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CO NAS CEKA ?

* Principy metod vibracni a chiroptické spektroskopie
* Analyza farmaceutickych pripravk(

- padélky pripravkl pro |é¢bu erektilni dysfunkce (Cialis, Viagra atp.)
* Analyza drog

- zachyty novych psychoaktivnich latek (konformace, absolutni konfigurace)

- opticka Cistota (enantiomerni prebytek)

* Odhalovani padélku listin



NOVE PRISTUPY — CHIROPTICKA SPEKTROSKOPIE

Metody molekulové spektroskopie
* infraCervena a Ramanova spektroskopie
- specifické vibracni médy odpovidajici prostorové strukture molekul

N

* chiroptické metody
- citlivé na 3D strukturu chiralnich molekul
- cirkularni dichroismus (ECD, VCD)
- Ramanova opticka aktivita (ROA)



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0e/Symmetrical_stretching.gif

FENOMEN CHIRALITY

Chiralni molekuly

* nejsou ztotoznitelné se svym zrcadlovym obrazem (enantiomery)
* nemaji stfed ani rovinu symetrie

Chiralita
* nutna podminka pro optickou aktivitu (schopnost stacet rovinu
polarizovaného svétla)

mterpentyn citrusy ]
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CHIRALITA KOLEM NAS
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CHIROPTICKE METODY — OBLASTI VYUZITI

* Tradicni aplikace
- sledovani enantiomerni Cistoty — enantiomerni prebytek
- stanoveni absolutni konfigurace
- konformacni studie biomolekul (peptidu, bilkovin, nukleovych kyselin)

- studium biologicky inspirovanych interakci

* Problematika fe$ena na VSCHT Praha
- struktura supramolekuldrnich systému
- biomedicinalni chemie — analyza biotekutin
— krevni plazma — klinicka diagnostika
- forenzni chemie
— padélky léciv
— strukturni analyza drog



CHIRALITA — VYZNAM VE FARMACII

——

Conterga

Sedativum

R-Thalidomid S-Thalidomid

Opticka cistota enantiomeru
- stanoveni prebytku jedné z enantiomernich forem
Cp —Cs

enantiomerni prebytek (EE): Jee="—"-100 [%]
Cp +Cg



CHIROPTICKA SPEKTROSKOPIE — PRINCIP

— rozdilnd interakce (absorpce/rozptyl) levotocivého a pravotocivého
kruhové polarizovaného zareni s chiralni molekulou
— citlivost ke 3D strukture chiralnich molekul
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Vznik levotocive a pravotocivé kruhoveé
polarizovaného zareni

Vertikalni polarizace Kruhova polarizace

http://www.photophysics.com/polarization.php



Spektra enantiomert distamycinového derivatu
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Jak souvisi vlastnosti molekuly se spektry CD?

AA~RTF = Im[lufi .mif]

‘ 2

A ~ Dff :‘lufi

- dipdlova sila prechodu - rotacni sila prechodu
- tranzitni elektricky dipdlovy moment -imaginarni cast skalarniho soucinu
elektrického a magnetického

tranzitniho momentu

uuuuuuuuuuuu

VCD
(19)-(rpinen 17V %
= rotacni sily prechodu pro
R enantiomery maji stejnou velikost,
(AR)-(-pinen e ¢« aleopaéna znaménka

—> CD nabyva obou znamének
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Elektronovy cirkularni dichroismus - instrumentace

Svételny zdroj
Zrcadlo Stérbina
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Vznik vlevo a vpravo kruhove polarizovaného zareni ve
fotoelastickem modulatoru (PEM)
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Urbanova M. in Analyza chirdlnich sloucenin, Tesarova E., Ed.; PACI, Praha, 2007, pp. 69-82.



Vibracni cirkularni dichroismus - instrumentace
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Nafie L. A.: Appl. Spectrosc. 1996, 50, 14A.



Ramanova opticka aktivita - instrumentace

Zjednodusené optické schéma spektrometru SCP-ROA
ChiralRAMAN (BioTools Inc.)

frequency-doubled
MNd:YAG laser beam

paolarization 'scrambler”

sample ceall

/'T 1=
v T . v s o gwirw

] +— - #p— polarizacni déli¢

beam-splithing
liquid ﬁge cube
crystal retardear Her

twin fiber optic arms

spectrograph

CCD detector
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CHIROPTICKA INSTRUMENTACE — VSCHT PRAHA

casta kombinace metod vibracni a chiroptické spektroskopie

ROA & Raman

ECD & UV-Vis
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CD & ROA EXPERIMENT

— dynamicky rozsah: A~ 0,1 -1, optimum 0,4-0,8 pro VCD
A~0,5-2,5, optimum 1,0-2,0 pro ECD

e |ze ovlivnit volbou vhodné koncentrace vzorku, optické drahy kyvety a
rozpoustedl|a

e typické koncentrace: 50 — 200 g I'1 (VCD, ROA)
1-10g I (ECD)
e objemy vzorku: 50— 100 ul (VCD)
200 — 400 pl (ROA)

30 — 2000 pl (ECD)
e mnozstvi vzorku: 3 —20 mg (VCD, ROA)

0,1 -5 mg (ECD)
e nezadouci fluorescence vzorku u Ramana & ROA
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EXPERIMENTALNI USKALI — FLUORESCENCE U ROA &
RAMAN

ChiralRaman-2X™ (BioTools Inc.) nativni plazma
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e zpracovani spekter (spiky, zakladni linie) B
Tatarkovi¢ M. et al.: Anal. Bioanal. Chem. 2015, 407, 1335-1342.
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ANALYZA KREVNI PLAZMY - ROA
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Tatarkovi¢ M. et al.: Anal. Bioanal. Chem. 2015, 407, 1335-1342.
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A. Odhalovani padélki Iéiv

* Celosvétovy problém

Snadné dostupnost pres internet

/ 4 film-coate ablets
stk ] LEVITRNm
C al| film-coated tablets
film- COated tablets vardenafil

dalaf

é 4 film-coated tablets

L EVITRA EEEST
p-contod tablots

\ Ci@iis %

MozZnosti identifikace na zdkladé projevl optické aktivity?

Cialis®

<‘_ Levitra®
"~  vardenafil



A. Odhalovani padélki Iéiv

https://www.europe-pharm.com/cz
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A. Odhalovani padélki léciv

vizudlni analyza obalt Cialis

original padélek

Kwok K. a kol.: Vibrational Spectroscopy 2012, 61, 176.



A. Odhalovani padélki Iéiv

obal Cialis — Ramanova spektra oblasti bilé barvy
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Kwok K. a kol.: Vibrational Spectroscopy 2012, 61, 176.

23



A. Odhalovani padélki Iéiv

obal Cialis — Ramanova spektra oblasti zluté barvy

14

original

Intensity

1700 1600 °'1500 '1400 1300 1200 1100
Raman shift (1/cm)

padélek

700 1600 1500 1400 1300 1200 47100
Raman shift (1/cm)

_ , 24
Kwok K. a kol.: Vibrational Spectroscopy 2012, 61, 176.



A. Odhalovani padélki Iéiv

Cialis 20 mg Podezriela lé¢iva

Original Cl

>H® D > ®

original
padélek

C1 (viagra.lekarna-cz.net; Litva)
C2 (lekarnaprotebe.cz; Cina)

C3 (europe-pharm.com; Litva)
C4, C5 (Dream Market; LotySsko)

Ramanova intenzita

800 1000 1200 1400 1600

25

vinodet [cm™]



A. Odhalovani padélku léciv

Cialis 20 mg / tadalafil
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Kralik F. a kol.: Chirality 2018, 30, 560.
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A. Odhalovani padélku léciv

 Ramanovo mapovani

original generika
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Spalovska D. a kol.: J. Pharm. Biomed. Anal. 2021, 206, 114383.
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A. Odhalovani padélku léciv
 Ramanovo mapovani vs zobrazovani

- mapovani (mapping) — vzorek méren bod po bodu

- zobrazovani (imaging) — 3D ,,obraz” vzorku je méren najednou

- priklad Ramanovych map — informace nejen o slozeni, ale i velikosti, tvaru a
distribuci ¢astic

zluta — tadalafil (aktivni latka)
zelena — monohydrat laktdzy
cervena — mikrokrystalicka celuldza
bila — sodna sul kroskarmeldzy

28
Spalovska D. a kol.: J. Pharm. Biomed. Anal. 2021, 206, 114383.



B. Identifikace a strukturni analyza drog

- syntéza novych psychoaktivnich latek

- snaha vyrobcu a distributoru drog obejit legislativu (seznam
navykovych latek dle Narizeni vlady ¢. 463/2013 Sb.)

— novelizace NR €. 52/2024 Sb. (napf. HHC, HHC-O, THC-P)

- NOVE (od 12.11.2025): seznam psychomodulaénich latek dle Nafizeni
vlady €. 456/2025 Sb. — kratom a extrakty, mitragynin a derivaty

- potreba rychlé a spolehlivé identifikace

- nutnost studia detailnich strukturnich parametrd — biologicka aktivita

pripadové studie

- kathinony: metylon, butylon, pentylon
- deschlorketamin

- kanabinoidy

- kokain

- heroin 29



B. Identifikace a strukturni analyza drog

Vypocetni proces stanoveni absolutni konfigurace a konformace
malych chiralnich molekul
- kombinace s kvantové-chemickymi vypocty (DFT)

Optimalizace
struktury

Molekula

30



B. Identifikace a strukturni analyza drog

1. konformacni analyza — 2" optickych izomerd
(napf. Hyperchem: MM / MM+, Amber FF)

2. zpresnéni geometrie konformeru kvantové-chemickymi vypocty
- optimalizace geometrie (vypocet rovnovazné polohy jader)
- teorie elektronové hustoty (DFT) - realistictéjsi popis silového pole
a tudiz i presnéjsi popis vibracnich pohybu jader

HF=.....
(sum of electranic and relativni
thermal Free Energies) (5 A Boltzmann | zastoupeni
hartree k. mol-1 k.. maol-1 Yo
kanformerd -498 3280260 -1310985.73 0 1 65
konformer2 498 327127 131098337 2360324 038570731 25
konformer3 498 F2EMT 0 131098098 474953 014704602 10
min| -1310985.73 suma 1.53275333
5~ HF"B25 5 % - Baoltz/SumaBaltz™100
M (- 25y R 3314
N, RT T 295



B. Identifikace a strukturni analyza drog

3. vypoclet VCD a IC spekter jednotlivych optimalizovanych konformer:

- vypocet silového pole a frekvenci vibraci (zpravidla v harmonické
aproximaci)

- vypocet intenzit pasu:
dipblova sila pfechodu Dy, - IC A~ D, =g0pgl

Pay

m g0>]

rotacni sila prechodu Ry, -VCD  AA ~ R, = Im[<g0ﬂg1>'<g1

4. porovnani spekter s experimentem

32



B. Identifikace a strukturni analyza drog

e Optimalizace geometrie & konformacni analyza — butylon

B3LYP/6-311++G(d,p)

21 %

' NN
sepdy o Wenl
A 3

\'} 70 VI » M

Spalovska D. et al.: Chirality 2018, 30, 548.
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Ae[lmol’ em™

Acl mol™ cm'1]

B. Identifikace a strukturni analyza drog
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Spalovska D. et al.: Chirality 2018, 30, 548.



B. Identifikace a strukturni analyza drog

* Optimalizace geometrie & konformacni analyza — heroin

- rizné druhy maku (Papaver somniferum L.), Asie
- hydrochlorid vs. volna baze

Prevzato:https://gardenofgodsandmonsters.wordpress.c
om/2015/03/12/chasing-the-drakon-papaver-

Prevzato:https://gardenofgodsandm somniferum/

onsters.wordpress.com/2015/03/12/
chasing-the-drakon-papaver-

somniferum/
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B. Identifikace a strukturni analyza drog
Konformacni analyza — heroin

l CAM-B3LYP/
aug-cc-pVDZ

4 stabilni konformery

1 I IV
43 % 30 % 17 % 10 %

Kralik F., Fagan P., Kuchat M., Setnicka V.: Chirality 2020, 32(6), 854—865.
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B. Identifikace a strukturni analyza drog
Nalezené stabilni konformery — heroin

a, a, 0L, o, AH zastoupeni
konformer
°] e rr U [k)-mol™] [%]
I 99 -3 163 -2 0,0 43
ll -117 3 162 -2 0,8 30
1 -118 3 82 0 2,2 17
vV 100 -3 81 0 3,5 10
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B. Identifikace a strukturni analyza drog
e Spektra — heroin

ECD uv
10
wB97X-Didef2TZVP 30000 oB97X-D/def2TZVP
0 25000
10k 20000
konformer | — konformer |
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average — average
= =~ 5000
g | g .
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E - e .
= 244 experiment E experiment SIimECD = 0,93
W
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Kralik F., Fagan P., Kuchar M., Setnicka V.: Chirality 2020, 32(6), 854—-865.



B. Identifikace a strukturni analyza drog

Spektra — heroin
VCD IR
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) 1600 |
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1400 |
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Kralik F., Fagan P., Kuchar M., Setnicka V.: Chirality 2020, 32(6), 854—-865.



Dékuji za pozornost
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