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Abstract

This paper gives a short summary on the theory and fields of application of chiroptical spectroscopy.
Special attention is paid to exciton coupling that plays a role in governing the chiroptical properties of
biopolymers (protein o~helix, DNA double helix). Another main issue is the vibrational optical activity (VOA).
This relativity new technique can be used for the determination of the absolute configuration or (in the case of
biopolymers) absolute conformation in solution.

Az optikai aktivitas jelensége kozel két évszazada ismert. Az optikai forgatoképesség mérésére szolgalo
eszkozok — a polariméterek — jelentds mértékben segitették a sztereokémia fejlodését. Kidertilt, hogy a forgato-
képesség fligg a polarizalt fény hullamhosszatol: az esetek zomében az ultraibolya tartomany felé haladva a for-
gatas abszolut értéke rohamosan né. Ez a felismerés vezetett az optikai rotacios diszperzio (ORD) spektroszkd-
pia kialakulasdhoz. A Drude-egyenlet mar a kromofor fogalom kialakulasat készitette el6. A jelenség kvantum-
kémiai értelmezése Rosenfeld (1928) nevéhez fiizodik, 6 vezette be a rotdatorerdsség (R) fogalmat.

Meéréstechnikai szempontbdl a nagy attorést a cirkularis dikroizmus (CD) spektrométerek elterjedése je-
lentette a 60-as évek kozepétdl. A CD gorbe lényegesen egyszeriibb és matematikailag kdnnyebben kezelhetd
(Gauss-fiiggvénnyel leirhatd), mint az ORD gorbe. Az ultraibolya és lathaté (UV-vis) spektrum és a CD spekt-
rum kozotti kapesolat nyilvanvalova valt (1. dbra) és mar csak a rotatorerdsség abszolit konfiguraciotdl (vagy
abszolut konformaciotol) valo fiiggésének felderitése maradt hatra.
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1. dbra

A kiroptikai spektroszkopia — elsdsorban a CD modszer — sikere elsdsorban a biopolimerek ¢és a termé-
szetes szénvegyiiletek szerkezetvizsgalataban elért latvanyos eredményeknek koszonhetd. Emlitést érdemel
Fasman munkassaga, aki a fehérjék CD spektrumanak harom-komponensii felbontasaval olyan modszer
alapjait fektette le, amely a fehérjék szerkezetvizsgalatanak els6 hatékony eszkoze lett.
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Az UV-vis spektroszkopia nempolarizalt, mas néven izotrép fényt hasznal. Az optikailag aktiv (kiralis)
molekulak vizsgalatdhoz linearisan (sikban) polarizalt vagy anizotrop fényre van sziikség. A linearisan pola-
rizalt fény két cirkulérisan polarizalt komponensre bonthatd, ezek a balra és jobbra cirkularisan polarizalt
allapotok. Az abszorpcids sav Ay €rtékéhez kozeli hullamhosszaknal a bep €s a jep fénykomponensnek nem-
csak a sebessége kiilonbozik egymastol, de kiilonb6z6 mértékben abszorbealja dket az optikailag aktiv kozeg
(Ap#A)) és Ae=¢,-¢;. A kozegbol kilépve a faziskiilonbség mellett a két vektor amplitidoja is kiilonbozik egy-
mastol (Ey#E;). Az eredd vektor nem egy egyenes mentén (sikban) oszcillal, hanem egy ellipszis mentén, va-
gyis a fény elliptikusan polarizalt lesz. A kémikusok a savok intenzitasat gyakran a maximumoknak megfeleld
€max 11letve Agn,x molaris extinkcids koefficiensekkel jellemzik. Ezeknek azonban nincs kdzvetlen kapcsolata
az elméletbdl levezetheté mennyiségekkel. Milliken javaslatara vezették be az elektronatmenetek gerjesztési
intenzitasanak jellemzésére a dipdlerdsséget (D), amely nem mas, mint az abszorpcios sav hulldmhosszal
redukalt (sulyozott) integralt intenzitasa:

te
D=9,188x10‘39j 7 dn

Az elektrongerjesztés soran valtozik a toltéseloszlas (toltésstiriség) a molekulan beliil, ez dtmeneti
elektromos vagy dipolusmomentumot () hoz létre, amely irdnnyal és intenzitassal rendelkez6 vektormennyi-

Lo r : 2
s€g €s nem mas, mint \/_ D, azaz D=

A CD spektroszkopiaban a CD gorbe alatti, hullamhosszal redukalt integralt intenzitas a rotdtorerdsség, R:

TAe
R=2,297x10") ;" da

o

A CD atmenethez dtmeneti elektromos momentum, [ €s atmeneti magneses momentum, m sziikséges
R=pm=|44 |m| cosf3

f az atmeneti momentumvektorok altal bezart sz6g. Ha |1 vagy |m| nulla, R értéke nulla. R akkor is nul-
la, ha a két vektor merdleges egymasra. Ha B hegyesszog (0°<f<90°), a Cotton-effektus pozitiv, ha pedig
tompaszog (90°<B<180°) akkor negativ.

Az R=pm 0Osszefiiggést kitlinben szemléltetik a kiralis hexahelicének. A ~325 nm-nél mérheté CD sav a
an* jellegi HOMO-LUMO atmenetnek tulajdonithatd. A gerjesztés soran helikalis toltésstriiség-valtozas
kovetkezik be, ami az enantiomer [(M)-hélix, illetve (P)-hélix] molekuldknal ellentétes irdnyl atmeneti mag-
neses momentumot indukal. Az (M)-hélixnél f=180°, a (P)-hélixnél pedig B=0°, vagyis az (M)-hélixnél R
negativ (a CD sav negativ), a (P)-hélixnél pedig R pozitiv (a CD sav pozitiv).

A kiralis ketonok kiroptikai tulajdonsagainak vizsgalata Djerassi (1954) nevéhez fiizodik. A vizsgalt
vegyliletek a gyogyszeripari szempontbol is rendkiviil jelentds, merev térszerkezetii szteroid-ketonok voltak.
Az oxocsoport nmt* elektronatmenete 300 nm tdjan jelentkezik a spektrumban, tavol a kdvetkezé nagyobb
energiajua, 190 nm-nél talalhato nn* atmenettdl. Az oktdns szabdly teremt kapcsolatot a spektrum és a térszer-
kezet kozott.

Két egymashoz térben kozeli, nagy atmeneti elektromos momentummal rendelkez6 fliggetlen kromofor
kiralis (csavart) elrendez6dése olyan kodlcsdnhatashoz (dinamikus csatolas) vezet, amelynek eredményeképpen
egy ellentétes eldjelt savpar (exciton couplet, EC) jelenik meg a CD spektrumban. A couplet eldjelébol, amely
nem mas, mint a nagyobb A értéknél jelentkez6 savkomponens eldjele, kovetkeztetni lehet a kromoforok kon-
alakitottak. Az exciton-csatolt cirkularis dikroizmus (EC-CD) mara az abszolit konfiguracié meghatarozasa-
nak egyik legmegbizhatobb modszerévé valt, amely a Bijvoet-féle rontgenkrisztallografiai eljarassal hasonlit-
hato 6ssze. A dibenzoat-észterek esetében az UV spektrumban 230 nm t4jan megfigyelhetd intenziv elnyelés a
(p-szubsztitult) benzolgytiriit és a COOR csoportot magaba foglalé toltésatviteli savnak ('L,) felel meg. Az
atmeneti elektromos momentum (TEM) nagy és nagyjabol a benzoatcsoportok hosszi tengelyével parhuza-
mos (2. dbra). A benzoatok konforméaciojat jol ismerjiik: a hosszl tengely az abran lathaté modon parhuzamos
a glikol C-O kétésével, vagyis a TEM vektorok altal bezart vetiileti szog eldjelét és nagysagat tekintve is meg-
egyezik a C-O kotések w torzidszogével.
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2. abra

Az EC-CD modszer megbizhat6 abszolut konfiguracio, illetve abszolut konformacié meghatarozast tesz
lehetévé. Alkalmazhatd szupramolekularis komplexek esetében is. Az amidcsoportok kozotti exciton csatolas

hatarozza meg az a-hélix fehérjeszerkezet CD spektrumat is (3. dbra).

[e] = 107 (deg om® dmal ')
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3. abra

A vibracios optikai aktivitas (VOA) a molekulak vibracios atmeneteinek ,,balra” cirkularisan polarizalt
(bep) és ,,jobbra” cirkularisan polarizalt (jcp) elektromagneses sugarzassal szembeni kiilonb6zo viselkedésére
vezethetd vissza. Két f6 méréstechnikai valtozata van: az infravoros €s Raman forma. Az IR valtozat a vibra-
cios cirkularis dikroizmus (VCD), a Raman pedig a Raman optikai aktivitas (ROA). A VCD a bcp és jep IR
sugarzas elnyelésének kiilonbsége, ahogy a CD (ECD) esetében lattuk: (Ae=g,-g;).

VOA akiralis, illetve racém mintaknal nem mérhetd, ahogy CD sem. A VCD és ROA mérés sikerének
feltétele a kitlind mindségii IR, illetve Raman spektrum. A 90-es évek végén keriiltek kereskedelmi forgalom-
ba a rutin célokra hasznalhaté VCD spektrométerek és nemrég megjelent a miiszerpiacon a ROA miszer is.
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A VCD legegyszeriibb alkalmazasa a kiralis minta optikai tisztasaganak meghatarozasa, de mindkét
modszer sikere annak koszonhetd, hogy alkalmasak abszolut konfigurdacio, vagy biopolimerek esetében az
abszolut konformacio (masodlagos szerkezet) meghatarozasara.

A VCD nagy eldnye az ECD-vel szemben a kromoforok

nagy szama ¢s valtozatossaga. Az IR spektrum a molekula 3n- TR Rl |

6 normal rezgési modjanak megfeleld savokat tartalmazza. A - ,_,a_ﬁlt JI w

VCD spektrumban a savoknak eldjele is van, ami megkettdzi a a \

VCD spektrum informaciotartalmat. A kromofor csoportok o

nagy valasztéka megbizhatd sztereokémiai vizsgadlatokat tesz i .q,.wl_q- ,(,.,m_

lehetové. AA .Lrl | IH" u
A VCD spektrumok ab initio szintli kvantumkémiai =10 1/

modszerekkel szimulalhatok, ami jelentdsen megnoveli a 7 v

szerkezetvizsgalat hatékonysagat. Elég az alap- | A

elektronallapotot és annak a rezgések hatasara bekovetkezo . s 1-I lr,»-" =

valtozasat figyelembe venni, szemben az ECD-vel, ahol a g o e | [

gerjesztett allapot kiszamitasara is sziikkség van, ami ma még '

nem egyshivpdbladack VCD spektroszkopidja az a-helikalis e sw

homopolipeptidek vizsgalataval kezd6dott. Ahogy az IR spekt- Hullimszim (cm’}

rumban, a VCD spektrumban is amid I (amid 1" D,O-ban) tar- 4. 4bra

tomany vizsgalata szolgaltatja a legtobb adatot. Az a-hélix jel-
legzetessége egy pozitiv couplet, amelynek negativ 4ga az in-
tenzivebb, valamint egy masik gyenge negativ sav (4. abra). Az
antiparalel -red6zott réteg spektrumaban két elkiiloniilt negativ
sav talalhatd, mig a rendezetlen konformacié egy intenzivebb
negativ savval jellemezhetd negativ couplet-et mutat.

A VCD spektroszkodpia savgazdagsaga, valtozatos eldjel és intenzitds mintazata kdvetkeztében alkalmas
egyes konformacios altipusok megkiilonboztetésére. Nem elég az amid I (I") tartomanyara hagyatkozni, ki kell
aknazni az amid II és amid III savok informaciotartalmat is. Talan a legfontosabb alkalmazasi teriilet az o-hélix
és a 31p-hélix megkiilonboztetése. Jelentdsen kiilonbozik egymastol az a-hélix és a B-red6zott réteg konformacio
amid II savja is. Az a-hélixre egy negativ sav, mig a B-konformaciora negativ couplet jellemzd. Az amid III
tartomanyban (~1350 — 1250 cm™) az a-hélix tobbnyire pozitiv, mig a B-konformacié negativ savot mutat.

A rendezetlen vagy ,,random coil” konformaciora altalaban egy intenziv negativ couplet jellemzd. VCD spekt-
roszkopiai adatok alatamasztjak azt a korabbi CD (ECD) feltételezést, hogy a rendezetlen konformacié nem mas, mint
hosszabb-rovidebb balmenetii nytjtott helikalis szakaszok [poli(prolin) II vagy PPII konforméacio] egyiittese.

A mult szazad végén gy tlint, hogy a CD spektroszkdpia végleg a tudomany lomtaraba keriil. De nem
ez tortént! A 90-es évek végétdl a rekombinans DNS technika és proteoma projektek beindulasa olyan
szerkezetvizsgald modszert igényelt, amely egyszerli, gyors €s megbizhato, tovabba anyagigénye kicsi (<1
mg). gy az érdeklédés ismét a CD modszer felé fordult, rohamosan nétt az évente eladott CD spektrométerek
(dikrografok) szama. Ujabb kihivast jelentett az ,enantiomer-tiszta” kémia térhoditasa. Az egyetlen
enantiomert tartalmazd gyogyszerek, mezdgazdasagi vegyszerek és egyéb készitmények kifejlesztése és piac-
ra vitele alapos kiroptikai szerkezetjellemzést és analizist igényel. Ma mar a miiszerpiacon is kaphatok HPLC-
CD rendszerek. Az 1j, sz&p ,,enantiomer-tiszta” vilag pezsditéleg hatott a miiszerfejleszté cégekre is. Néhany
éve kereskedelmi forgalomba keriiltek a vibrdcids optikai aktivitas (VOA) vizsgélatara legalkalmasabbnak
tind VCD és ROA spektrométerek. A fejlodés elméleti és gyakorlati sikon is toretlen. Hamarosan palyara
allitjak a kozmikus szerves mintak optikai aktivitasanak in situ regisztralasara alkalmas szuperérzékenységii
kiroptikai és elvalasztastechnikai miiszerekkel felszerelt tirszondékat is.

Polipeptidek és fehérjéek
VCD spektrumanak amid I tartomanya.
Foliil: a-hélix, kozépen:
P-réteg vagy szalag, alul: rendezetlen.
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