CD-spektroszkopia

Az ORD spektroskopia alapja

- A XIX. szazad elején Biot megfigyelte, hogy bizonyos, a
természetben eldforduld szerves anyagok a linearisan polarizalt

fény sikjat elforgatjak.

- 1817-ben -, Biot és Fresnel egymastdl fliggetleniil felismerték,
hogy az elforgatas szoge fligg az alkalmazott fény
hullamhosszdtol, ami az ORD (Optikai Rotacio Diszperzioja)
mérések alapja.

A CD spektroskopia alapja

1850 koriil Haidenger:
a jobbra ill. balra cirkularisan polarizalt fénnyel szemben
az abszorpcios tulajdonsdagok is kiilonbozdoek lehetnek.

Ez a fizikai jelenség képezi a Cirkularis Dikroizmus (CD)
meéresek alapjat.

(Haidenger kvarckristalyokkal folytatott méréseket)

A=A — A, =(g —&g)cl =Acl

A: abszorbancia,

€: molaris extinkcios koefficiens,

C. az oldat koncentraciodja,

|: a kozeg rétegvastagsaga.

Az L ¢s az R indexek a balra €s a jobbra

cirkuldrisan polarizalt fényre vonatkozd
ertékekre utalnak.



A jobbra és balra cirkularisan polarizalt fény terjedési sebességének
¢s abszorpcidjanak eltérése az optikailag aktiv anyagban

egy masik jelenséget IS eredményez:

a linearisan polarizalt fény elliptikusan pelarizaltta valik,

amit molaris ellipticitasként mérhetiink:

Y a beeso fény polarizacios sikja,

a az elforgatas szoge,

0 az ellipticitas szoge,
(tg ® = a/b).

Az elliptikusan polarizalt fény kialakuldsanak szemléltetése.

A cirkularis dikroizmus (Ag) és a
molaris ellipticitas ([@]) kozotti 0sszefiiggés a kovetkezo:

[@] = 3300As



A CD mérések soran egy-egy atmenethez
tartozo sav alakja egy vagy tobb
Gauss gorbevel kozelithetd

Az ORD mérések mindig egy pozitiv-negativ
vagy negativ-pozitiv csucs part eredményeznek:
amit Cotton effektusnak is neveziink
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kromofor csoportok:

a molekulaban talalhato atomcsoportok, amelyek
egy-egy elektronatmenetéhez rendelhetdk hozza
a spektrumokban azonosithat6 savok.

(UV spektroszkopiahoz hasonlo)

a kromoforok leggyakrabban akiralisak:
(pl. aril-, amid-, esztercsoprt)

a CD spektrum Iétrejottének feltétele a kromofor
kornyezetében talalhato ,,kirdlis perturbdlo hatas”
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Az ORD spektrum

problémdja: a csucsok Ohatatlanul atfednek

magyarazat. a savok szelesek,
az abszorpcios maximumtol A, tavolsagban

a (7»2-7\,0 2) -2 fliggvény szerint kozelitenek a nullahoz

kovetkezmeny:. ORD késziilékek fokozatosan hattérbe szorultak

A Cirkularis Dikroizmus fizikai alapjai

Pasteur (1848) molekuldk szerkezetének disszimmetridja okozza
Drude (1892) elektrodinamikai alapokon nyugvé elméletét
Rosenfeld (1928) kvantummechanikai értelmezés

\ a 0-val jelolt alapallapot
. a J-vel jelolt gerjesztett allapot
Roj — Im{;uoj ) mjo } kozotti atmenet esetében létrejovo
rotatorerosség (Roj)
kifejezhetd

az elektromos (mjo) ¢s
a magneses atmeneti

dipolusmomentum (£4;)

vektorok skalaris szorzataként
praktikus kovetelmény

a CD atmenet soran a molekulaban

az elektromos €s magneses atmeneti dipolusmomentumnak egyszerre
kell megvaltozniuk de ngy, hogy a két atmeneti momentum vektor
nem lehet egymdsra meroleges



Az elmélet és a gyakorlat kapcsolata

R=2297.10"% j % di
0

A rotatorer0sséget tehat a CD gorbe alatti tertilet

integralasaval kaphatjuk meg.

empirikus kozelités: R ~ 2297 .10_39 Agmax -AA

max

Ag max a maximalis CD intenzitast
ﬂ«max a csucs helyét

A ﬂd a csucs félértek szélessegét jelenti.



CD spektroszkopia szerepe a szerkezetkutatasban:

- kezdetben csak diszkrét hullamhosszakon
(altaldban 589 nm-en, a Na D-vonalan) mértek forgatoképesseget.

- késobb

Doty, Moffit és Yang (1950) szintetikus polipeptideken ORD mértek
Crick és Kendrew (1957) a-hélixek szerkezetének tanulmanyozasa
Holzwarth ¢s Doty (1965-ben) az elsé CD mérések a-hélixeken

Az amid kromofor CD spektroszkopiai viselkedése
méréstechnikai okok miatt: EIsésorban 250 nm-t6l a 180 nm-ig

N—7* dtmenet: a karbonil oxigén nemkétd palyaja

¢s az amid csoport * lazito palydja kozotti,

MT—7* dtmenet: masrészt az amid csoport legmagasabb
energidju koto m palydjarol a lazitd n* palyara tortend.

Az nt* atmenet (=230 nm)
intenzitas: gyenge atmenet

oldoszerfiigges : crds
a karbonil oxigén proton akceptor tulajdonsaga miatt

hipszokrom eltolodas akar 210 nm-ig is

! magnesesen megengedett, de elektromosan tiltott
(a kivalasztasi és szimmetria szabalyok miatt)

Az tt* atmenet (=190 nm )
intenzitas: erds atmenet
oldoszerfiigges : jelentéktelen

| elektromosan megengedett, de magnesesen tiltott



MEMO. Rotator erdsséget akkor ,,mériink”, ha az elektromos
atmeneti dipélusmomentum mellett magneses atmeneti
dip6élusmomentum is létrejon

akiralis amidok esetében nem varhatunk CD spektrumot
(lasd atmenetek sajatsagai)

kiralis elektrosztatikus térben 1évo amid csoport:

az egy elektron mechanizmus.
Ha a molekularis kornyezete olyan
(pl. masik amid vagy polaris csoport van a kozelében),
akkor az addig szimmetria tiltott atmenetek
a perturbal6 hatds miatt CD spektrumot eredményezhetnek

n-m mechanizmus (a csatolt oszcillator vagy exciton modell ):

tobb egymashoz térben kozeli amidcsoport elektromosan
megengedett egyiittes gerjesztése (peldaul egy a-hélix mentén)
ennek soran kialakulo cirkularis toltéselmozdulas hoz 1étre magneses
atmeneti dipélusmomentumot ¢és igy lesz CD spektrum

eredmény: a CD spektrum mindig két ellentétes el6jelil
savbol (CD couplet) all



Peptidek és fehérjék jellegzetes CD spektrumai

Az a-hélix:
n* atmenet gyenge negativ sav (220 nm)
intenzitasa nem nagyon fligg a helix hosszusagatol.

nr* atmenet (190 nm) jelentkezo savja
exciton felhasadast szenved (192 nm-nél pozitiv),
(208 nm-nél egy negativ sav)
intenzitasa a peptidlanc hosszusagatol erOsen fligg.
(Woody jelolésmodjaban C-tipusii spektrum)

A . két nagy savbol all:
216 nm-nél egy negativ €s
195-200 nm kozott egy erdsebb pozitiv sav talalhato.

legalabb 5-7 aminosav hosszusagl B-réteg térszerkezetli lanc sziikséges,
formdja nagyon valtozatos

(Woody jelolésmédjaban A tipusiu spektrum)

Az I és III tipusu B-kanyarok:

CD spektruma az a-hélixéhez hasonldan C tipusu

a tn* (200 nm tajékan) negativ sav,

alacsonyabb hullamhossz tartomanyban egy pozitiv sav

az n* (220 nm) az a-hélix spektrumahoz hasonldan negativ eldjeli

(Woody jelélésmodjaban C-tipusu spektrum)

A1l tipusu B-kanyarok:

a * (csucsok eldjel sorrendje forditott mint a C tipusu spektrumban)
200 nm-n¢él a sav pozitiv elgjeld,

a “couplet” alacsonyabb hullamhossznal jelentkezo

masik savja negativ eldjeld.

(Woody jelolesmodjaban B-tipusu spektrum)



Apoliprolin-11:

a kollageénekre kiilonosen jellemzo,

az nm* atmenet 226 nm-n¢l egy gyenge pozitiv,
a ™ d&tmenet 206 nm-nél egy erds negativ sav

(U tipusu spektrum).

Aperiodikus vagy rendezetlen :
CD spektrumuk poliprolin-II szera
200 nm t4jékan egy valtozd erOsségli negativ sav talalhato,

melyre 220 nm-nél egy negativ vall, vagy pozitiv sav szuperponalodik.
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Figure 2. .{\bsorplion and CD spectra of poly(Glu-OMe) in hexafluoro-2-propanol
(Johnson and Tinoco, 1972). [From Johnson and Tinoco (1972), with permission. Copyright

1972 American Chemical Society.]
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Figure 3. CD of polypeptides in the g
pleated sheet conformation. ——, Poly(Lys),
pH 11.1, after heating at 52°C for 15 min, fol-
lowed by cooling to 22°C (Greenfield and Fus-
man, 1969); ---, poly(Lys) in 1% sodium do-
decyl sulfate (Li and Spector, 1969); - - -,
poly(Lys-Leu-Lys-Leu) in 0.1 M NaF, pH 7
(Brahms e? ~'., 1977). -
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Figure 4. CD spectra of model 8 turns. —:—, Poly(Ala;-Gly;) in H,0. [Note the! the
experimental curve for this polypeptide is actually twice as intense as the cuise oo
which is the one used by Brahms and Brahms (1980) in their analys:s of protem second:r
structure.] - - -, N-Isobutyl-LPro-pAla-isopropylamide film cact .
tion, ~—-—, N-Acelyl -LPro-Gly-LLeu-OH in trifluoroethanol at —&4°C
" apeptide, cyclo(DAla-LAla-LAla-DAla-DAla-LAla) in D,O. [From Branms a.. .
(1980), with permission.]

Figure 11. CD spectra of cyclo(LAla-LAla-Aca)
(——, D, cyclo(LAla-DAla-Aca) (—, II), and cyclo-
(LAla-Gly-Aca) (~--). The spectra were obtained at
22°C in methanol. The dotted line is a calculated CD
spectrum corresponding to a linear combination of
spectra I (15%) and II (85%). This corresponds to an
1 l 1 | férzol:l glzi‘i:jur; of :y;l)e (Ifgg;;)i I Bl:ums, respectively.

dekar et al., , with permission. -
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Figure 6. CD spectra of unordered poly-
peptides. —, Poly(Lys), pH 5.7, (Green-
field and Fasman, 1969); ---, poly(Ser) in 8
M LiCl (Quadrifoglio and Urry, 1968); - -
poly(Lys-Leu-Lys-Leu) i - -

(Brahms et al., 1977).
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Circular dichroism of lacto-N-tetraose [RB-Gal-

1+3) -B=GlcNAc-(13)-B-Cal-/174)-Glc], in water ( ) and in
I*'xafluoro-2-propanol (=-=--) solution.
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A CD spektrumok kvantitativ kiértekelesi lehetOségei

CD spektrum szamos paraméter fliggvénye
® =1(4T,.csl,..)

Moffit féle, exciton modellbol szarmazo Osszefiiggés
CD gorbék értelmezéseéhez
'©,,/—4000

33000 —4000
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Tfh. egy CD spektrum [f(1)] additiven tevodik Gssze
a masodlagos térszerkezetre jellemz0 "tiszta" komponens
spektrumokbol vagy bazisgérbékbdl [g;(A)]

N
f() =2 p0(4)+28)
=1
A kozelitett j. CD gorbét a kovetkez6 formaban irhatjuk fel

P - .
i koefficiensek
fe()=>p, .9, (4 Pi |
J (1) ;p"lg'( ) 0i(4) az egyes bazisgorbék



Cél: minimalizalas
( im(4) az N darab mért CD gé’)rbét

cr s

P a bazisgorbék szama
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E Correlation coefficients s
El = Inlined spectrum data: 1.comp, Intensity: 1.00.
1 == Inlined spectrum data: 2.comp, Intensity: 1.00.
[E1==Inlined spectrum data: 3.comp, Intensity: 1.00.
El™ Inlined spectrum data: 4.comp, Intensity: 1.00. w

A peptid modellek CD spektrumainak febontasabol (CCA+)
kapott négy komponens spektrummal
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Fig. 2. The secondary structure “distribution” of the 22 pro-
teins involved in the analysis. The three vertices of the triangle
(simplex) are (RND + v-turns), (a-helices + B-turns), and B-
pleated sheets. The 3D structures of the proteins are mostly mix-
tures of these secondary structural elements. (Note that only one
protein, the 1MBD is close to a vertex.)
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3. abra. N szdmu f CD gorbe (felsé rész) dekonvoliicidval felbonthaté P szimii g

komponensgorbére (also rész)



Hulldmhossz (nm)

Penetratin és analdogjainak kiilonb6zo6 kozegben felvett,

osszesen 19 CD spektruma

¥

A penetratin és analogjainak NMR szerkezete




