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1. Historicky exkurz

Ramanova opticka aktivita (ROA) patii mezi malo
znamé a ponekud exotické techniky optické spektroskopie
—aneni se ¢emu divit, vzdyt' byla teoreticky pfedpovézena
teprve v roce 1969 Atkinsem a Barronem v ¢lanku nazva-
ném ,,Rayleighiiv rozptyl polarizovanych fotonti molekula-
mi'. Tehdy se vypoétem polarizaénich charakteristik Ray-
leighova a Ramanova rozptylu podafilo ukazat, Zze
rozptylené zateni nese velmi maly stupen cirkularni pola-
rizace, pfi¢emz jeho intenzita je mirn¢ odliSna pro pravo-
a levotogivé kruhové polarizované budici zafeni®. Slo viak
pouze o teoretickou piedpoveéd, kterd odstartovala honbu
za experimentalnim potvrzenim tohoto nového chiroptic-
kého jevu. Jestlize je ale Ramantv rozptyl velmi slabym
jevem v porovnani s Rayleighovym (elastickym) rozpty-
lem svétla (piiblizné jen jeden z 10° fotondi je rozptylen
neelasticky), potom je ROA jesté nejméné o tfi fady slab-
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Sim signidlem nez Ramantliv rozptyl. Po experimentdlni
strance tak §lo o velice tvrdy ofiSek, jehoz rozlousknuti
bylo na samé hranici moznosti tehdej$i experimentalni
techniky. V nasledujicich letech tak fada skupin publiko-
vala spektra ROA, ktera se vSak posléze ukazala byt expe-
rimentalnimi artefakty. Prvni skuteéné spektrum ROA
zm¢fili teprve Barron, Bogaard a Buckingham v roce 1973
v Cambridge’, pfi¢emz toto méfeni bylo nezavisle potvrze-
no Hugem a daldimi v Berkeley® az v roce 1975. Prvni
méfeni pokryvala pouze Uzky spektralni rozsah ~300 az
400 cm ' a tykala se dvou enantiomeri 1-fenylethylaminu
a l-fenylethanolu, které maji v této spektralni oblasti dvo-
jici sprazenych pasi ROA. Od té doby ale ROA urazila
notny kus cesty (dobfe dokumentovany v cit.*) a postupné
se z exotické fyzikalné-chemické techniky rozvinula
v nenahraditelny néstroj strukturni analyzy chiralnich mo-
lekul v roztocich. Paralelné s ROA se rozvijela i komple-
mentarni technika — vibra¢ni cirkularni dichroismus
(VCD), ktera méfi rozdil v absorpci levo- a pravotoCivé
kruhové polarizovaného infraderveného zafeni’. Souhrnné
jsou tyto obé metody oznaCovany terminem vibracni optic-
ka aktivita (VOA).

2. Co je Ramanova opticka aktivita?

ROA, jez je ve své podstaté technikou diferencni
spektroskopie, méti rozdil v odezvé chiralni molekuly vaci
pravo- a levotocivé kruhové polarizovanému zateni. Vy-
sledkem méfeni ROA jsou tedy vzdy dvé spektra — vlastni
ROA (tedy diferen¢ni) spektrum a zdrojové Ramanovo
(sumarni) spektrum. V teoretickém popisu ROA zavadime
bezrozmérnou veli¢inu A — diferen¢ni cirkularni intenzitu
(circular intensity difference), ktera je definovana jako
podil ROA ke zdrojovému Ramanovu signalu:

A= -/ + 1)

a kterou lze experimentalné urcit na zdkladé méfeni inten-
zity rozptylu dopadajiciho pravo- (%) a levoto&ivé (1)
kruhové€ polarizovaného zéteni. Tato veli€ina je analogem
faktoru chirality g (dissymmetry factor), ktery je pouzivan
pro popis cirkularniho dichroismu (CD), avSak narozdil od
n¢j z historickych divodi ROA pouziva opac¢nou konven-
ci, tedy r-r , zatimco v CD se uziva rozdil v absorbanci
mezi levotoCivé a pravotoCivé kruhové polarizovanym
zétenim (4" — 4%).

Pti zb&zném pohledu by se mohlo zdat, ze ROA
v porovnani s elektronovym CD (ECD) nepfindsi nové
informace, avsak je tfeba si uvédomit, ze ptinos ROA tkvi
v tom, ze méfi vibracni optickou aktivitu a tudiz poskytuje
mnohem bohat$i stereochemickou informaci nez ECD,
ktery méfi elektronovou optickou aktivitu. Spektrum ROA
chirdlni N-atomové molekuly midze obsahovat az 3N-6
fundamentalnich pasi, z nichz kazdy je spjat s jednim
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Obr. 1. Zrcadlova symetrie dvou enantiomerd se odrazi

v zrcadlové symetrii jejich spekter ROA. Ramanovo spektrum
(dole) a odpovidajici spektra ICP ROA (nahofe) 2M vodného
roztoku L-alanyl-L-alaninu (Cern€) a D-alanyl- D-alaninu (Sed¢)
meéfena v geometrii zpétného rozptylu. Pro ROA spektra jsou
charakteristické dvojice past opacnych znamének (spiazené ROA
pasy, anglicky couplet)

normalnim vibra¢nim modem a kazdy ve své intenzité
a znaménku nese informaci o konformaci a absolutni kon-
figuraci té Casti struktury, ktera se dané normalni vibrace
ucastni (viz obr. 1). ROA (stejné€ jako VCD) sonduje stere-
ochemii molekularniho skeletu piimo, zatimco elektronova
opticka aktivita sonduje stereochemii pouze nepfimo pro-
stiednictvim elektronovych ptrechodt casto delokalizova-
nych pfes chromofory zahrnujici desitky atomd. Enormni
narust stereochemické informace obsazené ve spektru vib-
racni optické aktivity tak predstavuje jeji hlavni vyhodu ve
srovnani s elektronovym cirkularnim dichroismem. Cenou,
kterou za toto platime, je nizka rotacni sila vibracnich pie-
chodii ve srovnani s piechody elektronovymi. Chiralni
molekuly, které v oblasti UV-VIS neabsorbuji (napi. cuk-
ry) a které tedy nelze zkoumat pomoci ECD, jsou pfistup-
né studiu metodami vibracni optické aktivity.

Udalost rozptylu navic probiha v casové skale
~10"s, kterd je mnohem kratsi neZ i ty nejrychlejsi kon-
formacni zmény. Spektrum ROA tedy ptedstavuje super-
pozici ptispévki od vSech konformert, které jsou ve vzor-
ku v rovnovaze pfitomny. Intenzita ROA je zavisla na
absolutni chiralité, a proto mize dojit i k vyruseni prispév-
k@ enantiomernich struktur, jez mohou vznikat pfi tom, jak
pohyblivé ¢asti molekuly prochézeji celou skalou dostup-
nych konformaci. To je zdrojem zvySené citlivosti ROA
k dynamickému chovéni (bio)molekul v roztoku®.

3. Experimentalni pristupy

ROA je spojena s fundamentalnim pfechodem mezi
vibra¢nimi hladinami normalniho vibraéniho moddu

163

Referat

v zakladnim elektronovém stavu. Ramaniv rozptyl je na
rozdil od absorpce dvoufotonovy proces, a proto je ROA
ve srovnani s VCD mnohem komplexnéjsi, a to jak teore-
ticky (slozity nepfiiliS§ nazorny formalismus), tak experi-
mentalné (tady komplexnost umoznuje vétsi variabilitu).
Diky tomu lze pti méfeni ROA pouZit rliznd experimental-
ni uspotadani, kdy volitelnymi parametry jsou geometrie
experimentu (hel rozptylu) a modulacni schéma (to jest
zplsob, jak ROA métime).

V soucasnosti je nejbéznéjsi méfeni v geometrii zpét-
ného rozptylu (180°), nebot’ se ve shod€ s teoretickou
predpovédi ukazuje, Ze v tomto uspotradani je pomér ROA
ke zdrojovému Ramanovu signdlu nejpfizniv€js$i. Rand
méfeni ROA vsak byla az do konce 80. let realizovana
v pravouhlé geometrii (90°). Pokud jde o modulacni sché-
ma, historicky prvni byla ICP (incident circular polarizati-
on) varianta, ktera je zalozena na modulaci polarizace do-
padajiciho zafeni (obr. 2), kdy stfidavé prepindme mezi
pravo- a levotocivou kruhovou polarizaci, synchronné
s tim zaznamenavame intenzity rozptyleného zafeni I* a I*
a méfime bud’ totalni rozptyl (v geometrii 180°) nebo jeho
polarizovanou resp. depolarizovanou slozku (v 90° geome-
trii pfi pouziti analyzatoru). V této variant¢ ROA tedy
neméiime I® a I* signal soudasné, ale v riiznych &asech.
ICP variantu vyuziva napf. i ROA spektrometr vybudova-
ny na Fyzikalnim ustavu UK (cit.”). Experimentalng byly
realizovany i varianty DCP (dual circular polarization),
kdy modulujeme kruhovou polarizaci dopadajiciho zateni
a zaznamenavame intenzitu kruhové polarizované slozky
v rozptyleném zafeni — DCP; (ve fazi, kdy métime
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Obr. 2. Dva ekvivalentni experimenty ROA. (a) v ICP ROA
métime /X — F, kde I® a I* jsou intenzity rozptyleného zafeni
(nepolarizované) pro dopadajici pravo- resp. levoto¢ivé kruhové
polarizované zateni. (b) v SCP ROA métime Ix — I;, kde Iz a [,
jsou intenzity pravo- a levotocivé kruhové polarizované kompo-
nenty v rozptyleném zafeni, zatimco dopadajici zafeni je bud’
linedrn¢ polarizované, nebo nepolarizované. Podle uzivané kon-
vence horni indexy oznaCuji polarizaci dopadajiciho zafeni
a dolni indexy polarizaci rozptyleného zatreni
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I =1}y a DCPy (v protifazi, kdy mefime 11 — 15 ) (cit.?).

Komeréni spektrometr ChiralRAMANT™, ktery vy-
chazi z novétorské koncepce Huga a Hangartnera’ a ktery
vyuziva i sofistikované postupy potlacujici experimentalni
artefakty,'" je naopak zaloZen na varianté SCP (scattered
circular polarization) (obr. 2). Jeji hlavni pfednosti je sou-
casné zaznamenavani intenzity pravo- (Iz) a levotocive (1)
kruhové€ polarizované slozky v rozptyleném zéfeni. Tim se
automaticky zbavime slozky Sumu (tzv. flicker noise),
ktera je vyvolana pfitomnosti prachovych ¢astic ve vzorku,
fluktuacemi hustoty, kolisanim vykonu laseru a dalSimi
ndhodnymi dé&ji. To predstavuje nesmirnou vyhodu oproti
spektrometrim ICP ROA, kde je odecitan signal méteny
v riiznych &asech. Sum ma potom jinou neZ &ist& stochas-
tickou povahou a nelze ho tedy v méfenych spektrech
ROA béznymi postupy potlacit.

Experimentalni rozvoj ROA byl az do pocatku 90. let
20. stoleti vyrazn€ omezen tehdejSimi experimentdlnimi
moznostmi (jednokanalova detekce a méfeni spekter bod
po bodu). Od pocatku 90. let vsak diky pokroku v technice
(ptedevsim diky vyuziti mnohokanalovych detektord CCD
v Ramanov¢ spektroskopii) nastal prudky rozvoj této me-
tody. Soucasny typicky spektrometr ROA se tedy sklada
z budiciho kontinualniho laseru, vysoce svételného zobra-
zovaciho spektrografu (idedlné f/1,4) a chlazeného CCD
detektoru®. Spektrometr ICP ROA ma navic v excitaéni
vétvi elektroopticky modulator (Pockelsovu celu), pomoci
kterého pfepindme mezi pravo- a levotocivou kruhovou
polarizaci dopadajiciho zatfeni. Jadrem spektrometru SCP
ROA je naopak polariza¢ni déli¢, ktery dokaze prostorove
oddélit pravo- a levotocivé kruhové polarizované kompo-
nenty v rozptyleném zafeni, pomoci vlaknové optiky je
pfivést na vstup spektrografu a ob& souCasné nad sebe
zobrazit na CCD detektoru. Spektrum ROA potom ziska-
me jejich odectenim.

Komeréni dostupnost spektrometru ROA otevira
prostor pro rozvoj fady aplikaci. PfestoZze je rutinni pouZziti
tohoto pristroje stale velmi naro¢né, zptistupiuje tuto jinak
experimentdlné slozitou techniku Sirokému spektru uziva-
teld. Kvalitni ROA spektra proteini (ca. 40 pl vzorku
o koncentraci 30 mg ml™") Ize na tomto zafizeni pfi exci-
ta¢nim vykonu 500 mW ziskat jiz za 2 az 5 hodin.

Z hlediska experimentalniho méfeni pfindS$i ROA ve
srovnani s komplementarni technikou VCD dvé podstatné
vyhody. Tou prvni je spektralni rozsah méfeni. VCD je
zpravidla mé&feno v oblasti nad 900 cm ™' (vyjimeénd lze
méfit jiz od 600 cm ') oblast nizdich vlno&ti viak doposud
zustava pro VCD experimentalné nepfistupna. Pritom
ROA Ize dnes standardné méfit jiz od 200 cm
a v priznivém piipadé dokonce od 100 cm™'. Druhou vyho-
dou ROA oproti VCD je moznost méteni ve vodném roz-
toku. Voda jako polarni molekula siln¢ absorbuje infracer-
vené zafeni a to komplikuje ¢i dokonce znemoziluje méte-
ni VCD v oblastech silné absorpce rozpoustédla. Voda ma
naopak pouze slaby Ramantv rozptyl a predstavuje tak pro
tuto spektroskopickou metodu téméf idealni rozpoustédlo.
Nevyhodou vsak pro obé vyse zminéné techniky zlstava
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zna¢na naro¢nost na koncentraci studovaného vzorku
(minimalné desitky az stovky mM).

4. Nékteré z aplikaci ROA
4.1. Absolutni konfigurace molekul

Mame-li vzorek Cistého enantiomeru, potom zaklad-
nim problémem stereochemie je urcit pomoci fyzikalné-
chemickych metod, o ktery ze dvou enantiomert se jedna.
Spektra ROA v kombinaci s kvantové-chemickymi simu-
lacemi spekter 1ze uZzit pro stanoveni absolutni konfigurace
malych az stfedn¢ velkych chirdlnich molekul, a to nasle-
dujicim postupem: na zaklad¢ vypoctu ab initio pro zvole-
nou absolutni konfiguraci je simulovano spektrum ROA
a pokud si simulované a zméfené spektrum odpovidaji jak
ve znaméncich pastt ROA, tak i alespoil pfiblizné v jejich
polohach a relativnich intenzitach, je konfigurace moleku-
ly zvolend pro vypocet totozna s konfiguraci métené mole-
kuly.

PresvédCivym testem schopnosti ROA bylo urceni
absolutni konfigurace chiraln¢ deuterovaného 2,2-di-
methylpropanu C(CHs), (cit.'"). Tato molekula neobsahuje
zadny té€zky atom, proto anomalni rozptyl rentgenovych
paprskll neni v tomto pfipad¢ pouzitelny. Chiralita je zde
indukovéna pouhou izotopickou zdménou vodiku za deute-
rium ve tfech ze ¢tyt CHj skupin, tak aby molekula obsa-
hovala po jedné skupiné CH;, CH,D, CHD, a CD;. ROA
signal je navic v tomto ptipadé velmi slaby (A ~107). Situ-
aci komplikuje i existence celkem deviti riiznych rotacnich
konformerti ve vzorku, nebot’ kazda ze skupin CH,D a
CHD, miZze mit tfi rizné orientace. Proto bylo pro kazdy
rotamer spocitano spektrum ROA a vysledné spektrum
ROA bylo nasledné ziskano jako jejich prumér (diky vyru-
Seni signalu je A ve vysledném spektru fadové mensi ve
srovnani se spektry jednotlivych rotamert!) Impozantni
shoda s experimentem, primarné¢ ve znaménku ale i v in-
tenzité past, umoznila stanovit absolutni konfiguraci deu-
terovaného 2,2-dimethylpropanu jako R.

4.2. Enantiomerni pfebytek

Sledovani enantiomerni Cistoty je jednou z moznych
analytickych aplikaci ROA, ktera je potencidln¢ zajimava
pro farmaceuticky primysl. Opticka aktivita vzorku se
projevuje pouze tehdy, je-li v méfeném vzorku pfitomna
bud’ Cistd enantiomerni forma nebo piebytek jedné
z enantiomernich forem. V pfipad€, kdy jsou ve vzorku
pritomny dva optické antipody o riiznych koncentracich, je
uzitecné definovat enantiomerni pfebytek (enantiomeric
excess) fge jako prebyte¢né mnozstvi jednoho enantiomeru
(R) nad druhym (S) vztazeny k celkovému mnozstvi obou
enantiometl ve vzorku

Jee = (cr — ¢s) / (cr + cs) [%%]

Velic¢ina fgr nabyva hodnoty 100 % pro Cisty enantio-
mer R, —100 % pro Cisty enantiomer S a 0 % pro racemic-
kou smés. Je ziejmé, Ze intenzita pasu spektra ROA je
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pfimo umérna enantiomernimu ptebytku. Pro kvantitativni
stanoveni je vSak nezbytné provést kalibracni méfeni na
souboru vzorkd o rizné ale znadmé enantiomerni Cistote.
Namisto spekter ROA je pfi ur€ovani enantiomerniho pfe-
bytku vhodnéjsi pracovat s podilovymi spektry ROA/
Raman, nebot’ ta jsou normovana na zdrojovy Ramantv
signal. Toto podilové spektrum je pak vlastné spektrem
diferenc¢ni cirkularni intenzity A definované vyse.

Informaci o enantiomernim pfebytku lze z kali-
bra¢nich méfeni vyhodnotit nékolika zpisoby. Ten nejjed-
nodussi pracuje s intenzitou jednoho ¢i n€kolika vybra-
nych past, ten pokrocilejsi vyuziva statistickych metod
zpracovani dat, napt. faktorovou analyzu. Pfednosti druhé-
ho pristupu je, ze pro vyhodnoceni vyuziva celé spektrum
a nikoli jen né&kolik vybranych past. V pfipadé roztoki
nebo smési obsahujicich vice riiznych chiralnich molekul
je pouziti statistickych metod nutnosti, protoze umoziiuje
separovat signal jednotlivych komponent i signal rozpous-
té&dla. V jednoslozkovém vzorku (smés dvou enantiomerti
jedné chiralni molekuly) 1ze pomoci ROA za pfiznivych
podminek stanovit jiz 0,1% prebytek, ve dvouslozkové
smési riznych chirdlnich molekul 1ze odhalit 1-2% enanti-
omerni piebytek jedné ze slozek'?.

4.3. Cukry

Cukry jsou velice vdécnymi objekty spektroskopie
ROA, protoze davaji velmi bohata, snadno identifikovatel-
na a dobfe interpretovatelna spektra (coz je v silném kon-
trastu s CD, protoZe oblast pozorovani lezi v daleké UV
oblasti, a navic se ukazalo, Ze i tak nejsou spektra CD cuk-
ru prili§ informaéné bohatd). Do dnesni doby jiz bylo pro-
méfeno velké mnozstvi monosacharidi a je tedy k dispozi-
ci jakysi kli¢ k ptifazeni spektroskopické a strukturni in-
formace. Mimo jiné bylo ukdzéano, Zze spektra ROA posky-
tuji informaci o konformaci cukerného kruhu a vzajemném
uspotfadani —OH skupin v cukerném kruhu (v oblasti tzv.
charakteristickych vibraci — fingerprint region ~950 az
1200 cm™), absolutni konfiguraci a axialni & ekvatorialni
orientaci skupin navdzanych na anomericky uhlik (~750 az
950 cm') a o konformaci exocyklické CH,OH skupiny
(v oblasti CH, a C-O-H vibraci ~1200-1500 cm')
(cit.">").

Z hlediska glykobiologie je vSak zdaleka nejdulezité;-
§i informace o konformaci glykosidické vazby C-O-C,
utvofené pfi vazb& dvou monosacharidovych podjednotek,
ktera je urcujici pro konformaci di-, tri-, ..., oligo- a poly-
sacharidt. Jeji valencni a deformacni vibrace se projevuji
v oblasti ~850-950 cm'. ROA je zvlasts citliva k typu
vazby nebot’ D-maltosa a D-gentobiosa (tedy a(1-4) vs. B
(1-6)) maji v této oblasti ROA sprazené pasy opacnych
znamének, zatimco D-gentobiosa v porovnani s D-celo-
biosou sice vykazuje rozdilnou spektralni charakteristiku,
s ohledem na pfitomnost B(1-4) glykosidické vazby, nikoli
viak pFitomnosti pasii opacnych znamének'* 6.
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4.4. Peptidy a proteiny

ROA se zda byt vynikajici technikou pro studium
peptidii a proteind v roztocich, protoze spektrim dominuji
vibrace proteinové patefe, které jsou piimym odrazem
struktury proteinu v roztoku. Jiz z Ramanovy spektrosko-
pie je znamo, ze se vibrace proteinového skeletu vyskytuji
dominantn& ve tfech oblastech: ~870-1150 cm ™', kde po-
chazi predevSim z valen¢nich vibraci C,—C, C,—Cg a C,—N
vazeb; oblasti amidu I1I ~1230-1310 cm™', které dominuji
rovinné deformacni vibrace N-H; a oblasti amidu I
~1630-1700 cm™', ktera méa pavod ve valenénich vibracich
C=0 (cit.""). V piipadé spektroskopie ROA peptidii se
ukazuje, ze je tfeba uvazovat rozsiteny amid III az do ob-
lasti ~1340 cm™', protoZe zde se jedté nachdzi informagné
bohaté strukturni pasy valen&nich vibraci Co—H (cit."*'®).
Ackoli vibrace postrannich aminokyselinovych fetézct
generuji fadu charakteristickych past v Ramanovych spek-
trech'’, jsou tyto vibrace mnohem méné népadné
ve spektrech ROA. Ptesto i zde lze nalézt pasy, které ne-
sou informaci o absolutni konfiguraci proteinové casti —
napiiklad pas ~1554 cm ™' odrazi v Ramanovych spektrech,
prostfednictvim vibraci indolového kruhu tryptofanu, ab-
solutni velikost torzniho @hlu %*' v hlavnimu peptido-
vému fetézci — ze spektra ROA lze odvodit tutéZ informa-
ci, avSak znaménko pasu ROA dodava informaci o kom-
pletni stereochemii tryptofanového postranniho fetézce —
tedy informaci, ktera je jinak dostupna pouze ze struktur s
atomarnim rozlisenim'’.

Doposud byly zméfeny desitky spekter ROA rtznych
proteinti a modelovych peptidd, které umoznily urcit cha-
rakteristické vibrace jednotlivych typt sekundarnich struk-
tur'*'®. Aplikace chemometrickych metod na velky soubor
téchto spekter (vice jak 80) vSak umoznila postoupit dale —
ukézalo se, ze spektra ROA nesou jasné identifikovatelnou
informaci o terciarni struktufe proteind. Je tedy mozné
pomoci referencnich spekter urcit typ sbaleni proteinu ve
smyslu strukturni klasifikace proteini databaze SCOP
(cit.?®), aviak s tim rozdilem, e chemometricka analyza
spekter ROA vzajemné nerozliSuje o + B a o/p struktury
(cit.2"?).

Prestoze bylo prvni spektrum glykoproteinu zméfeno
jiz roku 1994 (cit.?*), dalsi rozvoj ROA v oblasti glykopro-
teindl je brzdén velmi slozitou identifikaci a interpretaci
spektralni informace. Posledni prace, studujici glykosylaci
hovéziho a,-kyselého glykoproteinu®, dava nadé&ji (i kdyz
jde zatim pouze o identifikaci signalu cukernych antén), ze
pomoci ROA bude mozné nezavisle studovat strukturu
proteinové i cukerné ¢asti intaktnich glykoproteind, coz je
v soucasnosti velmi obtizn¢ dosazitelné jakoukoli jinou
technikou.

4.5. Nukleové kyseliny

Ackoli je studium spekter ROA nukleovych kyselin
stale jeSt€ v pocatcich, je zjevné, ze jejich spektra ROA
jsou odrazem chirality tfi rozdilnych ¢asti — chiralniho
stohového uspofadéani jinak achirdlnich bézi, orientace
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baze vuci cukernému zbytku kolem N-glykosidické vazby
a chirality asymetrickych center cukernych kruha'®. Jisty
vhled do interpretace spekter ROA DNA a RNA poskytly
studie na modelovych systémech pyrimidinovych nukleoti-
di® a syntetickych polyribonukleotida®. Ukazalo se, Ze
oblast ~1550-1750 cm™' obsahuje ROA pésy charakteris-
tické pro jednotlivé baze a jejich stohové usporadani. Ob-
lasti ~1200-1550 cm ' pak dominuji smigené vibrace bazi
a cukernych kruhti. Ackoli se spektra ROA DNA a dvoj-
vlaknové RNA prili§ vzajemné nelisi, v oblasti ~900 az
1150 cm™', kde je mozno pozorovat vibrace cukrfosfatové
patete nukleové kyseliny, je mozné jasné rozpoznat rozdil
mezi konformaci cukerného zbytku C2'-endo, prevazujici
v B-DNA, a C3'-endo, jez pfevazuje ve dvouvlaknové A-

v

my terciarni struktury nukleovych kyselin.
4.6. Viry

Znalost struktury vird na molekularni arovni je klico-
vé pro design antivirotik. Navzdory velké snaze vSak tech-
niky rentgenostrukturni analyzy celi s ohledem na rozméry
virll (fddové stovky nm) znanym obtizim pii ziskdvani
kompletni 3D struktury. Uziti Ramanovy spektroskopie se
ukazalo v této oblasti jako velmi pfinosné, nebot tato tech-
nika umozniuje soucasné studovat jak proteinovou ¢ast, tak
nukleovou kyselinu®. Strukturni citlivost ROA navic sli-
buje ziskat jesté detailngjsi vhled do struktury virl, avSak
jeji aplikace neni v této oblasti jednoducha vzhledem
k depolarizacnim efektlim, silnému nardstu Rayleighova
rozptylu a naro¢nosti na koncentraci virovych vzorkl
(nejméné ~10-20 mg ml™' v zavislosti na typu viru)'®.
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Z té&chto duvodl se prvni spektrum virt, vlaknitych bakte-
riofagd, podatilo zméfit az v roce 1999 (cit.*®). Od té doby
vSak byla ziskana spektra fady virt, pti¢emz se ukazalo, ze
ROA je nejen schopna pomémé snadno vzijemné odliSo-
vat jednotlivé typy virt, ale predev§im muze diky své
strukturni citlivosti popsané vyse poskytnout strukturni
informace o proteinech virovych kapsid a souc¢asné rovnéz
informace o konformaci nukleové kyseliny pfitomné
v kapsidé€, pfi¢emz strukturni informace o ni jsou jinak
prakticky nedostupné i pro rentgenostrukturni analyzu®'*2.

5. Perspektivy
5.1. Ab initio vypocty spekter ROA

Tyto vypocty nachazeji uplatnéni pti studiu konfor-
mace malych biomolekul ve vodném roztoku, nebot’ na
rozdil od spektroskopie NMR, ktera pozoruje primérnou
strukturu biomolekuly v delSim ¢asovém useku, ROA
,,vidi* superpozici jednotlivych kratkych snimkd odpovi-
dajicich jednotlivym konformerim pfitomnym v roztoku.
Napiiklad mapovani konformacniho prostoru obojetného
iontu L-alaninu ukazalo, ze tvar Ramanovych pasd a pasi
ROA je do znaéné miry ovlivnén rotaci skupin NH;"*
a COO™ (cit.®). Molekulu v roztoku nelze popisovat jako
rigidni systém, naopak pro dosazeni lepsi shody
s experimentem je nezbytné do vypoctu zahrnout nejen
vliv rozpoustédla (klicovy zejména v ptipadé podvojnych
iontd), ale i dynamiku jeji struktury (obr. 3). Na takto
,jednoduchych® systémech Ize potom vypocetné testovat
implicitni i explicitni modely rozpoustédla™.
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Obr. 3. Srovnani zméfenych a simulovanych spekter. Ve spodni ¢asti jsou uvedena Ramanova spektra a spektra ICP ROA 1,6M rozto-
ku L-alaninu (ve formé obojetného iontu) ve vod€. V horni ¢asti jsou uvedena vypoctena spektra (DFT, implicitni model rozpoustédla,
Boltzmannovo konformacni stfedovani)
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Na ptikladu dvou jednoduchych dipeptidd Gly—Pro
a Pro—Gly ve vodném roztoku lze demonstrovat, jak vyraz-
nym zpusobem se konformacni flexibilita molekul proje-
vuje v ROA a Ramanovych spektrech (obr. 4, cit.?). Rigi-
dita Gly—Pro je dana tim, Ze se prolin nachazi na C-konci
dipeptidu, kdy je rotace kolem vazby C,—N (torzni uhel
@), jez je soucasti péticlenného kruhu, vyrazné omezena.
Pro—Gly je ve srovnani s Gly—Pro mnohem flexibilnéjsi,
nebot” prolin se nachéazi na N-konci dipeptidu a rotace ko-
lem torzniho uhlu @ je v tomto pfipadé volna. Z obr. 4 je
ziejmé, ze u flexibilniho systému je spektrum ROA diky
vyruseni prispévki od riznych konformert velmi jednodu-
ché, pasy v ROA i v Ramanové€ spektru jsou rozsifené,
zejména v oblasti torznich vibraci (200-750 cm™) jsou
Ramanovy pasy Siroké a signadl ROA je zde velmi slaby.
Naopak u rigidniho systému je spektrum zfetelné bohatsi,
s Uzkymi dobfe rozliSenymi pésy a relativn¢ intenzivnim
signalem ROA i v oblasti torznich vibraci.

Sila spojeni vypocti s experimentem ROA se rovnéz
prokézala pfi studiu B-peptidi®®, jejichz rychlé konformad-
ni zmény velice zt€Zuji studium pomoci NMR, kterd je
schopna pozorovat jevy na $kale 10°s, coZ je o mnoho
fada delsi cas nez ROA. Srovnani experimentalnich a si-
mulovanych spekter ROA umoznilo stanovit miru uspora-
danosti struktury B-peptidd, stejné tak dobie jako chiralitu
a celkové uspoiadani helikalnich struktur®®. Nardstajici
vypocetni vykon pocitali tak dava do budoucna nadéji
nahlédnout prostiednictvim ab initio vypoctenych spekter
detailn¢ do konformaéniho prostoru i relativné velkych
biomolekul.

5.2. Denaturované stavy proteint

ROA ma mezi ostatnimi spektroskopickymi technika-
mi unikatni schopnost rozligit miru hydratace o-helixu®
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a B-skladaného listu®®. Mira hydratace souvisi s chovanim
toho kterého segmentu sekundarni struktury. ROA tak
predstavuje mimofadné vhodny nastroj ke studiu vzniku
denaturovanych, ¢aste¢né denaturovanych nebo fibrilar-
nich proteinovych struktur’’. A&koli je studium plné dena-
turovanych stavll proteinl stile nesmirné obtizné, protoze
pfi denaturaci narista Rayleightv rozptyl®™, podafilo se
napf. ukdzat, Ze hydratované a-helixy, které maji sklon
indukovat rozbaleni proteinu, tak ¢ini nikoli pfechodem do
neuspofadaného klubka, ale za vzniku polyprolinového
helixu II (cit.*®). ROA tak mize pfinést fadu novych po-
znatkd o dynamice vzniku fibrilarnich struktur, které jsou
zodpoveédné za vznik fady neurodegenerativnich onemoc-
néni*>?’,

5.3. Povrchem zesilena ROA

V Ramanové spektroskopii je hojné uzivana technika
povrchového zesileni rozptylu (surface enhanced Raman
scattering — SERS), pfi které jsou studované molekuly
adsorbovany na kovové nanocastice, jez diky plazmonové
rezonanci vyrazné zesiluji Ramantv signal. Pomoci SERS
je mozné studovat molekuly pifi nM-koncentracich
a v limit¢ pozorovat Ramantv signal od jednotlivych mo-
lekul. Obdobny efekt povrchem zesilené ROA (surface
enhanced ROA — SEROA), ovSem ne tak silny (teoreticky
dosazitelné by mély byt uM-koncentrace), by mél existo-
vat i v ROA, kde je snizeni koncentrace studovanych latek
vic nez zadouci. Zvyseni citlivosti ROA je natolik lakavé,
ze se cela fada skupin pokousi tento efekt pozorovat. Vu-
bec prvni SEROA spektrum bylo ,,pozorovano® na mole-
kule adeninu®, coZ je s ohledem na jeji achiralitu krajnd
podezielé a komunitou ROA je povazovano za artefakt.
Od té doby byla ucinéna fada pokust o reprodukovatelné
méfeni SEROA, jejichz piehled Ize najit v cit.*’. Jedno-
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Obr. 4. Srovnani spekter rigidni (Gly—Pro) a flexibilni (Pro—Gly) molekuly s nazna¢enymi hlavnimi stupni volnosti. Vlevo: Rama-
novo spektrum a spektrum ICP ROA 2M roztoku Gly—Pro ve vodé. Vpravo: Ramanovo spektrum a spektrum ICP ROA 0,89M roztoku

Pro—Gly ve vodé
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znané experimentalni potvrzeni existence SEROA, napf.
zmétenim obou optickych antipodi, nebylo dosud dosazeno.

6. Zavér

Ramanova opticka aktivita (ROA) pfedstavuje unikat-
ni a dynamicky se rozvijejici metodu studia struktury chi-
ralnich molekul (od malych po supramolekuldrni struktu-
ry) v roztoku s velkym aplikacnim potencidlem nejen
v zékladnim vyzkumu. ROA spolu se svou sesterskou
technikou VCD nabizi jedine¢nou moznost stanovit abso-
lutni konfiguraci malych az stfedné¢ velkych molekul
v roztoku. V pfipadé biomolekul ROA dokaze, na rozdil
od konvenc¢nich ,.chirdlné¢ slepych® spektroskopickych
metod, vytahnout ze spleti past tfidimenzionalni informaci
o nejrigidnéjsich, zkroucenych (twisted) Castech struktury.
Sledovani enantiomerni Cistoty predstavuje jednu
z moznych analytickych aplikaci ROA, kterd muize byt
zajimava pro farmaceuticky primysl. Pfipo¢teme-li k tomu
komer¢ni dostupnost spektrometrtit ROA a tim i narUstajici
pocet jejich uzivateli ve svété, lze ocekavat, Ze se
v nésledujicim desetileti ROA stane pomérné rozsifenou
technikou zvlasté u farmaceutickych firem, kde se kontrola
chiralni Cistoty 1éCiv jevi jako kli€ova. A¢ je v soucasnosti
v tuzemsku dostupny pouze nekomeréni ROA spektrometr
na Fyzikdlnim ustavu Univerzity Karlovy, véfime, Ze si
ROA najde cestu i do dalSich védeckych a analytickych
laboratofi. V pribéhu roku 2010 byly dva komeréni ROA
spektrometry firmy BioTools uvedeny do provozu — jeden
na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR a druhy
na Ustavu analytické chemie VSCHT.

Tato prace vznikla za finanéni podpory MSMT
(vzkumny zamer MSM 0021620835).
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V. Kopecky Jr. and V. Baumruk (Charles Univer-
sity in Prague, Faculty of Mathematics and Physics, Insti-
tute of Physics, Prague): Where Is The Raman Optical
Activity Heading, or Looking Back over Past 40 Years

In this article we introduce Raman optical activity
(ROA) and summarize its development over past 40 years
and future prospects. ROA measures vibrational optical
activity by means of a small difference in the intensity of
Raman scattering from chiral molecules in right- and left-
circularly polarized incident light or, equivalently, a small
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circularly polarized component in the scattered light.
Thanks to new developments in instrumentation, ROA
may be applied to a wide range of chiral molecular spe-
cies. Application of ab initio methods to the analysis of
experimental ROA spectra holds great promise for the
determination of the three-dimensional structure and con-
formational distribution in unprecedented detail. Determi-
nation of absolute configuration of small and medium
sized molecules in solution highlights the power of ROA.
The many structure-sensitive bands in the ROA spectra of
aqueous solutions of biomolecules provide detailed struc-
tural information including, in the case of proteins, the
tertiary fold in addition to secondary structure elements
such as helix and sheet. ROA studies of unfolded and par-
tially folded proteins can provide new insight into the re-
sidual structure in denatured proteins and the abnormal
behavior of proteins responsible for misfolding diseases.
Hopefully this review will stimulate interest in this tech-
nique, and will open it up to the spectroscopic community
in the Czech Republic.
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