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1. ⁄vod

Spektroskopie vibraËnÌho cirkul·rnÌho dichroismu (VCD)
(cit.1ñ4) je modernÌ spektroskopick· metoda, kter· se v po-
slednÌ dobÏ st·v· v˝znamn˝m n·strojem strukturnÌ anal˝zy.
ZatÌmco spektroskopie elektronickÈho cirkul·rnÌho dichrois-
mu (ECD) je pomÏrnÏ rozöÌ¯en· dÌky dostupn˝m komerËnÌm
spektrometr˘m, spektroskopie VCD byla doned·vna pro svou
experiment·lnÌ obtÌûnost domÈnou jen nÏkolika m·lo labora-
to¯Ì na svÏtÏ. CÌlem tohoto p¯ÌspÏvku je uvÈst tuto moder-
nÌ metodu a uk·zat nÏkterÈ v˝sledky zÌskanÈ v laborato¯i
VäCHT Praha.

2. Spektroskopie VCD

Cirkul·rnÌ dichroismus ∆A je pro dan˝ vlnoËet σ d·n
rozdÌlem mezi absorbancÌ vlevo AL a vpravo AR cirkul·rnÏ
polarizovanÈho z·¯enÌ

∆A = AL ñ AR = (εL ñ εR)cl (1)

kde εL a εR jsou mol·rnÌ absorpËnÌ koeficienty, c je l·tkov·
koncentrace a l je tlouöùka absorbujÌcÌ vrstvy. ZatÌmco ECD
je v·z·n na p¯echody mezi elektronick˝mi hladinami, za VCD
jsou zodpovÏdnÈ p¯echody mezi hladinami vibraËnÌmi.

PodmÌnkou pro nenulov˝ VCD je chiralita danÈ l·tky Ëi
smÏsi l·tek. KvantovÏ mechanickÈ vyj·d¯enÌ vede k tomu, ûe
intenzita cirkul·rnÏ dichroickÈho p·su p¯i p¯echodu ze stavu

g0 do stavu g1 je d·na tzv. rotaËnÌ silou p¯echodu vyj·d¯enou
vztahem2

R01 = Im [〈g0| |g1〉 . 〈g1| |g0〉] (2)

RotaËnÌ sÌla p¯echodu je tedy urËena nejen velikostÌ elek-
trickÈho a magnetickÈho momentu molekuly, ale takÈ
jejich vz·jemnou orientacÌ. Proto lze z intenzity, znamÈnka
a polohy VCD p·s˘ zÌskat dodateËnou informaci o prostoro-
vÈm uspo¯·d·nÌ molekuly.

Chiralitu vykazujÌ jak molekuly mal˝ch a st¯ednÌch roz-
mÏr˘, jako jsou nap¯Ìklad vitaminy, lÈËiva nebo antibiotika,
tak takÈ ob¯Ì biologicky v˝znamnÈ polymernÌ molekuly, jako
jsou polypeptidy, bÌlkoviny nebo DNA. Odtud plyne v˝znam
a perspektiva metody: VCD umoûÚuje studovat konformace
vöech tÏchto biologicky v˝znamn˝ch molekul bez ohledu na
jejich molekulovou hmotnost za r˘zn˝ch fyzik·lnÏ-chemic-
k˝ch podmÌnek v roztocÌch, kdy je pouûitÌ jin˝ch metod, jako
spektrometrie NMR Ëi rentgenovÈ strukturnÌ anal˝zy, ome-
zenÈ.

P¯ednosti infraËervenÈ spektroskopie ve srovn·nÌ s ab-
sorpËnÌ spektroskopiÌ v ultrafialovÈ a viditelnÈ oblasti, pokud
jde o strukturnÌ anal˝zu, jsou dob¯e zn·mÈ. ZatÌmco ultrafia-
lov· a viditeln· spektra jsou obvykle tvo¯ena nÏkolika öiro-
k˝mi, silnÏ se p¯ekr˝vajÌcÌmi absorpËnÌmi p·sy, jejichû p¯Ì-
tomnost je nejËastÏji v·z·na na elektronickÈ p¯echody v r·mci
dvojn˝ch vazeb Ëi voln˝ch elektronov˝ch p·r˘ v molekule,
infraËerven· spektra jsou informaËnÏ nepomÏrnÏ bohatöÌ a do-
volujÌ zÌskat strukturnÌ informace o celÈ molekule. Interpretaci
spektra je moûnÈ prov·dÏt uû na ˙rovni empirickÈho p¯i¯azenÌ
absorpËnÌch p·s˘ jednotliv˝m funkËnÌm skupin·m. P¯i¯azenÌ
p·s˘ infraËervenÈho spektra lze pak p¯enÈst takÈ na VCD
spektrum. DetailnÌ anal˝zu vöak dovoluje teprve kvantovÏ-
-mechanick˝ v˝poËet.

Sign·ly VCD jsou ve srovn·nÌ s ECD v˝raznÏ menöÌ:
∆A/A ~ 10ñ4ñ10ñ5. To je takÈ d˘vod, proË je vlastnÌ mÏ¯enÌ
VCD spektra pomÏrnÏ obtÌûnÈ, proË je pot¯ebn· vyööÌ koncen-
trace vzork˘ v roztocÌch a je omezenÈ pouûitÌ vody jako
rozpouötÏdla, ale hlavnÏ proË je dosud spektroskopie VCD
mÈnÏ rozöÌ¯en· neû spektroskopie ECD. Na ⁄stav analytickÈ
chemie VäCHT v Praze byl v r·mci projektu VS 97135
zakoupen prvnÌ komerËnÌ spektrometr firmy Bruker, a tak se
tento ˙stav stal jednÌm z ¯·dovÏ deseti svÏtov˝ch pracoviöù,
kde je moûnÈ mÏ¯it kvalitnÌ VCD spektra kapaln˝ch vzork˘
ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti. P¯Ìstroj je tvo¯en spektrome-
trem s Fourierovou transformacÌ IFS 66/S, kter˝ je opat¯en
VCD/IRRAS modulem PMA 37. Metodika mÏ¯enÌ VCD byla
publikov·na d¯Ìve5.

3. Konfigurace farmakologicky
v˝znamn˝ch molekul

Spektra VCD v kombinaci  s jejich ab  initio simulacÌ
mohou b˝t pouûita k urËenÌ absolutnÌ konfigurace mal˝ch aû
st¯ednÌch chir·lnÌch molekul; nap¯. se mohou s v˝hodou uplat-
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nit p¯i studiu chir·lnÌch lÈËiv, zejmÈna tÏch, jejichû lÈËebnÈ
˙Ëinky se pojÌ s urËitou enantiomernÌ formou. Obecn˝ postup2

urËenÌ absolutnÌ konfigurace je n·sledujÌcÌ: Na z·kladÏ kvan-
tovÏ mechanickÈho ab initio v˝poËtu je simulov·no VCD
spektrum molekuly pro odhadnutou absolutnÌ konfiguraci.
Jestliûe simulovanÈ a experiment·lnÌ VCD spektrum sobÏ
odpovÌdajÌ v poloh·ch, relativnÌch intenzit·ch a znamÈncÌch
VCD p·s˘, je konfigurace molekuly zvolen· pro ab initio
v˝poËty totoûn· s konfiguracÌ mÏ¯enÈ molekuly. Stereoche-
mick· VCD studie tohoto typu je uk·z·na na n·sledujÌcÌm
p¯Ìkladu.

Na obr. 1 jsou VCD spektra (3R,4S)-4-(4-fluorofenyl)-3-
-hydroxymethyl-1-methylpiperidinu ((3R,4S)-MP-OH), l·t-
ky, kter· je meziproduktem p¯i v˝robÏ antidepresivnÌho lÈËiva
femoxetinu, a jejÌû p¯edpokl·dan· absolutnÌ konfigurace byla
dok·z·na v˝öe uveden˝m postupem v naöÌ pr·ci6. Spektry
VCD je moûnÈ velmi spolehlivÏ odliöit jednotlivÈ enantio-
mery, jak je na obr. 1 uk·z·no pro (3R,4S)-MP-OH a (3S,4R)-
-MP-OH. OpaËnÈ enantiomery poskytujÌ VCD spektra, kter·
jsou zrcadlovÏ symetrick· vzhledem k nulovÈ linii. Spektra
VCD byla d·le pouûita p¯i sledov·nÌ vlivu substituce na abso-
lutnÌ konfiguraci lÈËiva. Na obr. 1 je VCD spektrum deriv·tu
((3R,4S)-MP-OCH3), ve kterÈm je postrannÌ skupina ñOH na

chir·lnÌm uhlÌku C3 nahrazena skupinou ñOCH3. Z obr·zku
je patrn· velmi dobr· shoda mezi experiment·lnÌmi a simu-
lovan˝mi spektry (3R,4S)-MP-OCH3, kter· umoûÚuje p¯i¯adit
spektr·lnÌ p·sy jednotliv˝m vibraËnÌm mod˘m. Ze srovn·nÌ
VCD spekter 1 a 3 plyne, ûe deriv·t (3R,4S)-MP-OCH3 m·
absolutnÌ konfiguraci shodnou s (3R,4S)-MP-OH, urËitÈ kon-
formaËnÌ odliönosti jsou patrnÈ z tvaru VCD p·s˘, kterÈ od-
povÌdajÌ skelet·lnÌm vibracÌm v blÌzkosti atomu C3 (nap¯.
mody 47ñ49).

4. Konformace polypeptid˘ a bÌlkovin

VCD spektroskopie je dob¯e vyuûiteln· ke studiu konfor-
mace a konformaËnÌch zmÏn peptid˘ a bÌlkovin v roztocÌch.
Tyto studie z·roveÚ pat¯Ì k nejzajÌmavÏjöÌm aplikacÌm spek-
troskopie VCD. VyuûÌvajÌ se zejmÈna infraËervenÈ p·sy ozna-
ËovanÈ jako amid I a amid II, p¯Ìp. amid I¥ a II¥ pro deuterovanÈ
vzorky. Amid I a I¥ (1800ñ1600 cmñ1) je vyvol·n p¯ede-
vöÌm valenËnÌ vibracÌ skupiny C=O peptidovÈ vazby, amid II
(1600ñ1500 cmñ1) a amid II¥ (1500ñ1400 cmñ1) je projevem
rovinnÈ deformaËnÌ NñH (pop¯. NñD) vibrace smÌöenÈ s va-
lenËnÌ CñN vibracÌ. Mezi sekund·rnÌmi strukturami peptid˘
a bÌlkovin a jejich VCD spektry v oblasti amid I a II existuje
semiempirick· korelace1, kterou na obr. 2 demonstrujÌ VCD
spektra bÌlkovin a polypeptid˘, jejichû obsah sekund·rnÌch
struktur je zn·m z rentgenovÈ strukturnÌ anal˝zy. Obr·zek
ukazuje, ûe VCD p·s amidu I¥ je charakteristick˝ pro jednot-
livÈ  sekund·rnÌ struktury, a dokumentuje, oË z¯ejmÏjöÌ je
rozdÌl mezi jednotliv˝mi konformacemi ve spektrech VCD
ve srovn·nÌ s nepolarizovan˝mi infraËerven˝mi absorpËnÌmi
spektry.

Popsanou semiempirickou korelaci jsme vyuûili ke sle-
dov·nÌ zmÏny struktury poly(L-lysinu) (PL), ke kterÈ doch·zÌ
p¯i komplexaci s meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinem

Obr. 1. Experiment·lnÌ (a) a simulovan· (b) VCD spektra prekur-
zoru chir·lnÌho lÈËiva femoxetinu; c = 0,64 mol.lñ1 v CDCl3,
(3R,4S)-MP-OH (1), (3S,4R)-MP-OH (2), experiment·lnÌ (3) a simu-
lovanÈ (4) VCD spektrum deriv·tu (3R,4S)-MP-OCH3, typickÈ spek-
trum öumu (5); ËÌsla u jednotliv˝ch p·s˘ simulovanÈho spektra 4 znaËÌ
norm·lnÌ mÛdy a jejich p¯i¯azenÌ ve spektrech 1, 2 a 3

Obr. 2. Korelace mezi sekund·rnÌmi strukturami bÌlkovin a po-
lypeptid˘ a jejich VCD (a) a infraËerven˝mi (b) spektry v oblasti
amid I¥ a II¥; ρ = 50 g.lñ1 v D2O, hemoglobin ñ vysok˝ obsah
α-öroubovice (1), konkanavalin A ñ vysok˝ obsah β-struktury (2),
poly(L-lysin) ñ struktura n·hodnÈho klubka (3)
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(TPPS). Byly zvoleny dva r˘znÏ dlouhÈ ¯etÏzce PL se st¯ed-
nÌmi molekulov˝mi hmotnostmi 1250a 34 300 (PL1250, PL34300),
kterÈ byly tvo¯eny v prvnÌm p¯ÌpadÏ deseti a ve druhÈm stov-
kami aminokyselinov˝ch zbytk˘. ZatÌmco se nepolarizovan·
infraËerven· absorpËnÌ spektra peptidovÈ a porfyrinovÈ Ë·sti
komplexu ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti p¯ekr˝vajÌ, porfyri-
nov· Ë·st komplexu nep¯ispÌv· ke spektru VCD v tÈto oblasti
(obr. 3b). Tato skuteËnost umoûÚuje sledovat zmÏnu konfor-
mace polymernÌ peptidovÈ matrice p¯i interakci s porfyrinem.
ObÏ peptidovÈ matrice PL1250 a PL34300 bez p¯Ìtomnosti por-
fyrinu poskytujÌ VCD spektrum charakteristickÈ1 pro konfor-
maci tradiËnÏ oznaËovanou jako Ñn·hodnÈ klubkoì (obr. 3).
Vznik komplexu, kter˝ je ovÏ¯en fluorescencÌ, ECD a absorp-
ËnÌmi spektry ve viditelnÈ oblasti7, je doprov·zen v˝raznou
zmÏnou tvaru VCD spektra TPPS/PL1250 v amidovÈ oblasti
(obr. 3a), zatÌmco komplexace TPPS/PL34300 vyvol·v· pouze
zmÏny ve spektru na ˙rovni öumu (obr. 3b). Interakce por-
fyrinu  a  PL1250 vede tedy k lok·lnÌ destabilizaci p˘vodnÌ
konformace a ke vzniku novÈ, dob¯e definovanÈ lok·lnÌ struk-
tury, kter· je pravdÏpodobnÏ tvo¯ena ˙seky öroubovice ne-
bo β-struktury. Z nezmÏnÏnÈho tvaru VCD spektra v p¯Ìpa-
dÏ TPPS/ PL34300 plyne, ûe p¯i interakci s TPPS nedoch·zÌ
ke zmÏnÏ konformace polypeptidovÈ matrice s dlouh˝m ¯e-
tÏzcem. Spektroskopie VCD tak doplÚuje obraz o struktu¯e
peptidovÈ Ë·sti hojnÏ sledovan˝ch porfyrin-peptidov˝ch kom-
plex˘, kterÈ jsou modelov˝m systÈmem porfyrin-bÌlkovin-
n˝ch komplex˘, majÌcÌch v˝znam v prim·rnÌch stadiÌch foto-
syntÈzy, p¯enosu energie a takÈ ve fotodynamickÈ terapii.

5. Sledov·nÌ samoskladby

Popul·rnÌ tematikou souËasnÈ supramolekul·rnÌ chemie je
samoskladba (self-assembly), spont·nnÌ asociace molekul do
uspo¯·dan˝ch agreg·t˘. BÏhem procesu samoskladby m˘ûe
dojÌt v agreg·tu  ke vzniku indukovanÈ chirality, kter· se
projevuje cirkul·rnÌm dichroismem. Oproti ËastÏji pouûÌva-
nÈmu ECD m· VCD v˝hodu v tom, ûe umoûÚuje sledovat
indukovanou optickou aktivitu spojenou s charakteristick˝mi
vibracemi funkËnÌch skupin zapojen˝ch do procesu samo-

skladby. Tvorba supramolekul·rnÌch ˙tvar˘ m˘ûe b˝t do-
prov·zena i f·zov˝m p¯echodem roztoku v gel (p¯echod sol-
-gel), p¯i kterÈm jsou molekuly organick˝ch  rozpouötÏdel
imobilizov·ny nÌzkomolekul·rnÌmi l·tkami, tzv. gel·tory8.

Spektroskopii  VCD lze  pouûÌt  p¯i sledov·nÌ f·zovÈho
p¯echodu sol-gel v roztocÌch tetrabrucin-porfyrinovÈho kon-
jug·tu, jehoû struktura je na obr. 4. Vznik gelu za ˙Ëasti tÈto
l·tky je podmÌnÏn volbou rozpouötÏdla: roztok v CD3OD
p¯ech·zÌ po sonifikaci v gel9, l·tka rozpuötÏn· v CDCl3 nebo
DMSO-d6 z˘st·v· v roztoku. ZatÌmco p¯echod sol-gel se v ne-
polarizovan˝ch absorpËnÌch spektrech ve st¯ednÌ infraËervenÈ
oblasti projevuje jen malou zmÏnou intenzit a poloh p·s˘
(obr. 4b), ve spektrech VCD pozorujeme zmÏnu znamÈnka
a intenzity p·su u 1660 cmñ1, kter˝ p¯ÌsluöÌ charakteristickÈ
vibraci skupin C=O v brucinovÈ Ë·sti konjug·tu (obr. 4a). P¯i
procesu gelov·nÌ doch·zÌ tedy ke zmÏnÏ chirality v oblasti
vazby C=O. Podle naöich znalostÌ se jedn· o v˘bec prvnÌ
vyuûitÌ spektroskopie VCD k detekci f·zovÈho p¯echodu sol-
-gel. VCD p·s u 1660 cmñ1 jsme d·le vyuûili ke sledov·nÌ vlivu
fyzik·lnÏ-chemick˝ch podmÌnek na p¯echod sol-gel. Uk·zali
jsme10, ûe k p¯echodu do f·ze gelu doch·zÌ pro objemov˝
pomÏr CD3OD/DMSO-d6 ≥ 4/1 a gel je stabilnÌ p¯i teplot·ch
20ñ50 ∞C. P¯i vyööÌch teplot·ch doch·zÌ k postupnÈmu f·zo-
vÈmu p¯echodu zpÏt do roztoku.

Obr. 3. VCD spektra komplex˘ PL1250 (a) a PL34300 (b) s TPPS;
c(PL) = 0,39 mol.lñ1; a ñ Ëist˝ PL1250 (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
c(PL)/c(TPPS) = 5 (3); b ñ Ëist˝ PL34300 (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
Ëist˝ TPPS (3), typickÈ spektrum öumu (4); c(PL) je l·tkov· koncen-
trace p¯epoËten· na lysinovÈ zbytky

Obr. 4. VCD (a) a infraËerven· (b) spektra tetrabrucin-porfyri-
novÈho konjug·tu v z·vislosti na rozpouötÏdle: DMSO-d6, prav˝
roztok (1), CD3OD, gel (2); struktura
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M. Urbanov·a, V. SetniËkab, and K. Volkab (aDepart-
ment of Physics and Measurements, bDepartment of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague): Vi-
brational Circular Dichroism Spectroscopy as a Novel
Tool for Structure Analysis

Vibrational circular dichroism spectroscopy is briefly cha-
racterized and its application to stereochemical analysis is
described. As examples, determination of absolute configura-
tion of a pharmaceutically interesting precursor of femoxetine,
monitoring of conformational changes of the peptide part of
porphyrin-polypeptide complexes and of the sol-gel phase-
-transition process in tetrabrucine-porphyrin system are given.
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