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1. Uvod

Spektroskopie vibracniho cirkuldrniho dichroismu (VCD)
(cit."-* je moderni spektroskopickd metoda, kterd se v po-
sledni dobé¢ stdvd vyznamnym ndstrojem strukturni analyzy.
Zatimco spektroskopie elektronického cirkularniho dichrois-
mu (ECD) je pomérné rozsifend diky dostupnym komerénim
spektrometrtim, spektroskopie VCD byla doneddvna pro svou
experimentdlni obtiznost doménou jen nékolika mélo labora-
toff na svété. Cilem tohoto piispévku je uvést tuto moder-
ni metodu a ukdzat nekteré vysledky ziskané v laboratoii
VSCHT Praha.

2. Spektroskopie VCD

Cirkuldrni dichroismus AA je pro dany vlnocet ¢ ddn
rozdilem mezi absorbanci vlevo A| a vpravo Ay cirkuldrné
polarizovaného zaren{

AA = A —Ap = (g —gp)cl (1)
kde € a e jsou moldrni absorpéni koeficienty, ¢ je latkovd
koncentrace a [ je tloustka absorbujici vrstvy. Zatimco ECD
je vazdn na prechody mezi elektronickymi hladinami, za VCD
jsou zodpovédné prechody mezi hladinami vibra¢nimi.

Podminkou pro nenulovy VCD je chiralita dané latky ¢i
smési latek. Kvantové mechanické vyjddreni vede k tomu, Ze
intenzita cirkuldrné dichroického pdsu pfi prechodu ze stavu
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g0 do stavu g1 je ddna tzv. rotacni silou pfechodu vyjddienou
vztahem?

Ry =Im [(g01ikIg1) . (g1l 1g0)] (2)

Rotacni sila pfechodu je tedy uréena nejen velikosti elek-
trického [L a magnetického 7 momentu molekuly, ale také
jejich vzdjemnou orientaci. Proto lze z intenzity, znaménka
a polohy VCD padst ziskat dodate¢nou informaci o prostoro-
vém uspofaddni molekuly.

Chiralitu vykazuji jak molekuly malych a stfednich roz-
méri, jako jsou napiiklad vitaminy, 1é¢iva nebo antibiotika,
tak také obi{ biologicky vyznamné polymerni molekuly, jako
jsou polypeptidy, bilkoviny nebo DNA. Odtud plyne vyznam
a perspektiva metody: VCD umoziuje studovat konformace
vsech téchto biologicky vyznamnych molekul bez ohledu na
jejich molekulovou hmotnost za riznych fyzikdlné-chemic-
kych podminek v roztocich, kdy je pouziti jinych metod, jako
spektrometrie NMR ¢i rentgenové strukturni analyzy, ome-
zené.

Prednosti infracervené spektroskopie ve srovndni s ab-
sorpcni spektroskopii v ultrafialové a viditelné oblasti, pokud
jde o strukturni analyzu, jsou dobfe znamé. Zatimco ultrafia-
lovd a viditelnd spektra jsou obvykle tvofena nékolika Siro-
kymi, siln€ se prekryvajicimi absorpénimi pdsy, jejichz pii-
tomnost je nejCastéji vazana na elektronické prechody v ramci
dvojnych vazeb ¢i volnych elektronovych péart v molekule,
infracervend spektra jsou informa¢né nepomérné bohatsi a do-
voluji ziskat strukturni informace o celé molekule. Interpretaci
spektra je mozné provadét uz na irovni empirického prirazeni
absorpc¢nich pést jednotlivym funkénim skupindm. Pritazen{
pdst infracerveného spektra lze pak pfenést také na VCD
spektrum. Detailni analyzu vSak dovoluje teprve kvantové-
-mechanicky vypocet.

Signdly VCD jsou ve srovndni s ECD vyrazné mensi:
AAIA ~ 1072107 To je také divod, pro¢ je vlastni méfeni
VCD spektra pomérné obtiZné, proc je potiebnd vyssi koncen-
trace vzorkd v roztocich a je omezené pouziti vody jako
rozpoustédla, ale hlavné pro¢ je dosud spektroskopie VCD
méné roziifend nez spektroskopie ECD. Na Ustav analytické
chemie VSCHT v Praze byl v ramci projektu VS 97135
zakoupen prvni komercni spektrometr firmy Bruker, a tak se
tento dstav stal jednim z fddové deseti svétovych pracovist,
kde je mozné méfit kvalitni VCD spektra kapalnych vzorka
ve stfedni infracervené oblasti. Pfistroj je tvofen spektrome-
trem s Fourierovou transformaci IFS 66/S, ktery je opatfen
VCD/IRRAS modulem PMA 37. Metodika méteni VCD byla
publikovana dfive’.

3. Konfigurace farmakologicky
vyznamnych molekul

Spektra VCD v kombinaci s jejich ab initio simulaci
mohou byt pouzita k urceni absolutni konfigurace malych az
sttednich chirdlnich molekul; napi. se mohou s vyhodou uplat-
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Obr. 1. Experimentdlni (a) a simulovana (b) VCD spektra prekur-
zoru chirdlniho 16¢iva femoxetinu; ¢ = 0,64 moll” v CDCl,,
(3R.,4S)-MP-OH (1), (35,4R)-MP-OH (2), experimentdlni (3) a simu-
lované (4) VCD spektrum derivdtu (3R,45)-MP-OCH,, typické spek-
trum Sumu (5); ¢isla u jednotlivych pasti simulovaného spektra 4 znaci
normdlni médy a jejich pfifazeni ve spektrech 7,2 a 3

nit pfi studiu chirdlnich 1é¢iv, zejména téch, jejichz lécebné
uc¢inky se poji s ur¢itou enantiomerni formou. Obecny postup2
urceni absolutni konfigurace je ndsledujici: Na zakladé kvan-
tové mechanického ab initio vypoctu je simulovdano VCD
spektrum molekuly pro odhadnutou absolutni konfiguraci.
Jestlize simulované a experimentdlni VCD spektrum sobé
odpovidaji v polohdch, relativnich intenzitach a znaméncich
VCD past, je konfigurace molekuly zvolend pro ab initio
vypocty totoznd s konfiguraci méfené molekuly. Stereoche-
mickd VCD studie tohoto typu je ukdzdna na ndsledujicim
prikladu.

Na obr. 1 jsou VCD spektra (3R,45)-4-(4-fluorofenyl)-3-
-hydroxymethyl-1-methylpiperidinu ((3R,4S5)-MP-OH), lat-
ky, kterd je meziproduktem pfi vyrobé antidepresivniho IéCiva
femoxetinu, a jejiz ptedpoklddand absolutni konfigurace byla
dokdzdna vySe uvedenym postupem v nasi précié. Spektry
VCD je mozné velmi spolehlivé odlisit jednotlivé enantio-
mery, jak je na obr. 1 ukdzano pro (3R,4S)-MP-OH a (35,4R)-
-MP-OH. Opacné enantiomery poskytuji VCD spektra, kterd
jsou zrcadlové symetrickd vzhledem k nulové linii. Spektra
VCD byla déle pouzita pfi sledovéni vlivu substituce na abso-
lutni konfiguraci lé¢iva. Na obr. 1 je VCD spektrum derivatu
((3R,45)-MP-OCH,), ve kterém je postranni skupina —OH na
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Obr. 2. Korelace mezi sekundarnimi strukturami bilkovin a po-
lypeptidi a jejich VCD (a) a infrac¢ervenymi (b) spektry v oblasti
amid I’ a II"; p = 50 gl v D,0, hemoglobin — vysoky obsah
o-Sroubovice (7), konkanavalin A — vysoky obsah B-struktury (2),
poly(L-lysin) — struktura nahodného klubka (3)

chirdlnim uhliku C3 nahrazena skupinou -OCH,. Z obrazku
je patrna velmi dobrd shoda mezi experimentdlnimi a simu-
lovanymi spektry (3R,45)-MP-OCHj, kterd umoZiiuje piiradit
spektrdlni pdsy jednotlivym vibra¢nim modim. Ze srovnan{
VCD spekter I a 3 plyne, Ze derivit (3R,4S5)-MP-OCH,; m4
absolutni konfiguraci shodnou s (3R,45)-MP-OH, urcité kon-
formacni odli$nosti jsou patrné z tvaru VCD pdsi, které od-
povidaji skeletdlnim vibracim v blizkosti atomu C3 (napf.
mody 47-49).

4. Konformace polypeptidi a bilkovin

VCD spektroskopie je dobfe vyuzitelna ke studiu konfor-
mace a konforma¢nich zmén peptida a bilkovin v roztocich.
Tyto studie zdroven patii k nejzajimavéjsim aplikacim spek-
troskopie VCD. VyuZivaji se zejména infracervené pasy ozna-
¢ované jako amid I a amid II, ptip. amid I"a Il pro deuterované
vzorky. Amid I a I” (1800-1600 cm™) je vyvoldn piede-
v§im valen¢nf vibraci skupiny C=0 peptidové vazby, amid II
(16001500 cm™) a amid II” (1500-1400 cm") je projevem
rovinné deformacni N-H (popt. N-D) vibrace smiSené s va-
lenéni C-N vibraci. Mezi sekunddrnimi strukturami peptidd
a bilkovin a jejich VCD spektry v oblasti amid I a II existuje
semiempiricka korelace', kterou na obr. 2 demonstruji VCD
spektra bilkovin a polypeptidd, jejichz obsah sekundarnich
struktur je zndm z rentgenové strukturni analyzy. Obrdzek
ukazuje, ze VCD pds amidu " je charakteristicky pro jednot-
rozdil mezi jednotlivymi konformacemi ve spektrech VCD
ve srovndni s nepolarizovanymi infra¢ervenymi absorpénimi
spektry.

Popsanou semiempirickou korelaci jsme vyuzili ke sle-
dovéni zmény struktury poly(L-lysinu) (PL), ke které dochdzi
pri komplexaci s meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinem
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Obr. 3. VCD spektra komplexii PL,,., (a) a PL,,, , (b) s TPPS;
c¢(PL) = 0,39 mol.I™; a — Cisty PL,s, (1), c(PL)/c(TPPS) =20 (2),
c¢(PL)/c(TPPS) =5 (3) b — ¢isty PL,,,,, (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
cisty TPPS (3), typické spektrum Sumu (4); c¢(PL) je latkova koncen-
trace prepoctena na lysinové zbytky

(TPPS). Byly zvoleny dva riizn€ dlouhé fetézce PL se stfed-
nimi molekulovymi hmotnostmi 1250 a34 300 (PL, 5, PL,5),
které byly tvofeny v prvnim piipadé deseti a ve druhém stov-
kami aminokyselinovych zbytkl. Zatimco se nepolarizovand
infracervend absorpcni spektra peptidové a porfyrinové Casti
komplexu ve stiedni infracervené oblasti prekryvaji, porfyri-
nova ¢ast komplexu nepfispivd ke spektru VCD v této oblasti
(obr. 3b). Tato skutecnost umoziuje sledovat zménu konfor-
mace polymerni peptidové matrice pfi interakci s porfyrinem.
Obé peptidové matrice PL,,5,a PL;5,,bez pntomnosu por-
fyrinu poskytuji VCD spektrum charakteristické' pro konfor-
maci tradi¢né oznacovanou jako ,,ndhodné klubko* (obr. 3).
Vznik komplexu, ktery je ovéfen fluorescenci, ECD a absorp-
&nimi spektry ve viditelné oblasti’, je doprovézen vyraznou
zménou tvaru VCD spektra TPPS/PL ,5, v amidové oblasti
(obr. 3a), zatimco komplexace TPPS/PL,,, vyvoldvd pouze
zmény ve spektru na urovni Sumu (obr. 3b). Interakce por-
fyrinu a PL,,s5, vede tedy k lokdlni destabilizaci plvodni
konformace a ke vzniku nové, dobie definované lokalni struk-
tury, kterd je pravdépodobné tvofena tseky Sroubovice ne-
bo B-struktury. Z nezménéného tvaru VCD spektra v piipa-
dé TPPS/ PL, 5, plyne, Ze pii interakci s TPPS nedochazi
ke zméné konformace polypeptidové matrice s dlouhym fe-
tézcem. Spektroskopie VCD tak doplituje obraz o struktufe
peptidové ¢dsti hojné sledovanych porfyrin-peptidovych kom-
plext, které jsou modelovym systémem porfyrin-bilkovin-
nych komplexti, majicich vyznam v primdrnich stadiich foto-
syntézy, prenosu energie a také ve fotodynamické terapii.

5. Sledovani samoskladby

Populdrni tematikou soucasné supramolekuldrni chemie je
samoskladba (self-assembly), spontdnni asociace molekul do
usporddanych agregati. Béhem procesu samoskladby muze
dojit v agregdtu ke vzniku indukované chirality, kterd se
projevuje cirkuldrnim dichroismem. Oproti Castéji pouZiva-
nému ECD md VCD vyhodu v tom, Ze umoziuje sledovat
indukovanou optickou aktivitu spojenou s charakteristickymi
vibracemi funkénich skupin zapojenych do procesu samo-
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Obr. 4. VCD (a) a infracervena (b) spektra tetrabrucin-porfyri-
nového konjugdtu v zavislosti na rozpoustédle: DMSO-d, pravy
roztok (1), CD,0D, gel (2); struktura

skladby. Tvorba supramolekuldrnich ttvart mtize byt do-
provéazena i faizovym pfechodem roztoku v gel (pfechod sol-
-gel), pfi kterém jsou molekuly organickych rozpoustédel
imobilizovdny nizkomolekuldrnimi latkami, tzv. gelétoryg.

Spektroskopii VCD lze pouzit pii sledovdni fizového
prechodu sol-gel v roztocich tetrabrucin-porfyrinového kon-
jugdtu, jehoZ struktura je na obr. 4. Vznik gelu za ucasti této
latky je podminén volbou rozpoustedla roztok v CD,0D
prechézi po sonifikaci v gel’, ldtka rozpusténd v CDCl, nebo
DMSO-d, ztistavd v roztoku. Zatimco piechod sol-gel se v ne-
polarlzovanych absorp¢nich spektrech ve sttedn{ infracervené
oblasti projevuje jen malou zménou intenzit a poloh pdsd
(obr. 4b), ve spektrech VCD pozorujeme zménu znaménka
a intenzity pdsu u 1660 cm’™ , ktery ptislusi charakteristické
vibraci skupin C=0 v brucmove ¢dsti konjugdtu (obr. 4a). Pri
procesu gelovani dochdzi tedy ke zméné chirality v oblasti
vazby C=0. Podle naSich znalosti se jednd o vibec prvni
vyuziti spektroskopie VCD k detekci fazového piechodu sol-
-gel. VCD pés u 1660 cm™' jsme déle vyuzili ke sledovani vlivu
fyzikdlné-chemickych podminek na pfechod sol-gel. Ukdzali
jsmelo, ze k prechodu do faze gelu dochdzi pro objemovy
pomér CD,0D/DMSO-d, = 4/1 a gel je stabilni pii teplotdch
20-50 °C. Pr1 vys8ich teplotach dochdzi k postupnému fdzo-
vému piechodu zpét do roztoku.
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