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mé vazbě mezi PLGA a aniontovým porfyrinem nedochází 
v důsledku odpudivých elektrostatických sil mezi záporně 
nabitými karboxylovými skupinami PLGA a záporně nabi-
tým porfyrinovým derivátem11. Tato vazba je v�ak mo�ná 
prostřednictvím kationtového porfyrinu, který slou�í jako 
mezičlánek odstiňující elektrostatický vliv PLGA a umo�-
ňující aniontovému porfyrinu utvořit chirální konjugát. 
Tento efekt byl zatím pozorován při pou�ití měďnatého 
derivátu 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)por-
finu (CuTMPyP)  jako�to kationtového a 5,10,15,20-tetra-
kis(4-sulfonatofenyl)porfinu (TPPS) jako�to aniontového 
porfyrinu, kdy vznikají vysoce stabilní supramolekulární 
komplexy vykazující molekulární paměť12,13. Vzniklé 
komplexy se stávají nezávislé na konformaci matrice 
a svou strukturu nemění ani při výrazné změně pH a ionto-
vé síly roztoku12,13. Důle�itou roli při vzniku vy��ích mole-
kulárních struktur hrají, kromě pH a iontové síly, dal�í 
podmínky, jako je teplota a koncentrace látek, zejména 
poměr koncentrací polypeptidu a porfyrinu [P]/[D], kde 
[P] a [D] jsou látkové koncentrace polypeptidu a porfyri-
nu12. 

V této práci byla studována indukce cirkulárního di-
chroismu při interakci porfyrinů s polypeptidovou matricí 
mající konformaci α-helikální nebo PL-II. Kromě kation-
tového porfyrinu CuTMPyP byly pou�ity dal�í dva kation-
tové porfyriny: 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-  
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Úvod 

 
Porfyriny jsou látky, které se zúčastňují biologicky 

důle�itých pochodů. Jsou to ale také sloučeniny významné 
z hlediska praktického vyu�ití, známé je např. jejich pou�i-
tí ve fotodynamické terapii při léčbě rakoviny1. Cílem této 
práce bylo ověřit, zda dochází k přenosu chirální informa-
ce z matrice prostřednictvím kationtového porfyrinu na 
porfyrin aniontový. 

Jako matrice byla zvolena poly(L-glutamová kyselina) 
(PLGA), její� konformaci lze měnit změnou pH roztoku2-4. 
Dobře definované α-helikální konformace je mo�né do-
sáhnout nastavením pH na dostatečně nízkou hodnotu 
(pH 3−5), při vy��ích hodnotách pH přechází PLGA do 
konformace označované historicky jako nahodilé klubko, 
nově jako PP-II, která je blízká rozvolněné levotočivé 
�roubovici5 typické pro jednu ze struktur poly(L-prolinu).  

Vhodným nástrojem pro zji�ťování přenosu chirální 
informace je spektroskopie elektronového cirkulárního 
dichroismu (ECD),  pomocí ní� je mo�né sledovat jak 
konformaci PLGA matrice  v UV oblasti, tak případný 
vznik indukovaného cirkulárního dichroismu porfyrinů 
v oblasti Soretova pásu ve viditelné části spektra. Induko-
vaný cirkulární dichroismus mů�e být vyvolán pro původ-
ně achirální porfyrin jeho vazbou na chirální matrici nebo 
chirálním uspořádáním ve vzniklých komplexech. 

Pomocí ECD (cit.6−8) a vibračního cirkulárního di-
chroismu9,10 bylo ukázáno, �e za vhodných podmínek do-
chází k interakci PLGA s kationtovými porfyriny. K  pří-
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Obr. 1. Struktura pou�itých porfyrinových derivátů 

* Ondřej Julínek se s touto prací úspě�ně zúčastnil soutě�e O cenu firmy Merck 2005 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
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-yl)porfin-tetrachlorid (TMPyP) a  5,10,15,20-tetrakis{4-   
-[(trimethylamonio)methyl]fenyl}porfyrin-tetrachlorid 
(TATP). Dále bylo ověřeno chování ternárního komplexu 
PLGA+CuTMPyP+TPPS a dosa�ené výsledky byly srov-
nány se systémy PLGA + TMPyP + TPPS a PLGA + 
TATP + TPPS s cílem potvrdit nebo vyvrátit vznik podob-
ných konjugátů pro tyto dal�í porfyrinové deriváty.  

 
 

Experimentální část 
 

M a t e r i á l y  a  m e t o d y  
 
Jako chirální matrice byla pou�ita kyselina poly(L-     

-glutamová) ve formě sodné soli s průměrnou molekulo-
vou hmotností 13 000 g mol−1 (Sigma). Jako aniontový 
porfyrin byl zvolen 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
porfin ve formě sodné soli (TPPS) (Sigma).  Jako kationto-
vé porfyriny byly zvoleny 5,10,15,20-tetrakis{4-[(tri-
methylamonio)methyl]fenyl}porfyrin-tetrachlorid (TATP, 
cit.14), 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfin-  
-tetrachlorid (TMPyP) (Porphyrin Systems) a jeho měďna-
tý derivát (CuTMPyP) ve formě chloridu, který byl připra-
ven na Ústavu analytické chemie rutinní metalací15. Struk-
tura pou�itých porfyrinů je znázorněna na obr. 1.  

Spektra ECD byla měřena na spektrofotometru J-810 
Jasco, s rozli�ením 0,5 nm, časovou konstantou 1 s a rych-
lostí záznamu 100 nm s−1. Koncentrace matrice PLGA 
byla c(PLGA) = 1⋅10−3 mol l−1, vzta�ena na aminokyseli-
nový zbytek, v případě ternárního komplexu při pH 3,6 
byla tato koncentrace c(PLGA) = 2⋅10−4 mol l−1. Koncent-
race  porfyrinu byla dána po�adovaným poměrem [P]/[D] 
látkových koncentrací PLGA a porfyrinu. 

      
 

Výsledky a diskuse 
 
Konformace PLGA ve vodném prostředí byla sledo-

vána pomocí ECD v UV oblasti při 180−250 nm. 
V kyselém prostředí PLGA poskytuje ECD spektrum 
s kladným maximem u 192 nm a zápornými maximy u 209 
a 222,5 nm (obr. 2, spektrum 1). Tento spektrální průběh 
je charakteristický pro α-helikální konformaci. Při pH 9 
PLGA poskytuje ECD spektrum se záporným maximem 
u 196,5 nm, které je charakteristické pro konformaci PL-II 
(obr. 2, spektrum 2). 

Vznik makromolekulárního komplexu mezi α-heli-
kální PLGA a kationtovým porfyrinem se projevuje indu-
kovaným cirkulárním dichroismem (obr. 3) původně achi-
rálního porfyrinu.  

Při pH 9, kdy se matrice PLGA nachází v  konformaci 
PP-II, nebyl v roztocích PLGA a kationtového porfyrinu 
změřen �ádný ECD signál v Soretově oblasti, který by 
odpovídal chirálnímu uspořádání porfyrinů; v oblasti ma-
xim absorpčních pásů je pozorován pouze vy��í �um.  

Zatímco u binárních směsí kationtových porfyrinů 
a matrice PLGA mající α-helikální konformaci byl pozo-

rován dobře reprodukovatelný signál ECD v oblasti ab-
sorpčních Soretových pásů kationtových porfyrinů, 
v případě konformace PP-II se spektrum ECD pohybuje na 
úrovni �umu, který je způsobený vysokou absorpcí porfy-
rinu v této oblasti vlnových délek. Z toho usuzujeme, �e 
indukce optické aktivity je podmíněna konformací matrice, 
nikoli pouhou vazbou porfyrinu na chirální matrici, a do-
chází tedy k přenosu chirální informace z matrice na por-
fyrinovou část komplexu. 

Vznik ternárních komplexů byl studován pro obě 
konformace polypeptidové matrice. Titrace binárních 
komplexů PLGA a kationtového porfyrinu aniontovým 
porfyrinem TPPS při pH 9, kdy polypeptidová matrice má 
konformaci PP-II, nevede ke vzniku indukovaného cirku-
lárního dichroismu. Odtud plyne, �e ke vzniku ternárního 
chirálního komplexu za těchto podmínek nedochází. 

Obr. 2. ECD spektrum PLGA; pH 3,75 (1), pH 9 (2) 

Obr. 3. ECD spektra komplexu PLGA s kationtovými porfyri-
ny; [P]/[D] = 50, pH 4,5; PLGA-CuTMPyP (1), PLGA-TMPyP 
(2), PLGA-TATP (3) 
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Dal�í spektrální studie vzniku ternárních komplexů 
byla provedena pro v�echny tři kationtové porfyriny při 
pH 3,6, kdy se polypeptidová matrice nachází v α-heli-
kální konformaci, a při koncentracích c(PLGA) = 2⋅10−4 
mol l−1, c(kationtový porfyrin) = 4⋅10−6 mol l−1 (obr. 4). 
Tyto podmínky se ukázaly pro vznik komplexu optimál-
ní12. Při pou�ití kationtových porfyrinů TMPyP a CuTM-
PyP se pozoruje zřetelné spektrum ECD, přičem� induko-
vaná optická aktivita vzniklého komplexu je přibli�ně 
30krát vy��í u měďnatého porfyrinu. To potvrzuje existen-
ci vysoce uspořádaných stabilních supramolekulárních 
komplexů mezi molekulami CuTMPyP a TPPS (cit.13). 
Ze spekter na obr. 4 je zřejmé, �e za stejných podmínek 
dochází k přenosu chirality také prostřednictvím porfyrinu 
TMPyP. Indukovaná optická aktivita je v�ak v tomto pří-
padě výrazně men�í ne� v případě měďnatého porfyrinu 
CuTMPyP. TATP za daných podmínek �ádné indukované 
chirální uspořádání aniontového porfyrinu v komplexu 
neumo�ňuje. 

 
 

Závěr 
 
Pomocí spektroskopie cirkulárního dichroismu v UV 

a viditelné oblasti byly studovány podmínky přenosu chi-
rální informace z chirální matrice na původně achirální 
kationtové a aniontové porfyrinové deriváty. Byly naleze-
ny optimální podmínky pro vznik chirálního komplexu 
kationtového a aniontového porfyrinu s uspořádáním por-
fyrinových jednotek vycházejících z geometrie matrice. 
Pro binární komplexy byl prokázán přenos chirální infor-

mace z α-helikálně uspořádané matrice kyseliny polyglu-
tamové na tři kationtové porfyriny CuTMPyp, TMPyp a 
TATP. V případě, �e se polyglutamová kyselina nachází 
v konformaci PP-II, se �ádný signál indukovaného cirku-
lárního dichroismu nepozoruje a tedy porfyrinové moleku-
ly jsou navázány neuspořádaně.  

U ternárních směsí polyglutamové kyseliny, anionto-
vého porfyrinu TPPS a kationtového porfyrinu bylo zji�tě-
no, �e optimálním kationtovým porfyrinem pro vznik chi-
rálního ternárního komplexu na polyglutamové matrici je 
metalovaný derivát CuTMPyP. Při pou�ití nemetalované-
ho porfyrinu TMPyP chirální ternární komplex také vzni-
ká, intenzita cirkulárně dichroických pásů je v�ak řádově 
ni��í. 

 
Tato práce byla podpořena Ministerstvem �kolství, 

mláde�e a tělovýchovy ČR v rámci projektů MSM 
6046137307 a OC-135. 
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Czech Republic): The Study of Induced Circular Di-
chroism in the Porphyrin-Poly(L-glutamic acid) Com-
plexes 

 
The formation conditions for the binary complexes 

composed of poly(glutamic acid) and cationic porphyrins 
5,10,15,20-tetrakis{4-[(trimethylammonio)methyl]phenyl}
porphyrin tetrachloride (TATP), 5,10,15,20-tetrakis(1-       
-methyl-pyridinum-4-yl)porphyrin (TMPyP) and its Cu(II) 

derivative (CuTMPyP), and the ternary complexes com-
posed of poly(glutamic acid), the same cationic porphyrins 
TATP, TMPyP and CuTMPyP and anionic porphyrin 
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrin were stu-
died by electronic circular dichroism spectroscopy. The 
binary chiral complexes are formed if any of the three 
cationic porphyrins is used and the polypeptidic matrix 
possesses the α-helical structure. The ternary chiral com-
plexes are formed if  the matrix exhibits α-helical structure 
and cationic porphyrins TMPyP or CuTMPyP are used. 
When the metal porphyrin is used, the intensity of circular 
dichroism bands in spectrum is one order higher. 

 

 


