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Dihroizam (grcki: dve boje)

Turmalin

Odredeni minerali, poput
turmalina, imaju razli¢ite boje
kada se posmatraju duz
razliCitih kristalnih osa.



http://dx.doi.org/10.5194/ejm-32-355-2020

Cirkularni dihroizam je:

Osobina nekih molekula da razlicito apsorbuju levo i
desno cirkularno polarizovanu svetlost.

Spektroskopska tehnika koja meri razliku u apsorpciji
levo i desno cirkularno polarizovane svetlosti.



Pojmovi:

Elektromagnetni talasi
Linearno (ravanski) polarizovan talas
Cirkularno polarizovan talas E'

Elipticno polarizovan talas
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EM talas se sastoji od elektricne i magnetne komponente koje osciluju
normalno jedna na drugu, periodi¢no u vremenu i prostoru.

Linearno polarizovan EM talas — elektricna komponenta osciluje samo u
jednoj ravni i magnetna komponenta osciluje u jednoj ravni (normalnoj na

na ravan u kojoj osciluje el. komp).



Linearno (ravanski) polarizovana talasa

http://cddemo.szialab.org/ .

Da bi nam bilo lakSe za posmatranje razmatramo samo elektricnu komponentu EM
talasa: ako vektor elektricnog polja osciluje duz prave linije (shematski prikazano
strelicama) onda je to ravanski tj. linearno polarizovan talas. Na slikama su prikazani
linearno polarizovani talasi u vertikalnoj (zeleni) i horizontalnoj (crveni) ravni.

Ako ova dva linearno polarizovana talasa, zeleni i crveni, osciluju zajedno u dve ravni
koje su normalne jedna na drugu, sabiraju se njihovi vektori elektricnog polja i nastaje
novi talas, prikazan plavom bojom na sledecoj stranici. Osobine ovog novog talasa
zavise od amplitude, talasne duzine i fazne razlike izmedu crvenog i zelenog talasa.



Ako dva ravanski polarizovana talasa koji imaju istu A, A i fazu
osciluju u dve normalne ravni — vektori elektricnog polja se sabiraju:

Vektor elektricnog polja
osciluje duz prave linije
(bela strelica oznacava
oscilovanje po dijagonali
kvadrata iz nule)

Plavi talas: superpozicija crvenog i zelenog.
Rezultat je ponovo ravanski polarizovan talas.



Ako dva ravanski polarizovana talasa koji imaju istu A i A, ali sa faznom
razlikom od 90°, osciluju u dve normalne ravni — vektori elektricnog polja
se sabiraju:

Vektor el. polja rotira
u smeru kazaljke na -
satu, | = const.

Plavi talas: superpozicija crvenog i zelenog.
Rezultat je cirkularno polarizovan talas.



Ako dva ravanski polarizovana talasa koji imaju istu A i A, ali sa faznom

razlikom od -90°, osciluju u dve normalne ravni — vektori elektricnog polja
se sabiraju:

Vektor el. polja rotirau -
smeru suprotnom od
kazaljke na satu, | = const.

Plavi talas: superpozicija crvenog i zelenog.
Rezultat je cirkularno polarizovan talas.



Desno i levo cirkularno polarizovani talasi

Izgleda kao desna spirala, rotira u smeru Izgleda kao leva spirala, rotira u smeru
kazaljke na satu. suprotnom od kazaljke na satu.

Odavde potic¢u nazivi levo i desno cirkularno polarizovana svetlost

Ako ova dva cirkularno polarizovana talasa, desni i levi, koji imaju istu A i A, osciluju u
fazi u dve ravni koje su normalne jedna na drugu, oni se sabiraju i daju ravanski
polarizovan talas. Znaci mozemo da zaklju¢imo da ravanski polarizovan talas moze
nastati superpozicijom levo i desno cirkularno polarizovanih talasa.



Superpozicijom dva cirkularno polarizovana talasa sa istim A, A i fazom nastaje

ravanski polarizovan talas.

Na ovom fenomenu se zasnhiva princip CD merenja: svaki
ravanski polarizovan talas moze nastati superpozicijom levo i
desno cirkularno polarizovanih talasa sa istim amplitudama.



Cirkularni dihroizam — sustina

Na odredenoj A, hiralni molekuli razlicito apsorbuju levo i desno
cirkularno polarizovanu svetlost.

Ako propustimo ravanski polarizovan talas kroz takvu supstanciju,
a znamo da ravanski polarizovan talas nastaje superpozicijom dva
cirkularno polarizovana talasa istih amplituda,

onda Ce leva i desna komponenta biti apsorbovane u razlicitim %




Primer:

prolazi kroz supstanciju koja NE apsorbuje levo
cirkularno polarizovanu komponentu ali delimi¢no apsorbuje

- rezultat Ce biti eliptiéno polarizovan talas.

Crvena komponenta prolazi kroz supstanciju nepromenjena.
Intenzitet zelene komponente slabi dok prolazi kros supstanciju.
Tako da kad izadu iz supstancije, njihovom superpozicijom vise necCe
nastati ravanski polarizovan talas. Rezultujudi vektor elekticnog polja
rotira duz eliptiCne putanje — rezultat je elipticno polarizovana
svetlost.






Osnovno!

Kada ravanski polarizovana svetlost prolazi kroz supstanciju koja
poseduje osobinu cirkularnog dihroizma nastaje elipticno
polarizovana svetlost.

* | CD spektroskopija meri razliku u apsorpciji levo i desno cirkularno
polarizovane svetlosti koja je posledica strukturne asimetrije.

* CD spektroskopija je vrsta apsorpcione spektroskopije.

* CD spektar - graficki predstavljena zavisnost molarnog elipticiteta
neke supstancije od talasne duzine upadnog zracenja, [0] = f(A).

 CD spektar proteina je odraz njegove sekundarne strukture.



CD spektroskopija meri razliku u apsorpciji levo i desno cirkularno
polarizovane svetlosti merenjem elipticiteta:

Elipticitet: 6 = 32,98 AA
0 je veoma mali ugao, jedinice su milistepeni

AA = A, - A; jerazlika u apsorbancijima (L-levo, R-desno)

Za Ap <A Za Ag = A,

tanO = (E;-E)/(Ex+E) =0 Supstancija ne poseduje osobinu

(aproksimacija vazi samo za male uglove) cirkularnog dihroizma. e



Da bi poredili 6 za uzorke razlicitih koncentracija, treba izraziti 8 po
jedinicama koncentracije, pa se uvodi:

Molarni elipticitet [0] = 3298 Ag (jedinice su stepenxcm?/dmol)

Ag = €levo = E€desno
€ - molarni ekstinkcioni koeficijent

Da bi se izracunao [0] moraju da se znajuc, M,, |

c- koncentracija uzorka (g/L)
M. - mol. masa uzorka (g/mol)
| — duzina optickog puta (cm)



Opticki aktivna supstancija koja ima osobinu cirkularnog dihroizma
ima razlicite:

* Ekstinkcione koeficijente za levo i desno cirkularno apsorpcija
polarizovanu svetlost, €

* Indekse prelamanja za levo i desno cirkularno polarizovanu
svetlost, n = f(A), n = ¢,/c

 Nase razmatranje na prethodnim slajdovima je najjednostavnije
(za n=1), u realnosti nije tako

refrakcija

Refrakcija nastaje usled interakcije svetlosti sa materijom, dolazi do
smanjenja brzine kretanja svetlosti kroz materiju i to tako da
frekvencija ostaje ista, a talasna duzina se menja.



Osnovna primena CD je za
odredivanje sekundarne strukture proteina
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Apsorpcioni spektri tri proteina sa razlicitim
sekundarnim strukturama su prikazani nize:

1 Sekundarnu strukturu
ne mozemo odrediti iz apsorpcionog
spektra.

B plocica
nasumiéno klupko Sa slike se vidi da razlike u spektrima
o heliks razliCitih sekundarnih struktura nisu
oCigledne u oblasti 180 — 240 nm.
Medutim u CD spektrima u ovoj
spektralnoj oblasti nije tako —

180 200 220 240
A (nm)

Podsecanje: peptidna veza je opticki aktivna.



U istoj spektralnoj oblasti 180 — 240 nm,
za razliku od UV apsorpcionih spektara, u
CD spektrima je mogucde razlikovati signale
koji poticu od razlicitih sekundarnih
struktura.

nasumic¢no klupko

180

220 240



Pozitivne i negativne trake u CD spektru?

nasumicno klupko

180

0] = 3298 Asg

Ag = €levo = €desno

Ako je €., > Egesno » SUPStancija
vise apsorbuje levo cirkularno
polarizovanu svetlost, pozitivna
traka

AKO je € .0 > Elevo » SUPStancija
vise apsorbuje desno cirkularno
polarizovanu svetlost, negativna
traka
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Neki primeri CD spektara
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CD od 180-240 nm

 CD spektroskopija u dalekoj UV oblasti (180-240 nm) se koristi za
odredivanje sekundarne strukture proteina.

* Signal potice od peptidne veze (peptidne hromofore).

 CD daje informacije o ukupnoj strukturi, ne zna se koja aminokiselina
ucestvuje u kom tipu strukture.

* Osetljivost je 50 pg/ml proteina.
* Interpretacija spektra: potrebno je odrediti doprinose svake

sekundarne strukture ukupnom signalu, u najjednostavnijem slucaju je to
linearna kombinacija svih doprinosa.



CD za odredivanje
promena u tercijarnoj strukturi proteina



CD od 240-350 nm

CD spektri proteina u bliskoj UV oblasti (240-350 nm) su osetljivi na
male promene u tercijarnoj strukturi.

Phe: 250-270 nm
Tyr: 270-290 nm
Trp: 280-300 nm
S-S veze: Siroka slaba traka 250-350 nm

Ako nema signala u bliskoj UV oblasti — protein nije savijen u nativnu
konformaciju.

Signal u bliskoj UV oblasti je slabiji od signala u dalekoj, pa je za
merenje potrebno 250 pg/ml proteina.



CD spektroskopija u oblasti 180 — 350 nm

Peptidna veza Aromaticne amino kiseline

180 nm 240 nm 350 nm

|dentifikacija sekundarne
strukture
(a, 3, nasumicno klupko)

Promene u tercijarnoj strukturi



CD za odredivanje
Van’t Hoff-ove entalpije (H,,,)



CD umesto DSC - zahteva mnogo manje koliCine proteina

* |zabere se A gde je najveéa promena, obi¢no oko 220 nm.
 Merise [0] na rastué¢im T, obiéno na svakih 0,2 °C.
* Racunar fituje tacke i sa dobijene krive [¢] = f(T) odreduje T, C i Hy

g Xped

CD, 220 nm

¢ T =473°C

- 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
a0 32 34 36 3 40 42 44 46 48 A0 52 A4 A6 A3 60 62 G4 GG GE YO
Temperature



Entalpija reakcije denaturacije (toplota koja je potrebna proteinu za

prelazak iz nativnog u denaturisani oblik, odnosno toplota koja se koristi

za kidanje nekovalentnih veza) moze da se odredi na 2 nacina:

1. direktno iz kalorimetrijskih merenja (DSC-om) AH,

2. indirektno merenjem zavisnosti konstante ravnoteze od temperature
tzv. Van't Hoff-ovom metodom (AH,,,).

Eksperimentalno je pokazano da AH_, i AH,,, nemaju istu vrednost, osim u
veoma prostim slucajevima kao sto su:

- jedan reaktant direktno prelazi u proizvod bez nastanka intermedijera
- jedan supstrat se vezuje za jedan enzim.



Primene CD
1. Odredivanje (identifikacija) sekundarne strukture proteina

2. ProucCavanje promena u tercijarnoj strukturi proteina
e QOdredivanje da li je protein savijen u nativnu konformaciju.
* Odredivanje kojoj familiji proteina pripada.

 Poredenje struktura proteina koje se dobijaju razliitim procesima: nativni i
rekombinantni protein, ili poredenje strukture razliCitih mutantnih formi
jednog proteina.

* |Ispitivanje konformacione stabilnosti proteina kada je izlozen ,stresu®:
odgovor na temperaturske i pH promene, kao i dodatak razliCitih supstancija
koje stabilizuju ili destabilizuju strukturu.

* |Ispitivanje kako protein-protein ili protein-ligand interakcije menjaju
konformaciju.

3. Umesto DSC



