranzitni (pfechodovy) dipolovy moment (integral). Pro vibracni harmonické
prechody ho miizeme ziskat jako

|1 J
= |[—) P,S 10.20
ulz Za)k g af™~ Ja,k ( )

kde Pajﬁ je derivace f-slozky molekulového dip6lového momentu (£ =x,y,z) podle a-vychylky

jadra J z rovnovazné polohy, tj. tzv. tenzor dipdlovych derivaci (dipole derivatives) nebo také ato-
movy polarni tenzor (atomic polar tensor). Polarni tenzory je dnes mozné ziskat pomoci vétSiny
kvantové-chemickych programt.

Piiklad: typicky vypocet vibraéniho spektra programem Gaussian

1. Zoptimalizujeme geometrii minimalizaci energie na stejné urovni, jako budeme pocitat silo-
vé pole. Musime zvolit spravnou konformaci nebo vice konformert, coz je pro mnoho sys-
témt dost obtizny ukol. Za¢indme tak vlastn¢ "nelogicky" vysledkem celého procesu méieni
a simulace spektra, tj. strukturou studovaného systému. Viz klic¢ové slovo OPT v navodu
k programu.

2. Spocteme harmonické silové pole (SP, matici druhych derivaci energie) a atomovy polarni
tenzor (APT). Vypocet v Gaussianu (klicové slovo FREQ) pro zakladni metody zahrnuje vy-
Cisleni téchto tenzorti automaticky a také diagonalizaci SP, tj. program vypiSe harmonické
frekvence. Podobné automaticky zkombinuje S-matici s APT, takze ziskame i spektralni in-
tenzity.
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3. Pro nékteré experimenty potiebujeme spektra latek obsahujicich minoritni izotopy. Jejich
elektronovéa struktura vSak zlistdva nezménéna, a tak napt. pro zaménu CH;0H — CH;0D
mizeme pouZit jiz spoctené silové pole metanolu a diagonalizaci provést se zménénymi
hmotnostmi izotopti, coz je velice rychly proces (na rozdil od nového vypoctu matice dru-
hych derivaci).

4. Pro posouzeni kvality vypoctu je velmi uzite¢né simulovat celé spektrum a srovnat ho s mé-
fenym signalem. Zpravidla neumime spocitat Sitku spektralnich ¢ar, kterou v simulaci nasta-
vime podle experimentu.

10.3.3 Ramanova spektra

V Ramanové spektroskopii nas zajima zatreni rozptylené vzorkem. Zdrojem svétla byva viditelny
nebo UV laser poskytujici zafeni o vinové délce okolo 500-800 nm.

vzorek

laser

detektor (@ @)

Experimentalni uspofadani mizeme klasifikovat podle thlu mezi budicim a vystupnim pa-
prskem ¢, nejcastéji se setkame s @ — 0° (backscattering), ¢ =90° a ¢ — 180° (forward scatte-
ring). Ve spektru mizeme pozorovat Stokesovy a anti-Stokesovy linie podle toho, jestli zazname-
navame frekvence mensi nebo vétsi, nez ma budici zateni. Pokud je energie budiciho zafeni blizka
energii n¢jakého elektronového ptechodu ve studované molekule, <ay = E* — Ej, mluvime o rezo-
nan¢nim Ramanov¢ spektru (to néds dale zajimat nebude). BéZnéjsi je ovSem nerezonancni (oby-
&ejny) piipad, kdy <w, < E* —E,. Casto se Ramaniv rozptyl vysvétluje pomoci virtualnich hladin
v molekule (ty skutecné mohou i v souladu s kvantovou teorii existovat, ovS§em pouze na omezeny
¢as). Po opusténi virtualni hladiny molekula vyzafi foton, jehoz energie se od budiciho lisi. Tato
odchylka odpovida energetickému rozdilu pocatecni a koncové vibracni hladiny.

Stokes anti-Stokes
virtualni stavy
Wo- W gt w;;
E*
g (on)
vibr. j A 4 zakl. el. stav
hladiny Ey
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Vypoéty Ramanovych spekter. Podobné jako u absorp¢nich spekter, i simulace Ramano-
vych spekter neobycejné usnadiiuje vyhodnoceni experimentalnich dat. Vidime, Ze pfestoze v ex-
perimentu pouzivame jako primarni zafeni viditelné svétlo, ve spektrech zaznamenavame energii
vibracnich prechodid. Proto frekvence ramanovskych pési ziskame, stejné jako pro absorpci, ze
silového pole molekuly. Podobné jako v pfipadé vypoctu intenzit absorpce, i zde mizeme molekulu
povazovat za dip6l. Ramanova spektra ovSem nezaznamenavaji, jak se méni dipolovy moment pii
vibracich molekuly, ale zménu jeji polarizovatelnosti. Polarizovatelnost molekuly je obecné zavis-
14 na frekvenci zafeni, pro jednoduchost ji ale budeme oznacovat symbolem e, stejné jako static-
kou polarizovatelnost (pro neménné pole) uvedenou vyse. Intenzita Ramanova zafeni zavisi na
experimentalnim uspofadani a polarizaci svétla, pro piiklad si uved'me bez odvozeni vyraz pro
zpétny rozptyl (backscattering):

Lo =k [760p & op+ e ] (10.21)
kde £ je konstanta (absolutni hodnota intenzity se zpravidla neméti) a

. da, OR? oa
gy =22y of Ty Tl ghy (10.22)
ﬁqi Ay 5R7 aqi Aa 8R7,

je zména polarizovatelnosti zplisobena zménou soufadnice normalniho modu ¢;. Vidime, Ze tuto
zménu ziskdme pomoci znamé matice S (definujici transformaci mezi kartézskymi a normalnimi
soufadnicemi) a kartézskych derivaci polarizovatelnosti. Jiz jsme uvedli, jak se spocitd staticka
polarizovatelnost, v nejhorsim bychom tedy jeji derivaci (zménu podle soufadnic) uméli spocitat
MP2) byva implementovan pfimo analyticky (poruchovy, coupled-perturbed) vypocet derivaci
polarizovatelnosti.

Program Gaussian 98/03 napt. pro HF-metodu pocita polarizovatelnosti a intenzity Ramano-
vych spekter automaticky pti vypoctu silovych poli, podobn¢ jako intenzity absorp¢nich spekter.
Pro velké molekuly je ale vypocet derivaci polarizovatelnosti velice narocny. Pro DFT a CC/CI
metody je ziidka implementovana analyticky a ziska se numerickym derivovanim. Nékteré pro-
gramy (DALTON, nova verze Gaussianu) umoziuji spocitat i frekvencné zavislou (a ne jen static-
kou) polarizovatelnost; v takovych piipadech je mozné zadat jako vstupni parametr frekven-
ci/vinovou délku svétla, které vyzaruje laser. Obvykle pro interpretaci Ramanova experimentu,
podobné jako u infraervené absorpce, je presnost vypoctu intenzit dostate¢na a veétsi potize piisobi
uréeni frekvenci.

10.3.4 Vibraéni cirkularni dichroismus

Vibracni cirkularni dichroismus (VCD, vibrational circular dichroism) je typicka experimentalni
metoda, jejiz rozvoj je do velké miry zavisly na vypoctech ab initio. Méti se zde rozdil absorpci
(absorpénich indexti) pro levotoc€ive a pravotociveé kruhoveé polarizované svétlo

Ae= (&L — &) (10.23)

Tento rozdil je relativng velice slaby, |& —&r [/]a + & | ~ 107, oviem poskytuje cennou dodate-
nou informaci o struktuie molekul. Je totiz obvykle vice nez absorp¢ni signal ovlivnén konformaci
molekul a také dokaze rozlisit optické antipody, jejichz VCD spektra jsou "zrcadloveé" symetricka.
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Jak vypocitat frekvence vibracnich ptechodii ze silového pole, to uz vime. Poznamenejme
jen, Ze pro interpretaci spekter musime Hessian znat s daleko vétsi presnosti nez v piipad¢ absorp-
ce, nebot’ tvar VCD spektra (znaménka a intenzity past) je dan jemnym roz$tépenim a potradim
vibra¢nich ptrechodt. Napft. silové pole spoctené na HF tirovni je pro interpretaci VCD spekter vét-
Sich molekul zpravidla nepouzitelné.

Velicina, kterou potfebujeme znat pro modelovani spektralnich intenzit, se nazyva rota¢ni
sila piechodu (opftical rotatory strength) |0> — |1>, R, a je imérna plose cirkularné dichroického
pasu. Znovu zdliraznéme, ze mize byt kladna i zaporna. Je definovana jako imaginarni ¢ast skalar-
niho soucinu tranzitniho integralu elektrického a magnetického dipélového momentu:

R = Im <0|p|1>.<1|m|0> (10.24)

Jiz vime, ze elektricky moment ziskdme z atomového polarniho tenzoru a matice S. Analo-
gicky, magneticky vibra¢ni pfechodovy moment je mozné vyjadfit jako soucin matice S a atomo-
vého axialniho tenzoru A (atomic axial tensor, AAT):

<1k |mﬂ|0k > =420, ZSJa,,-Aiﬂ (10.25)
J,a

Jak nazev napovida, AAT se transformuje opacné nez soufadnice pfi inverzi souradného
systému, nebot’ obsahuje axialni ("nepravy") vektor - magneticky moment. Nejedna se o derivace
molekulového magnetického momentu podle zmény soutradnic jader, nebot’ ta je vZzdy nulova, ale
AAT je umérny (existuje n€kolik definic AAT lisicich se konstantnim faktorem) derivaci magne-
tického momentu molekuly podle Aybnosti jader:

; _ Omy

oC

“ap,,

(10.26)

Hybnost jader je ovsem matematicky obtizn¢ uchopitelna veli¢ina - vzpomenme na princip
neurcitosti a nemoznost stanovit polohu i hybnost soucasné atd. Dokonce se ukazuje, ze elektrono-
va Cast AAT je v ramci Born-Oppenheimerovy aproximace nulova, coz je vysledek, ktery je zjevné
nefyzikalni - pfi pohybu jader musi mit elektrony moznost se tomuto pohybu piizplsobovat, a tim
vyvolat nenulovou proudovou hustotu, a tedy i magneticky moment. Tento paradox byl roziesen
a pomoci Stephensovy teorie (magnetic field perturbation, MFP) nalezen vyraz pro vypocet elek-

tronové ¢asti AAT pomoci obvyklé elektronové funkce zdkladniho stavu -

Al (el) = oy |0y

J
0B, |0, (10.27)

Jedna se tedy o integral derivace vinové funkce podle intenzity magnetického pole a derivace podle
zmén poloh jader. Ob¢ derivace se daji vypocitat béznymi metodami poruchového poctu (coupled-
perturbed); ostatné seznamili jsme se s nimi jiz diive. Jadernou ¢ast AAT vypoéteme z atomovych
naboji a poloh.

_ i
Ayp(jad.) = ZZZ Jeap R (10.28)
Y
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Vypocet VCD intenzit ovSem trpi, podobné jako mnoho ostatnich magnetickych vlastnosti
molekul, zavislosti na soutadném systému. Historicky bylo navrzeno nékolik zptisobli specialné
pro VCD, jak tuto zavislost odstranit, zmifime napf. tzv. distributed origine gauge (DOG) zaloZeny
na transformaci pocatku do poloh jader. V soucasné dob¢ je preferovano pouziti GIAO orbitald,
které soucasné odstrani tento problém i pro jiné magnetické veliCiny, napt. susceptibilitu a NMR
parametry.

10.3.5 Ramanova opticka aktivita (ROA)

Tato specialni spektroskopicka metoda pfedstavuje analogii VCD spektroskopie pro Ramanova
spektra, tj. méfi se rozdilny rozptyl pro pravo- a levotocivé kruhové polarizované svétlo:

Al=Ig-1I (10.29)

Tento vztah je nutno chapat spiSe symbolicky, nebot’ existuje mnoho variant ROA experimentu
podle toho, jestli je polarizator pied vzorkem, nebo za nim, podle geometrie vstupniho a vystupni-
ho paprsku apod.; také, na rozdil od VCD, nelze méfit absolutni intenzity, podobn¢ jako u obycej-
nych Ramanovych spekter.

Metoda dosud neni pftili§ rozsifena, piesto se objevuji prvni komeréni spektrometry a sou-
Casn¢ implementace vypo¢ti ROA intenzit v komercnich ¢i volné dostupnych kvantove-
chemickych programech. Vypocet frekvenci je zalozen na vypoctu Hessianu stejn¢ jako u predcha-
zejicich metod monitorujicich vibra¢ni stavy molekul. Pro intenzity je kromé elektrické dipol-
dip6lové polarizovatelnosti o, kterou jsme jiz poznali, potieba jesté derivace dvou dalsich tenzord,
elektrické dipdl - elektrické kvadrupélové polarizovatelnosti 4 a elektrické dip6l - magnetické
dipolové polarizovatelnosti G'. Posledni tenzor G' se n¢kdy také nazyva tenzor optické aktivity
a tenzor optické otacivosti. Tyto tenzory popisuji interakci molekuly s elektromagnetickym polem
- v tomto piipad¢ viditelnym svétlem - a na rozdil od "obycejné* polarizovatelnosti & jsou schopné
vyjadrtit rozdilnou odezvu izotropniho vzorku na rozdilnou kruhovou polarizaci svétla. Vypocet
téchto tenzori a zvlaste jejich derivaci je neobycejné narocny a dosud nebyl implementovan analy-
ticky. Mnoho programti (Dalton, Cadpac, Gussian) je vSak dokaze spocitat pomoci numerického
derivovani.

10.3.6 Spektroskopie ve viditelné oblasti

Pro modelovani spekter ve viditelné a UV spektroskopii potfebujeme znat excitované elektronové
stavy molekul. Pfipomenme, Ze Schrodingerova rovnice

Hoo=E, ¢, (10.30)

dovoluje stavy s riznou energii. Pro vysoké energie se pocet stavll zhustuje a energie se meni spo-
jité - ve spektru se to projevi jako spojité spektrum. V oblasti malych energii ziskavame diskrétni
spektrum slozené z jednotlivych elektronovych prechodii. Piesn¢ bychom elektronové excitované
stavy dostali pfimo pomoci metody FCI. Ptibliznou piedstavu o elektronovych excitovanych sta-
vech (energiich, symetriich) dostaneme z CIS nebo CISD vypocti. Ty lze zpfesiiovat za pomoci
pokrodilejsich metod (MCSCF, CAS, CASSD), jejichz pouziti je vSak pomérné naro¢né. Nejedna
se obvykle o "¢ernou skiinku" (black box), kdy zadame jen vstupni soutfadnice, ale metody napf.
vyzaduji pocatecni odhad Slaterovych determinantii (konfiguraci), které¢ se v zadaném elektrono-
vém excitovaném stavu nejvice vyskytuji. Casto dobrou shodu vypodtenych energii s experimen-
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tem poskytuji i semiempirické metody, ovSem optimalizované pro excitované stavy (CNDO-S aj.)
a zpravidla jen pro uzkou tfidu molekul.

Velmi nadéjna alternativa k metodam zalozenych na vinové funkci je tzv. Casové zavisla
(time-dependent) teorie elektronové hustoty (TD DFT). I za jeji rozpracovani byla ostatné v roce
1997 udélena W. Kohnovi Nobelova cena. TD DFT vyuziva vSech moznosti elektronové teorie,
jako napftiklad soustavné vylepSovani/ladéni funkcionalti, a hlavni vyhodou je pochopitelné jeji
rychlost, a tim i dostupnost pro pomérné velké molekuly. Byla implementovana pro vypocet ab-
sorpCnich spekter stejné tak jako pro elektronovy (UV-vis) cirkularni dichroismus (ECD, UVCD).
Zopakujme si, Ze intenzita signdlu je pro absorp¢ni spektrum umérna dipo6lové sile pfechodu, D;; =
[<i|lj>> = = <i|glj> - <j|gli>, a pro cirkularni dichroismus rota¢ni sile pfechodu i — Rj=1Im

<i|gylj> * <j|m|i>, které v tomto piipadé¢ mizeme pocitat rovnou z elektronovych vinovych funkci.

10.3.7 Modelovani rozpoustédla

Vétsina molekulovych vypoctl ab initio v minulosti vliv okoli ignorovala. Pro mnoho vlastnosti
molekul je vliv okoli malo podstatny. Pro spolehlivé vysledky je ovSsem nutné vliv rozpoustédla do
vypoctu zahrnout nebo alesponi odhadnout, jakou nepiesnost by mohlo zptsobit. Pfi modelovani
mame vzdy moznost zahrnout rozpoustédlo explicitne, tj. obalit zkoumanou molekulu napi. dosta-
tecnym mnozstvim molekul vody. To lze v praxi dé€lat jen omezené.

Za kompromisni variantu miizeme povazovat implicitni modely, kdy se zpravidla rozpous-
tédlo aproximuje kontinuem, napft. dielektrikem (izolantem). Za prvni takovy model, dodnes pou-
Zivany, mizeme povazovat dipolovou aproximaci (L. Onsager, 1936) kdy molekulu nahradime
bodovym dipdlem a umistime ji do kulové dutiny v dielektriku charakterizovaném hodnotou die-
lektrické konstanty (&). Tato jednoduchost umoziuje model implementovat analyticky pro vypocet
mnoha molekulovych vlastnosti. Pro vétsi nebo slozitéjsi molekuly je vSak jeho pouziti zcela ne-
smyslné.

.....

molekuldrniho povrchu a 1épe popisuji i vzajemné ptisobeni elektrostatickych poli molekuly a die-
lektrika. Mluvime v takovém ptipad€ o self-consistent reaction field (SCRF), tj. molekula na po-
vrchu nebo uvnitt dielektrika indukuje naboje, které zpétn¢ pisobi na rozlozeni jader a elektroni
v molekule, az se pfi feSeni SR dosahne konsistence, konvergence. Obecné se tyto metody také
nazyvaji polarizable continuum models (PCM). Povrch dutiny se zpravidla popisuje kone¢nym
poctem elementarnich plosek, které nesou parcialni naboj.

Tyto modely jsou uZzite¢né ptfi modelovani konformacnich rovnovéah, rozpoustécich tepel
i spektralnich vlastnosti. Zpravidla v§ak nejsou schopny popsat vliv silnych interakci mezi moleku-
lou a rozpoustédlem, predevsim vodikovych vazeb. V takovém piipad¢ se doporucuje kombinovat
implicitni a explicitni piistup, tj. uzaviit do dielektrické dutiny klastr, tj. komplex slozeny z mole-
kul rozpoustédla i studované molekuly.
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11.1 Uvod

Na ptelomu 60. a 70. let minulého stoleti bylo na zakladé obecné teorie polarizacnich vlastnosti
Rayleighova (pruzného) a Ramanova (nepruzného) rozptylu svétla chiralnimi molekulami ukéazano,
ze rozptylené svétlo obsahuje velmi slabou slozku s kruhovou polarizaci, a naopak Ze intenzita
rozptylu dopadajiciho pravo- a levotogivé kruhové polarizovaného zafeni je ponékud rozdilna.'
Tento objev vedl k rozvoji zcela nové chiroptické metody, ktera je nyni znama jako Ramanova
opticka aktivita (ROA) a ktera se rozvinula ve vyznamnou spektroskopickou techniku aplikovatel-
nou na $irokou $kalu chiralnich vzorkt po&inaje jednoduchymi molekulami az po viry.?

ROA, ktera je ve své podstaté technikou diferencni spektroskopie, méfi rozdil v odezvé chi-
ralni molekuly vii¢i pravoto€ivé a levoto¢ivé kruhové polarizovanému zafeni. Vysledkem mé-
feni ROA jsou vzdy dvé spektra — vlastni ROA (tedy diferen¢ni) spektrum a zdrojové Ramanovo
(sumarni) spektrum. V teorii ROA zavadime bezrozmérnou veli¢inu 4 pojmenovanou diferenéni
cirkularni intenzita (circular intensity difference), ktera je definovana jako podil ROA ke zdrojo-
vému Ramanovu signalu vztahem

I®R—J*

A _
I*+1*

a kterou lze experimentaln¢ urcit na zakladé méfeni intenzity rozptylu dopadajiciho pravotocive
(™) a levotogivé (I %) kruhové polarizovaného zafeni. Tato veli¢ina je analogem faktoru chirality g
(dissymmetry factor), ktery je pouzivan pro popis cirkularniho dichroismu (CD). Pov§imnéme si, Ze
z historickych diivodd ROA pouziva konvenci R minus L, zatimco CD konvenci opacnou ( L
minus R).

ROA je velmi slabym jevem, nebot A nabyva v nejlepsim piipadé hodnot < 107. Pfitom
i konvenéni Ramantiv jev ma jako nepruzny rozptyl velmi maly a¢inny prifez (z 10° rozptylenych
fotonti je jen jeden rozptylen nepruzng). Experimentalng byla ROA prokazana v roce 1973, aviak
jeji rozvoj byl az do pocatku 90. let 20. stoleti vyrazné omezen tehdejSimi experimentalnimi moz-
nostmi (jednokanalova detekce a méfeni spekter bod po bodu). Od pocatku 90. let vSak diky po-
kroku v experimentalni technice (pfedevsim diky vyuZziti mnohokanalovych CCD detektort v Rama-
nov¢ spektroskopii) nastal prudky rozvoj této metody, ktery byl zavrsen v roce 2002, kdy se na trhu
objevil prvni (a zatim jediny) komer¢ni ROA spektrometr ChiralRAMAN™ od firmy BioTools.

Vyznam ROA tkvi v tom, méfi vibracni optickou aktivitu a poskytuje tedy ve srovnani se
standardni chiroptickou technikou viditelného a ultrafialového cirkularniho dichroismu (ECD), ktery
mefi elektronovou optickou aktivitu, mnohem bohatsi stereochemickou informaci. To je na prvni
pohled ziejmé z ROA spektra I-alanylu-l-alaninu (obr. 11.1), kde pozorujeme ROA pasy téméf pro
vSechny pasy vibraéniho Ramanova spektra, pfi¢emz znaménko a intenzita kazdého z nich odrazi
stereochemii véetné absolutni chirality té ¢asti molekuly, ktera se pfislusné normalni vibrace Gcast-
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ni. ROA, podobné¢ jako komplementarni technika vibracniho cirkularniho dichroismu (VCD), sondu-
je stereochemii molekularniho skeletu pifimo, zatimco elektronova opticka aktivita sonduje stereo-
chemii pouze nepfimo prostfednictvim chromoforu. Opticky aktivni molekuly, které postradaji elek-
tronovy chromofor, nelze zkoumat pomoci ECD, lze je ale zkoumat pomoci ROA a VCD.

— L-Ala-L-Ala

D-Ala-D-Ala
1 -/\’\
o - VA\(..Aq

I’k (x10%)

1F+1t (x109)

L-alanyl-L-alanin D-alanyl-D-alanin

a (+) )

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

vinocet (cm™)

Obr. 11.1: Zrcadlova symetrie dvou enantiomerit se odrazi v zrcadlové symetrii jejich ROA
spekter. Ramanovo spektrum (vlevo dole) a odpovidajici ICP ROA spektrum (vlevo
nahove) 2M roztoku ve vodé L-alanyl-L-alaninu (Cerné) a D-alanyl-D-alaninu (Sedé)
mérend v geometrii zpétného rozptylu

Udalost rozptylu probiha v dasové kale ~107 s, ktera je mnohem kratsi neZ i ty nejrychlejsi
konformacni zmény. ROA spektrum tedy bude superpozici piispévki od vSech konformaci, které
jsou pritomny ve vzorku v rovnovaze. Intenzita ROA zavisi na absolutni chiralité, a proto mize
dojit k vyruSeni ptispévkid enantiomernich struktur, jez mohou vznikat pii tom, jak pohyblivé casti
molekuly prochazeji celou $kalou dostupnych konformaci. To je zdrojem zvySené citlivosti ROA
k dynamickému chovani (bio)molekularnich struktur.

11.2 Experimentalni pristupy

Ramanova opticka aktivita je spojena s fundamentalnim pfechodem mezi vibracnimi hladinami
normalniho vibra¢niho médu v zakladnim elektronovém stavu, podobné jako pii vibracnim cirku-
larnim dichroismu, coz umoziuje piimé srovnani VCD a ROA spekter méfenych ve stejném spekt-
ralnim oboru. Ramantiv rozptyl je ale na rozdil od absorpce dvoufotonovy proces, a proto je ROA
ve srovnani s VCD mnohem komplexnéjsi, a to jak teoreticky (slozity nepftilis nazorny formalis-
mus) tak experimentalné (tady komplexnost umoznuje vétsi variabilitu). Diky tomu lze pii méfeni
ROA pouzit rizna experimentalni uspotfadani, kdy volitelnymi parametry jsou geometrie experi-
mentu (thel rozptylu) a modulac¢ni schéma (to jest zptisob jak ROA méfime). V soucasnosti je nej-
geometrii je pomér ROA ke zdrojovému Ramanovu signalu nejptiznivejsi. Avsak ranna ROA mé-
feni az do konce 80. let byla realizovana v pravouhlé geometrii (90°). Pokud jde o modula¢ni
schéma historicky prvni byla ICP (incident circular polarization) varianta, ktera je zalozena na mo-
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dulaci polarizace dopadajiciho zafeni (obr. 11.2a), kdy pomoci elektrooptického modulatoru
stiidavé prepiname mezi pravotocivou a levotoc¢ivou kruhovou polarizaci, synchronné s tim zazna-
menavame intenzity rozptylené¢ho zateni /* a /" a mé&fime bud’ totalni rozptyl (v geometrii 180°)
nebo jeho polarizovanou respektive depolarizovanou slozku (v 90° geometrii pii pouZiti analyzato-
ru). V této varianté ROA tedy nemé&fime signal /* a I soucasng, ale v riznych &asech. ICP vari-
antu vyuziva i ROA spektrometr vybudovany na Fyzikalnim tstavu UK.

Komer¢ni spektrometr ChiralRAMAN™ naopak vyuziva SCP (scattered circular polarizati-
on) variantu (obr. 11.2b) vychazejici z originalni koncepce W. Huga.* Jeji hlavni pfednosti je sou-
Casné zaznamenavani intenzity pravotocivé a levotoc¢ivé kruhové polarizované slozky v rozpty-
leném zareni. Tim se automaticky zbavime slozky Sumu oznacované jako "flicker noise", ktera je
vyvolana ptitomnosti prachovych ¢astic ve vzorku, fluktuacemi hustoty, kolisanim vykonu laseru a
dalsimi nahodnymi d&ji. Sum je potom v tomto piipadé &isté statistické povahy a je mozno ho vy-
hlazovacimi procedurami minimalizovat. Experimentalné byly realizovany i DCP (dual circular
polarization) varianty, kdy modulujeme kruhovou polarizaci dopadajiciho zafeni a zaznamenavame

intenzitu kruhové¢ polarizované slozky v rozptyleném zaieni - DCP; (ve fazi, kdy méfime 7 11: -1/ LL)

a DCPy; (v protifazi, kdy méfime [ f -1 ﬁ ).

(a)
R L F

N
[ - 3

VAVACRS

ICP ROA

Br

(b)

SCP ROA

Obr. 11.2: Dva ekvivalentni ROA experimenty. (a) v ICP ROA méiime I*-I", kde I* a I" jsou
intenzity rozptyleného zdreni (nepolarizované) pro dopadajici pravo- respektive

Vv s

levotocivé kruhové polarizované zdieni. (b) v SCP ROA méiime Ig-I1, kde Ir a I,
Jjsou intenzity pravo- a levotocivé kruhové polarizované komponenty v rozptyleném
zareni, zatimco dopadajici zdaveni je bud’ linedrné polarizované nebo piipadné nepo-
larizované (jak je ukdzdano zde). Podle uZivané konvence horni indexy oznacuji po-
larizaci dopadajiciho zdveni a dolni indexy polarizaci rozptyleného zdieni

Typicky ROA spektrometr se tedy sklada z budiciho laseru (zpravidla argonovy nebo dio-
dami Cerpany pevnolatkovy), rychlého (idedln¢ f/ 1,4) zobrazovaciho spektrografu a chlazeného
CCD detektoru.” ICP ROA spektrometr ma navic v excitatni vétvi elektroopticky modulator (Po-
ckelsova cela), pomoci kterého piepiname mezi pravotocivou a levotocivou kruhovou polarizaci
dopadajiciho zafeni. Jadrem SCP ROA spektrometru je naopak polarizac¢ni dé€lic, ktery dokaze
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oddélit pravotociveé a levotocivé kruhove polarizované komponenty v rozptyleném zateni, pomoci
vlaknové optiky je pfivést na vstup spektrografu a ob¢ je zobrazit na CCD detektoru (nad sebou).
ROA spektrum potom ziskame jejich odectenim.

Ve srovnani s VCD ptinasi ROA dvé podstatné vyhody. Tou prvni je spektralni rozsah me-
feni. VCD je zpravidla méfeno v oblasti nad 900 cm™, vyjimeéné lze méfit jiz od 600 cm™, oblast
vlnoéti niz§ich nez 600 cm™ v§ak doposud ziistava pro VCD nepiistupna. ROA Ize dnes standard-
né méfit jiz od 200 cm™ a v piznivém piipadé dokonce od 100 cm™. Druhou vyhodou ROA oproti
VCD je moznost métfeni ve vodném roztoku. Voda jako polarni molekula siln€ absorbuje infracer-
vené zareni a to komplikuje ¢i dokonce znemozituje méieni VCD v oblastech silné absorpce roz-
poustédla. Voda naopak ma pouze slaby Ramantiv rozptyl a ptredstavuje tak pro tuto spektrosko-
pickou metodu téméet idealni rozpoustédlo.

11.3 Nastin teorie

Vyrazy pro veli¢inu A4 mizeme odvodit pro rizné experimentalni varianty ROA na zaklad¢ se-
miklasické teorie tak, ze si vyjadiime vektory intenzity elektrického a magnetického pole osciluji-
ciho elektrického dipolu, magnetického dipdlu a elektrického kvadrupolu, které jsou indukovany
dopadajici svételnou vinou (v ptipadé ICP ROA kruhové polarizovanou), a piimo vyjadiime
I"—1" (ROA) a I® + 1" (Raman). Pro popis Ramanova rozptylu je postadujici tzv. dipdlova
aproximace omezujici se pouze na indukovany elektricky dip6l, pti popisu ROA vsak musime vyjit
za jeji ramec a zahrnout do vypoctu i indukovany magneticky dipol a elektricky kvadrupol. Pii-

spévky od jednotlivych ¢leni miZeme vyjadrit pomoci tenzoru molekularni polarizovatelnosti ¢,

(elektrické dipol-dipolové), a dvou tenzort optické aktivity G, (elektrické dipol-magnetické di-

ap
po6lové polarizovatelnosti) a Aaﬂy (elektrické dipodl-elektrické kvadrupdlové polarizovatelnosti).

Pro izotropni soubor chirdlnich molekul (pfechod k nému ptedstavuje sttedovani ptes vSechny ori-
entace rozptylujicich molekul a prechod od slozek tenzorl k jejich invariantim) potom naptiklad
pro ICP ROA v geometrii zpétného rozptylu dostaneme pro A vztah

o 48[AGY (13 pA)]

A(180° -
(180%) =7 2¢[ 450 +7p ()’ |

kde a je izotropni invariant tenzoru polarizovatelnosti,

a=(1/3)a,, =(3)(a, +a, +a.)

a A a)’, f(G*) a f(A) jsou anizotropni invarianty tenzoru polarizovatelnosti a tenzort optické akti-

vity,

:3(“)2 = (1/2)(3“aﬁ“aﬁ - aaaaﬂﬂ)

A(G) =(1/2)(30,yGly - 2, Gy )
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B(A) =(1/2) w6, 4,4

Striktn€ vzato plati vySe uvedené vztahy pro Rayleightiv (pruzny) rozptyl. V pfipadé Ramanova
rozptylu musime ve vyrazu pro A tenzory molekuldrnich vlastnosti nahradit Ramanovymi tenzory

prechodu mezi poc¢ate¢nim a kone¢nym vibra¢nim stavem #, a m,. Tedy napiiklad o, je nahrazeno

(m, |e,; (0)
parametricky zavisi na normalni vibra¢ni soutfadnici Q. V ramci Placzekovy teorie polarizovatel-

nosti potom bude ROA intenzita zaviset na soulinech typu (8aaﬂ /GQ)() (8G{;ﬁ /8Q)0

a (0a,, /8Q)0 £y (04,55 /8Q)0 6

nv> atd., kde (Q) atd. jsou operatory polarizovatelnosti a optické aktivity, které

11.4 Interpretace ROA spekter

ROA spektra mohou byt interpretovana na nékolika urovnich — od ¢isté empirické korelace uzivané
v pocatcich rozvoje, pies sofistikovanéjsi pristupy zalozené na statistickych metodach, jako je na-
priklad faktorova analyza, az po modelové ab initio kvantové-chemické vypocty spekter. Vypocet
zahrnuje n€kolik krokli — optimalizaci geometrie (vypocet rovnovazné konfigurace jader), vypocet
silového pole a frekvenci vibraci (zpravidla v harmonické aproximaci) a kone¢né vypocet intenzit
past v Ramanové i v ROA spektru. V posledni dobé je zfejma snaha zahrnout do vypoctu i vliv
rozpoustédla, pfedev§im pro podvojné ionty, pro které vypoclty ve vakuu nevedou k realistické
rovnovazné konfiguraci. Zakladnim kritériem uspésnosti vypoctu ROA spekter je dosazeni shody
znaménka past, popfipadé i relativni intenzity, s experimentalnimi daty. Leps$i shody s experimen-
tem obecné dosahuji vypocty zahrnujici elektronovou korelaci, at’ uz teorie elektronové hustoty
popisu vibrac¢nich pohybti jader. Ab initio metody vypoctu ROA spekter jsou podrobnéji probirany
jiné kapitole téchto skript.

11.5 Vybrané priklady vyuziti ROA

Zakladnimi aplikacemi ROA spektroskopie jsou: (1) ur¢ovani absolutni konfigurace opticky aktiv-
nich molekul v roztoku, (2) méfeni enantiomerni Cistoty a (3) studium struktury (bio)molekul
v roztoku.

Ad (1): Mame-li vzorek cisté¢ho enantiomeru, potom zakladnim problémem stereochemie je urcit
pomoci fyzikalnich metod, ktery ze dvou enantiomerti to je. ROA spektra v kombinaci s jejich
kvantové-chemickou simulaci Ize uzit pro urceni absolutni konfigurace malych az stfedné velkych
chirdlnich molekul. Postup je nasledujici: na zakladé ab initio vypoctu je pro zvolenou absolutni
konfiguraci simulovano ROA spektrum. Pokud simulované a zmétené spektrum sobé odpovidaji
jak ve znaméncich ROA pasu, tak v jejich polohach a relativnich intenzitach, je konfigurace mole-
kuly zvolena pro vypocet totozna s konfiguraci mérené molekuly.

Presvédcivym testem schopnosti ROA je urceni absolutni konfigurace chiralné deuterované-
ho neopentanu C(CH3),.” Tato molekula neobsahuje zadny tézky atom, proto anomalni rozptyl X-
paprskl neni v tomto piipadé pouzitelny. Chiralita je zde indukovana pouhou izotopickou zaménou
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vodiku za deuterium ve tfech ze ¢ty CH; skupin, tak aby molekula obsahovala po jedné skupiné
CH;, CH,D, CHD, a CDs. ROA je navic velmi slaba (4 < 107°). Situaci komplikuje i existence
celkem deviti riznych rota¢nich konformert ve vzorku, nebot’ kazda z CH,D a CHD, skupin muze
mit tfi rizné orientace. Proto bylo pro kazdy rotamer spocitino ROA spektrum a vysledné ROA
spektrum bylo ziskano jako jejich primér (diky vyruseni signalu je 4 ve vysledném spektru fadove
mensi ve srovnani se spektry jednotlivych rotamert!). Impozantni shoda s experimentem, primarné
ve znaménku ale i v intenzit¢ pasii, umoznila jednoznacné stanovit absolutni konfiguraci jako R.

Ad (2): Sledovani enantiomerni Cistoty je jednou z moznych analytickych aplikaci Ramanovy op-
tické aktivity (ROA), ktera miize byt potencialné zajimava pro farmaceuticky prumysl. Opticka
aktivita vzorku se projevuje pouze tehdy, je-li v méfeném vzorku bud’ Cistd enantiomerni forma
nebo piebytek jedné z enantiomernich forem. V ptipadé, kdy jsou ve vzorku pfitomny pouze dva
optické antipody o riiznych koncentracich, je uzite¢né definovat enantiomerni piebytek (enantio-

meric excess) f,. jako piebyte¢né mnozstvi jednoho enantiomeru (R) nad druhym (S) vztazeny

k celkovému mnozstvi obou enantiomett ve vzorku

Jer = R s [%]

Cp T Cg

Veli¢ina f,, nabyva hodnoty 100 % pro ¢isty enantiomer R, —100 % pro &isty enantiomer S a 0 %

pro racemickou smés. Je ziejmé, Ze intenzita pasi ROA spektra je pfimo imérna enantiomernimu
prebytku. Pro kvantitativni stanoveni je vSak nezbytné provést kalibraéni méfeni na souboru vzorki
o razné ale znamé enantiomerni Cistoté (jako piiklad mohou slouzit data uvedena na obr. 11.3).
Namisto ROA spekter je pfi ur€ovani enantiomerniho ptebytku vhodnéjsi pracovat s podilovymi
spektry ROA/Raman, nebot’ ta jsou normovana na zdrojovy Ramaniv signal. Toto podilové spekt-

rum je vlastné spektrem diferencni cirkularni intenzity A definované v tvodu.

Informaci o enantiomernim piebytku Ize z kalibra¢nich méfeni vyhodnotit n¢kolika zptisoby.
Ten nejjednodussi pracuje s intenzitou jednoho ¢i nékolika vybranych past, ten pokrocilejsi vyuzi-
va statistickych metod zpracovani dat, napt. faktorovou analyzu. Pfednosti druhého pfistupu je, ze
pro vyhodnoceni vyuziva celé spektrum a nikoli jen nékolik vybranych past. V piipad¢ roztokt
nebo smési obsahujicich vice riiznych chiralnich molekul je pouziti statistickych metod nutnosti,
protoze umoziuje separovat signal od jednotlivych komponent i signal rozpoustédla. Piiklad kalib-
raéni kiivky ziskané pomoci intenzity tii nejvyrazngjsich pasti (854, 917 a 1322 cm™) v podilovych
spektrech ROA/Raman (obr. 11.3B) je uveden na obr. 11.4A. Na obr. 11.4B je uveden vysledek
faktorové analyzy stejného souboru dat. Faktorovd dimenze 1, ktera udava pocet vyznamnych
komponent, neni pfekvapenim, nebot’ ROA spektra dvou enantiomerd jsou az na znaménko shodna

(jedno ptevedeme v druhé prostym vynasobenim faktorem —1).
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Obr. 11.3:
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A: Kalibraéni kiivka pro stanoveni enantiomerni cistoty na zdkladé intenzity ti'i nej-
vyraznéjsich pasit (854, 917 a 1322 cm™) v podilovych spektrech z obr. 11.3B

B: Vysledek faktorové analyzy souboru 19 podilovych spekter ROA/Raman z obr.
11.3A. Vyznamné je pouze prvni subspektrum (oznacené S1), tedy faktorova di-
menze je 1. Linedrni zavislost koeficientu C1 na enantiomernim piebytku je
analogem kalibracni kiivky
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V jednoslozkovém vzorku (smés dvou enantiomerti jedné chiralni molekuly) Ize pomoci
ROA za ptiznivych podminek stanovit jiz 0,1% ptebytek, ve dvouslozkové smesi riznych chiral-
nich molekul Ize odhalit 1-2% enantiomerni piebytek jedné ze slozek.®

Ad (3): Ab initio vypocty ROA spekter zaCinaji mit dopad i na studium konformace malych biomo-
lekul ve vodném roztoku. Mapovani konformacniho prostoru zwitterionického L-alaninu ukézalo,
e tvar Ramanovych a ROA pasti je do znaéné miry ovlivnén rotaci skupin NH;" a COO™.° Moleku-
lu v roztoku nelze popisovat jako rigidni systém, naopak pro dosaZeni lepsi shody s experimentem
je nezbytné do vypoctu zahrnout i dynamiku jeji struktury (obr. 11.5). Na takto ,,jednoduchych
systémech Ize také testovat implicitni i explicitni modely rozpoustédla.'®

Na ptikladu dvou jednoduchych dipeptidt Gly-Pro a Pro-Gly ve vodném roztoku lze demon-
strovat, jak vyraznym zptisobem se konformacni flexibilita molekul projevuje v ROA a Ramano-
vych spektrech (obr. 11.6)." Rigidita Gly-Pro je dana tim, Ze prolin je na C konci dipeptidu a Ze
rotace kolem vazby C,-N (torzni tthel @) je péticlennym kruhem vyrazné omezena. Pro-Gly je ve
srovnani s Gly-Pro mnohem flexibilngjsi, nebot’ prolin se nachazi na N konci dipeptidu a rotace
kolem torzniho thlu @ je v tomto ptipadé volna. Z obr. 11.6 je ziejmé, ze u flexibilniho systému je
ROA spektrum diky vyruSeni signalu od rtznych konformert velmi jednoduché, pasy v ROA
i v Ramanové spektru jsou rozsifené, v oblasti torznich vibraci (200-750 cm™) jsou Ramanovy pésy
Siroké a ROA signal je zde velmi slaby. Naopak u rigidniho systému je spektrum zieteln¢ bohatsi,
s izkymi dobfe rozliSenymi pasy a relativné intenzivnim ROA signalem i v oblasti torznich vibraci.
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Obr. 11.5: Srovndni experimentdlnich Ramanovych a ICP ROA spekter 1,6moldarniho roztoku
zwitterionického L-alaninu ve vodé se simulovanymi spektry (ab initio DFT, implic-
itni model rozpoustédla, Boltzmannovo konformacni stiedovdni)
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Obr. 11.6: Srovnani spekter rigidni (Gly-Pro) a flexibilni (Pro-Gly) molekuly s naznacenymi
hlavnimi stupni volnosti. Vievo Ramanovo a ICP ROA spektrum 2moldarniho roz-
toku Gly-Pro ve vodé. Vpravo Ramanovo a ICP ROA spektrum 0,89moldrniho roz-
toku Pro-Gly ve vodé

11.6 Zavér

Ramanova opticka aktivita pfedstavuje unikatni a dynamicky se rozvijejici metodu studia struktury
chiralnich molekul v roztoku s velkym aplika¢nim potencidlem nejen v zakladnim vyzkumu. Sle-
dovani enantiomerni Cistoty pfedstavuje jednu z moznych analytickych aplikaci ROA, kterd mtize
byt zajimava pro farmaceuticky pramysl. V Ceské republice je dostupny nekomeréni ROA spekt-
rometr, vybudovany na Fyzikalnim tGstavu Univerzity Karlovy v Praze.
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12. VYUZITI CD SPEKTROSKOPIE PRI STUDIU

KONFORMACNICH VLASTNOSTI DNA
doc. RNDr. Michaela Vorlickovad, DrSc., RNDr. Jaroslav Kypr, CSc.

Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolské 135, 612 65 Brno
mifi@ibp.cz

12.1 Uvod

Vsechny znamé autonomni formy Zivota pocinaje bakteriemi a konce clovékem maji své genetické
informace uloZeny v molekulach dvouretézcové DNA. DNA je obrovska molekula, jejiz velikost
¢ini statisice nukleotidovych parti u nejmensich baktérii a stamiliony u ¢lovéka. U nékterych orga-
nismi jsou tyto molekuly jesté vétsi. Obrovské molekuly DNA jsou u ¢loveéka sbaleny v relativné
malickém prostoru bunééného jadra.

Zakladni uspotadani DNA ve form¢ pravotocivé dvojité Sroubovice typu B bylo objeveno
v roce 1953. Od té doby bylo zjisténo, Ze DNA miize nabyvat i fadu jinych struktur jako je pravo-
tociva dvousroubovice typu A, které konstitutivné nabyva RNA, levotociva dvousroubovice typu
Z, razné typy vlasenek a struktur obsahujicich posunuté ¢i paralelné orientované fetézce, rizné
typy triplexti a tetraplexd a dal$i méné presné charakterizované struktury. Dnes je jiZz vice nez
pravdépodobné, ze tyto struktury se vyskytuji v bunééném jadie v disledku vysokého stupné natés-
nani, ptisobeni nadSroubovicového vinuti, riznych proteind a vlivem nizké aktivity vody. Lze po-
vazovat za prokazané, ze konformacni ptechody DNA se uplatnuji v jeji funkci.

12.2 Cirkularné dichroicka spektroskopie

Cirkularni dichroismus je jev, ktery vykazuji chirdlni molekuly pfi interakci s elektromagnetickym
polem. K vyzkumu DNA se nejvice vyuziva ultrafialové svétlo v rozmezi 180 — 300 nm, kde baze
DNA silné absorbuji. Pfi ozateni DNA cirkularné polarizovanym svétlem dochazi k odlisné ab-
sorpci jeho pravotocivé a levotoCivé slozky. Rozdil téchto dvou absorpci je cirkularni dichroismus.

Teoreticky, tj. kvantové chemicky popis cirkularniho dichroismu u DNA je velice slozity.
U téchto obrovskych molekul dosud nebylo dosazeno shody teorie s experimentem, a proto se CD
spektroskopie pouziva ke studiu DNA téméf vylucné empiricky. Naproti tomu ma CD spektrosko-
pie pfed jinymi metodami fadu vyhod. V prvé fadé je extrémné citlivd, coz umoznuje pracovat
s relativné velice malymi mnozstvimi DNA (30 pg) a fidkymi roztoky DNA (20 pg ml™"). Za dru-
hé, studované molekuly DNA mohou byt nejen kratké, ale i dlouhé, coz neumoziiuje NMR, X-ray
ani molekularné dynamicka simulace. Za tfeti, vzorky je mozné snadno titrovat riznymi agens jako
jsou soli, alkoholy, zmény pH apod., které indukuji konformacni zmény v DNA. To umoziuje
mapovat cely konformacéni prostor studované molekuly, nejen jeji jednu vybranou strukturu. Za
¢tvrté, CD spektroskopie odlisuje konformacni piechody mezi riiznymi konformery od postupnych
zmén v ramci jedné struktury. Toto rozliSeni je velmi dilezité, protoze tyto dé€je maji odlisSnou fyzi-
kalni podstatu a mozna i odlisnou biologickou relevanci. Za paté, CD spektroskopie umoznuje
m¢éfit nejen roztoky, ale i filmy DNA, coz dovoluje pfimo korelovat vysledky CD spektroskopie
s X-ray difrakci a infraervenou spektroskopii. Za Sesté, méfeni CD spekter je relativné snadné
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a velice rychlé, coz umoziuje provadét komparativni studie vice pfibuznych molekul DNA. To je
dalsi dialezity zdroj informaci. Tyto vlastnosti zptsobily, Ze CD spektroskopie se podilela prakticky
na vsech vyznamnych udalostech v historii studia konformacnich vlastnosti DNA.

12.3 Forma B a vlasenka

Forma B je nejcastéjSim usporadanim DNA. Je stabilni zejména ve vodnych roztocich. Spektrum
sekvencné heterogenni DNA je konzervativni (plocha pozitivnich past je rovna plose negativnich
pasl) a ma nizké amplitudy. Lze to vysvétlit tim, Ze pary bazi ve formé B jsou kolmé k podélné ose
dvojité Sroubovice, coz struktufe propujcuje jen malou chiralitu. Ve spektru (obr. 12.1) dominuje

pozitivni pas kolem 275 nm a negativni pas kolem 245 nm. Oba maji elipticitu kolem 2 M cm ™.

3

A [Mem]

240 280 320
wavelength [nm]

Obr. 12.1: CD spektrum B-formy sekvencné heterogenni DNA 7 telectho thymu

B-formy syntetickych oligonukleotidi se v zavislosti na primarni struktufe navzajem lisi.
Tvofi Sirokou rodinu struktur B se spoleénymi globalnimi rysy. Rovnéz CD spektra jednotlivych
sekvencéné odlisnych oligonukleotidl jsou riizna — napt. spektrum poly(dA-dT) v obr. 12.2. VSech-
na se ale vyznacuji pozitivnim pasem na stran¢ dlouhych vinovych délek s maximem v rozmezi
260-280 nm a po ném nasleduje negativni pas pii 245-255 nm. Vykazuji vSak zpravidla vétsi am-
plitudy nez sekvencné heterogenni pfirozena DNA.

CD spektroskopie rovnéz reflektuje kooperativni prechod z uspotfadané struktury do struktu-
ry denaturované. V obr. 12.2 jsou spektra poly(dA-dT) méfena za riznych teplot. Spektra v levém
obrazku reflektuji nekooprativni zmény ve struktuie poly(dA-dT) piedchézejici denaturaci, v ob-
razku pravém pak spektra v priibéhu denaturace.

Vlasenka je z hlediska primarni struktury zvlastni intramolekularni podobou formy B. Auto-
komplementarni sekvence bazi mohou v zavislosti na délce molekuly nabyvat jak duplexové formy
B tak vlasenky a v disledku zmén podminek v roztoku mezi sebou izomerizovat. Piechod homo-
duplex-vlasenka u kratkych autokomplementarnich oligonukleotidti je v disledku pfitomnosti
smycky obvykle provazen redukci amplitud.
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Obr. 12.2: B-Forma poly(dA-dT). V levé Casti obrazku nekooperativni zmény v ramci B-formy
vyvolané zvySenim teploty, vpravo kooperativni piechod B-formy poly(dA-dT) v de-
naturovanou. Insert: zavislost Ae pii (Ctverecky) 260 nm a (kolecka) 275 nm na te-
ploté

12.3 Forma A a prechod B-A

Formy A nabyva DNA zejména ve vodnych roztocich etanolu. Nékteré molekuly DNA formy A
nenabyvaji viibec. Piikladem je poly(dA).poly(dT). Naopak jiné vykazuji nékteré rysy formy A jiz
ve vodném prostiedi. Pfikladem je poly(dG).poly(dC). Spektrum CD formy A-DNA je prakticky
identické jako spektrum CD RNA se stejnou primarni strukturou (obr.3). Spektrum CD formy A je
nekonzervativni (plochy pozitivnich a negativnich pasii nejsou stejné) s dominantnim pozitivnim
pasem pfi 260 nm, a negativnim pii 210 nm. Amplituda pozitivniho pésu se v zavislosti na sekven-
ci bazi pohybuje mezi 7-12 M™ cm™. Vyrazné spektrum CD je pravdépodobné zpiisobeno tim, e
pary bazi jsou ve formé A naklonény k ose dvojité Sroubovice.

Pfechod B-A je dvoustavovy a velice kooperativni (obr. 12.3). To se projevuje piitomnosti
izodichroickych bodi ve spektrech a esovité zavislosti elipticity na koncentraci indukujiciho agens,
tj. etanolu, ¢i trifluoretanolu. Donedévna se myslelo, ze zakladnim rozdilem mezi formami A a B je
zborceni cukerného kruhu (C2’endo ve formé B a C3’endo ve formé A). Pak ale byla nalezena
zvlastni forma duplexu d(C4G,), ktera vykazuje charakteristiky formy A a ma zborceni cukri
C2’endo. Tato zvlastni forma je stabilni uz ve vodnych prostfedich. Kooperativné pak ptechazi do
standardni formy A v etanolovych prostiedich. Standardni B-formy duplex d(C4G4) viibec nenaby-
va. CD spektroskopie tuto skutecnost krasné odrazi a ukazuje, ze je tato vlastnost spole¢na rizné
dlouhym molekulam d(C,G,).
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Obr. 12.3:  Vievo CD spekta DNA s primdrni strukturou d(GCGGCGACTGGTGAGTACGC)
v duplexu se svou komplementdrni sekvenci méiend p¥i riiznych koncentracichTFE,
ktery v ni indukuje B-A pFechod. Insert: zavislost Ag pozitivniho maxima na kon-
centraci TFE. Vpravo CD spektrum RNA se stejnou primdrni strukturou

12.4 Forma Z a prechod B-Z

Forma Z je levotoc¢iva dvousroubovice, ktera se od forem B a A zejména 1isi obracenou topologii
béazi viigi 5-3"sméru cukr-fosfatové patefe. Rekneme-li, Ze pary bazi sméfuji v B- a A-formé hibe-
tem vzhtru, sméfuji ve form¢ Z praveé naopak. Odlisna molekularni struktura se projevuje v odlis-
ném spektru CD, pro které je charakteristicky negativni dlouhoviny pas a pozitivni kratkoviny (obr.
12.4), tj. spektrum je inverzi CD spektra formy B. Forem Z je, podobné jako forem B, n¢kolik dru-
ht. Jejich CD spektra se dosti podstatné 1isi, ovSem ptechazeji mezi sebou nekooperativné (obr.
12.4, insert), a tedy nalezeji témuz strukturnimu typu. Na rozdil od pifechodu B-A ma prechod B-Z
pomalou kinetiku zpisobenou pravdépodobné tim, Ze v jeho pribéhu se uvniti dvojité Sroubovice
museji pary bazi pretocit, coz je kineticky velice naro¢ny proces. Pfechod B-Z byl pomoci CD
spektroskopie pozorovan davno pfedtim nez byla objevena molekularni struktura formy Z.

12.5 Triplexy

Triplexy DNA jsou pomoci CD spektroskopie studovany podstatné méné nez tfeba homoduplexy.
Duivodem je skute¢nost, Ze triplexy poskytuji pro rizné sekvence rizna CD spektra, ktera se tedy
Spatn¢ interpretuji. Vyte¢nou komplementarni metodou k CD spektroskopii je v tomto pripadé
elektroforéza, ktera umozni CD spektrum triplexu piislusné studované sekvence identifikovat.
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Obr. 12.4: Vlevo nahoie: B-Z pirechod; vpravo nahoie piechod mezi dvéma formami Z, tj. Z
a Z'. Insert: zavislost elipticity pfi 266 nm na koncentraci TFE, ktery indukuje pie-
chody B-Z-7Z°

12.5.1 Guaninové tetraplexy

Zakladem guaninovych tetraplext je guaninova tetrada (obr. 5), ktera zlistava pro riizna tetraplexo-
va uskupeni neménna. Existuji dva zdkladni typy guaninovych tetraplexti. Paralelni, které maji
dominantni pozitivni pas pti 260 nm a antiparalelni, které maji pti stejné vinové délce pas negativni
a navic pozitivni pas pii 290 nm (obr. 5). Oznaceni paralelni a antiparalelni se tyka vzajemné orien-
tace fetézcl v tetraplexu, pricemz odlisny cirkularni dichroismus pravdépodobné souvisi s odliSnou
orientaci guaninovych zbytkd kolem glykosidické vazby. Glykosidicka vazba vSech guanint je anti
u paralelnich tetraplexti, zatimco u antiparalelnich ma ¢ast guanind, nejcastéji polovina, glykosi-
dickou vazbu v orientaci syn. Vznik guaninovych tetraplexi je, podobné jako je tomu u formy Z,
pomaly proces. Jeho induktorem jsou fyziologické koncentrace iontll, zejména draselnych, a jesteé
efektivnéj$im induktorem je etanol.

CD spektrum paralelniho tetraplexu, zejména jeho dominantni pozitivni pas pfi 260 nm, je
podeziele podobny CD spektru formy A. Na rozdil od formy A ma vSak namisto negativniho krat-
kovIlnného pasu pas pozitivni pii 205 nm.

12.6 Cytosinové tetraplexy

Retézce DNA bohaté na cytosin tvoii interkalované tetraplexy. Ty sestivaji ze dvou paralelnich
duplexii spojenych hemiprotonizovanymi pary C.C, které jsou vzajemné interkalovany v antipara-
lelni orientaci (obr. 6). Cytosinové tetraplexy poskytuji charakteristické CD spektrum s dominant-
nim pozitivnim pasem pii 290 nm (obr. 6). Vznik cytosinovych tetraplexti je indukovan mirné ky-
selym pH, které je nutné pro stabilitu pard C.C".
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Obr. 12.5: Uspoidddni guaninovych tetrad a CD spektra paralelniho (vlevo dole) a antiparalel-
niho (vpravo dole) guaninového tetraplexu
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Obr. 12.6: Vievo nahove uspoidadani cytosinového tetraplexu, (insert vpravo nahoie) jeho UV
spektra a (hlavni obrdazek) CD spektra v prithéhu indukce kyselym pH
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12.7 Retézce DNA bohaté na guanin a adenin

Retézce DNA bohaté na guanin a adenin vykazuji pozoruhodné kooperativné tajici konformery,
které se 1isi od klasickych struktur. Prvni z nich je antiparalelni homoduplex, obsahujici pravdépo-
dobné nestandardni pary G.A. Jeho CD spektrum je podobné B-formam (obr. 7A). Dalsi strukturou
je paralelni homoduplex, s pary G.G a A.A, ktery vykazuje vyrazné CD spektrum podobné guani-
novym tetraplextim (obr. 7B). V ném tedy opét dominuje pozitivni pas pii 260 nm, coz nasvedcuje
tomu, Ze tento homoduplex obsahuje navrstvené guaninové zbytky a adeniny jsou vystreny na
okraj Sroubovice.

Dalsim konformerem je uspotfadany jednofetézec obsahujicici protonovany adenin. Tento jednote-
tézec prechazi pii zvysSenych iontovych silach v paralelni homoduplex aniz se jeho CD spektrum
zméni. Znamena to, ze jednofetézec je jen disociovany homoduplex, v némZz jsou mezifetézcové
interakce nahrazeny interakcemi protonovaného adeninu. Shodna CD spektra naznacuji, Ze vrstveni
guanini je v obou konformerech shodné s vrstvenim guanint v tetraplexu.

Je zajimavé, Ze stejné CD spektrum jaké zpisobuje kyselé pH, vyvolava u G-A bohatého fetézce
DNA etanol, a dokonce i dimetylsulfoxidu, ktery je denaturacnim cCinidlem. Za téchto podminek
pravdépodobné neni adenin protonizovan. V nizké iontové sile je tato struktura jednotetézcova. Pti
zvyseni iontové sily jednofetézce asociuji v paralelni homoduplex, a to opét bez vyrazné zmény CD
spektra, a tedy struktury.
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Obr. 12.7: Vlevo CD spektra antiparalelniho homoduplexu (dG-dA)n. Vpravo CD spektrum
jednoretézce (dG-dA),
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12.8 Stiidava posloupnost adeninu a tyminu

Poly(dA-dT) a také napt. (dT-dA)s poskytuji pozoruhodné CD spektrum ve vodnych roztocich
obsahujicich vysoké koncentrace CsF a nebo ve vodném etanolu. Zatimco v pfitomnosti milimolar-
nich koncentraci sodnych iont prechazi poly(dA-dT) pii vysokych koncentracich etanolu koopera-
tivné do formy A-DNA, nahrazeni sodnych iontd stejnym mnoZstvim iontli cesnych dava vznik
struktute s inversnim CD spektrem (obr. 8). Tato struktura byla nazvana X-DNA. Hluboky nega-
tivni pas pii 275 nm tohoto spektra pravdépodobné souvisi se dvéma zfetelné separovanymi signaly
ve spektru fosforové NMR. Tyto signaly vykazuji dinukleotidové struktury jako je forma Z. Koo-
perativni prechody mezi jednotlivymi konforméry (obr. 8) prokazuji, ze foma X nepatii do t¥idy B-
ani A-forem a fosforova NMR ukazala, ze se 1i$i rovnéz od formy Z. Nedavno byla nakrystalovana
struktura, ktera je moznym kandidatem na vysvétleni tohoto CD spektra. Pary bazi jsou v ni vytvo-
feny pomoci Hoogsteenova parovani.

10F; T ~r T T 1 T ) -
mO—————-———————-—?c\

AE |
1 |

S R I
230 250 270 290

- Ny

0.0 60 80 0 04 08 12
EtOH [%e] CsCl [mM]

Obr. 12.8: Zavislost CD spektra poly(dA-dT) na koncentraci etanolu. Zluté spektrum B-formay
absenci etanolu. ZvySovini koncentrace etanolu v piitomosti I mM Na* ddvd vznik
A-formé (fialové spektrumy), zvySovani koncentrace etanolu v piitomosti 1 mM Cs"
indukuje formu X. Pridavdni iontii Cs* k A-formé poly(dA-dT) ji pFevadi do X-formy
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