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Seznam pouºitých zkratek

2D Dvoudimenzionální
2DKoS Dvoudimenzionální korela£ní spektroskopie
3D Trojdimenzionální

a.u. Arbitrární jednotky (arbitrary units)
ATR Zeslabená totální re�exe

CCD Charge�coupled device
CD Cirkulární dichroismus

DCDR Ramanova spektroskopie kapkov¥ naná²ených
povlak· (drop coating deposition Raman
spectroscopy)

DIRLD Dynamický infra£ervený lineární dichroismus
(Dynamic IR Linear Dichroism)

DTGS Deuterated Triglycine Sulfate

FA Faktorová analýza
FT Fourierova transformace
FTIR Infra£ervená spektroskopie s Fourierovou

transformací

GUI Gra�cké uºivatelské prost°edí

ICP Incident circular polarization
IR Infra£ervená spektroskopie

LIRS Laser injection rejection system

MCT Mercury-Cadmium Telluride

NK P°irozen¥ zabíje£ské bu¬ky (natural killer
cells)

NKR�P Receptorový protein p°irozen¥ zabíje£ských
bu¬ek

NMR Nukleární magnetická resonance
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ROA Ramanova optická aktivita

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
((HOCH2)3CNH2)

UV�VIS Ultra�alová aº viditelná oblast

VOA Vibra£ní optická aktivita
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1 Úvod

1.1 Proteiny

Proteiny jsou základními prvky v²ech ºivých organism·. Plní v nich r·zné
funkce, od stavby vlastní bu¬ky, p°es transportní funkce, regulace bun¥£ných
mechanism· aº po obranné a ochranné funkce (Alberts et al., 1998). Jsou to
velké biologické makromolekuly sloºené z men²ích stavebních jednotek zvaných
aminokyseliny. Jednotlivé aminokyseliny jsou mezi sebou spojeny amidovou
vazbou (obr. 1.1) a tvo°í tak °et¥zce.

Obrázek 1.1: Amidová vazba v proteinu (p°epracováno z Barron et al., 2000).

U struktury protein· rozli²ujeme £ty°i druhy. První je primární struktura,
která je dána sekvencí aminokyselin v °et¥zci. Ta p°ímo ur£uje chemické vlast-
nosti proteinu a také se od ní p°ímo odvíjí vy²²í struktury. Dal²í je sekundární
struktura, která popisuje uspo°ádání °et¥zce na krátké vzdálenosti. Týká se
tedy jen n¥kolika po sob¥ jdoucích aminokyselin (aº desítky). Mezi její zá-
stupce pat°í nap° α-helix, β-skládaný list a r·zné oto£ky. Uspo°ádání t¥chto
prvk· sekundární struktury v prostoru se nazývá terciární struktura. U n¥kte-
rých protein· lze nalézt i kvartérní struktura, která udává vzájemnou pozici
jednotlivých podjednotek (samostatných °et¥zc·) proteinu.

Studium struktury protein· a dynamického chování jejich struktury je d·-
leºité pro pochopení fungování jednotlivých protein·, pro pochopení vzniku
°ady chorob spojených se ²patným sbalením proteinové struktury a následn¥
pro vývoj lék· cílených na konkrétní proteiny. V sou£asné dob¥ se pro stu-
dium t¥chto struktur vyuºívají hlavn¥ techniky rentgenostrukturní analýzy a
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NMR spektroskopie, které dokáºí vy°e²it jejich 3D strukturu. P°esto v²ak exis-
tují problémy, které se s jejich pomocí °e²it nedají (nap°. agregace a �brilace
protein·). Pak na jejich místo nastupují techniky optické spektroskopie, nap°.
UV�VIS, CD, FTIR a Ramanova spektroskopie, které sice nejsou schopny po-
skytnout kompletni 3D strukturu, ale pri vyuziti moderních matematických
metod (nap°. FA a 2DKoS) dodají velké mnoºství informací o struktu°e a
dynamice proteinu.

1.2 Dvoudimenzionální korela£ní
spektroskopie

Metoda 2DKoS p·vodn¥ vznikla v oblasti NMR spektroskopie. Jiº od jejího
po£átku byly snahy p°enést ji i do oblasti optické spektroskopie, protoºe do-
káºe ur£it po°adí zm¥n jednotlivých pás· ve spektru a má také mnohem lep²í
dekonvolu£ní schopnosti. Tato snaha v²ak narazila na problémy s £asovou ²ká-
lou, protoºe bylo t°eba excitovat systém velmi krátkými pulsy. To v²ak nebylo
aº do sestrojení femtosekundových laser· moºné, a proto byla snaha o vy-
tvo°ení n¥jaké zobecn¥né formy 2DKoS. K praktickému vyuºití tzv. obecné
2DKoS mohlo dojít teprve v roce 1986, kdy Isao Noda rozpracoval její zá-
kladní teorii (Noda, 1986). V ní je místo krátkých excita£ních puls· vyuºito
poruch ve vn¥j²ích podmínkách systému � tzv. perturbací (nap°. zm¥ny pH,
teploty, koncentrace aj.) a takto �poru²ený� systém je pak analyzován jednou
£í více spektroskopickými technikami. Získaná spektra jsou následn¥ zpraco-
vána pomocí jisté korela£ní funkce do podoby dvoudimenzionálního spektra.
Tato metoda nám tedy umoº¬uje studovat odezvy systému na r·zné fyzikáln¥-
chemické podn¥ty s vyuºitím konven£ních spektrometr·, bez nutnosti pouºití
femtosekundových laser·. Navíc nám poskytuje i informaci o sledu a vzájemné
souvislosti jednotlivých zm¥n spektrálních pás· v závislosti na vn¥j²ím pod-
n¥tu (Noda, 1990).
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2 Proteiny a jejich studium
pomocí 2DKoS

2.1 Zobecn¥ná 2D korela£ní spektroskopie

Pro pouºití 2D korela£ní spektroskopie nejprve pot°ebujeme získat sadu spek-
ter zm¥°ených na systému, který byl p°inucen n¥jakým vn¥j²ím podn¥tem ke
zm¥n¥. Spektrální intenzity této sady m·ºeme vyjád°it jako I(ν, t), kde ν je
spektrální charakteristika (vlno£et, vlnová délka nebo Raman·v posun) a t je
parametr vn¥j²ího podn¥tu. Tím m·ºe být vývoj systému v £ase, teplota, pH,
koncentrace a podobn¥. Spektrální závislost jsme schopni zm¥°it pouze pro ur-
£itý rozsah parametru t, a proto zavádíme tzv. dynamické spektrum de�nované
dle vztahu (Noda, 1993a):

ỹ(ν, t) =

{
y(ν, t)− ỹ(ν) pro Tmin ≤ t ≤ Tmax,
0 jinak

(2.1)

kde ỹ(ν) je referen£ní spektrum systému. Za referen£ní spektrum se obvykle
volí pr·m¥rné spektrum, ale lze zvolit i spektrum pozorované p°i referen£ní
hodnot¥ parametru t nebo spektrum pln¥ relaxovaného systému.

Korela£ní spektrum m·ºe být vyjád°eno pomocí p°edpisu:

χ(ν1, ν2) = 〈ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t)〉 , (2.2)

kde symbol 〈〉 zna£í tzv. kros-korela£ní funkci de�novanou p°edpisem:

C(t, τ) = 〈Φ(τ)|Ψ(t)〉 , (2.3)

Toto spektrum vyjad°uje míru funk£ní závislosti spektrální intenzity mezi
dv¥ma body ν1 a ν2 b¥hem pevného intervalu vn¥j²í prom¥nné t. Pro dal²í
zjednodu²ení m·ºeme s touto funkcí zacházet jako s komplexním výrazem a
rozd¥lit ji na synchronní a asynchronní £ást (Noda, 1993b):

χ(ν1, ν2) = Φ(ν1, ν2) + iΨ(ν1, ν2). (2.4)

Formální de�nice 2D korela£ního spektra je dána jako:

Φ(ν1, ν2) + iΨ(ν1, ν2) =
1

π(Tmax − Tmin)
×
∫ ∞

0

Ỹ1(ω) · Ỹ2(ω)dω, (2.5)

kde výraz Ỹ1(ω) je dop°edná FT variace spektrální intenzity ỹ1(ν1, t) m¥°ené
v ur£ité spektrální prom¥nné ν1 v pr·b¥hu vn¥j²ího podn¥tu t. M·ºeme si ji
tedy p°epsat jako:

Ỹ1(ω) =

∫ ∞
−∞

ỹ(ν1, t)e
−iωtdt. (2.6)

10



Jak je patrno z rovnice (2.1), tato FT dynamického spektra je svázána
s pevným intervalem vn¥j²ího podn¥tu mezi Tmin a Tmax. Fourierova frekvence
ω reprezentuje individuální frekven£ní komponentu variací spektra ỹ1(ν1, t) sle-
dované podél vn¥j²ího podn¥tu t. Obdobným zp·sobem je de�nována i veli£ina
Ỹ2(ω), která je v²ak zp¥tnou Fourierovou transformací ỹ2(ν1, t).

Reálná £ást (nazývaná synchronní) nám poskytuje informaci o podobnosti
nebo o náhodných trendech mezi dv¥ma spektrálními intenzitami m¥°enými za
r·zných vn¥j²ích podmínek. Pásy na diagonále odpovídají autokorela£ní funkci
a jejich intenzita proto odpovídá velikosti zm¥ny b¥hem m¥°ené série spekter.
Imaginární £ást (nazývaná asynchronní) nám poskytuje informaci o zm¥nách
ve spektru, které se d¥jí mimo fázi.

Klasická kroskorela£ní funkce plynoucí z klasické £asové analýzy je dána
p°edpisem:

C(τ) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t+ τ)dt. (2.7)

Díky jistému p°ekryvu mezi zobecn¥nou teorií 2D korela£ní analýzy a statis-
tickou kroskorela£ní analýzou lze s vyuºitím Wiener-Khintchinského teorému
(Noda, 2000) na rovnici (2.5) dojít ke vztahu mezi Fourierovou transformací
kroskorela£ní funkce a £asovou Fourierovou transformací dynamických spekt-
rálních variací jako:

C(τ) =
1

2π(Tmax − Tmin)

∫ ∞
−∞

Ỹ ∗1 (ω) · Ỹ ∗2 (ω)eiωtdω. (2.8)

Pokud nastavíme korela£ní £as τ = 0, tak se rovnice (2.8) zredukuje na:

C(0) =
1

2π(Tmax − Tmin)

∫ ∞
−∞

Ỹ ∗1 (ω) · Ỹ ∗2 (ω)dω. (2.9)

Vzhledem ke skute£nosti, ºe imaginární £ást musí obsahovat pouze liché
funkce, dojde díky integraci dω p°es symetrický obor k jejímu vymizení. Z ce-
lého integrálu zbyde pouze reálná £ást:

C(0) =
1

π(Tmax − Tmin)
<
{∫ ∞
−∞

Ỹ ∗1 (ω) · Ỹ2(ω)dω

}
=

1

π(Tmax − Tmin)
<
{∫ ∞
−∞

Ỹ1(ω) · Ỹ ∗2 (ω)dω

}
. (2.10)

Podle rovnice (2.4) se tedy jedná p°ímo o synchronní spektrum, které tak
m·ºe být velmi snadno spo£teno podle:

Φ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t)dt. (2.11)

Pro výpo£et asynchronního spektra je nutné pouºít Hilbertovu transfor-
maci (Noda, 2000). Pro danou analytickou funkci g(t) je Hilbertova transfor-
mace h(t) této funkce dána p°edpisem:

h(t) =
1

π

∫ ∞
−∞

g(t′)
t′ − tdt

′, (2.12)
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kde integrál je Cauchyovský integrál ve smyslu hlavní hodnoty, takºe je z in-
tegrace vylou£ena singulární hodnota výrazu v bod¥ t = t′. Rovnici (2.12) si
je moºné také p°edstavit jako konvolu£ní integrál funkcí g(t) a 1

t
. S vyuºitím

konvolu£ního teorému tedy m·ºeme napsat Fourierovu transformaci Hilber-
tovy transformace jako Fourierovu transformaci funkcí g(t) a 1

t
:

H(ω) =

∫ ∞
−∞

h(t)e−iωtdt =
1

π

∫ ∞
−∞

1

t
e−iωtdt ·

∫ ∞
−∞

g(t)e−iωtdt. (2.13)

Fourierovy transformace funkcí g(t) a h(t) jsou spolu svázány jako:

H(ω) = i sgn(ω) ·G(ω) =


G=(ω)− iG<(ω) pro ω < 0

0 pro ω = 0

−G=(ω) + iG<(ω) pro ω > 0.

(2.14)

Zjednodu²en¥ si lze Hilberovu transformaci p°edstavit jako funkci, která
posouvá fázi kaºdé Fourierovy komponenty transformované funkce dop°edu
o π

2
pokud je ω > 0 a o π

2
dozadu, pokud je ω < 0. Z toho tedy vyplývá, ºe

jsou funkce g(t) a h(t) ortogonální.
M·ºeme si tedy zavést ortogonální spektrum z̃(ν2, t) jako £asovou Hilber-

tovu transformaci dynamického spektra ỹ(ν2, t):

z̃(ν2, t) =
1

π

∫ ∞
−∞

ỹ(ν2, t
′)

t′ − t dt′, (2.15)

kde integrál je op¥t ve smyslu hlavní hodnoty. Toto spektrum je tedy funkcí,
kde je fáze kaºdé Fourierovské komponenty variací dynamického spektra po-
sunuta o π

2
.

Dvoudimenzionální ortogonální korela£ní funkce mezi variacemi spektrál-
ních intenzit pozorovaných na vlno£tech ν1 a ν2 je tedy dána:

D(τ) =
1

2π(Tmax − Tmin)

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · z̃(ν2, t+ τ)dt, (2.16)

kde τ je korela£ní £as. Tato ortogonální korela£ní funkce je z hlediska svých
vlastností shodná s korela£ní funkcí (2.7). Lze tedy analogicky odvodit s vyu-
ºitím Wiener-Khintchinského teorému vztah pro ortogonální korela£ní funkci
vyjád°enou s pomocí Fourierových transformací dynamického spektra a orto-
gonálního spektra:

D(τ) =
1

2π(Tmax − Tmin)

∫ ∞
−∞

Ỹ ∗1 (ω) · Z̃(ω)eiωτdω. (2.17)

P°i vyuºití vztahu (2.14) a p°i korela£ním £ase τ = 0 se rovnice (2.17) zredukuje
na:

D(0) =
i

2π(Tmax − Tmin)

∫ ∞
−∞

sgn(ω)Ỹ ∗1 (ω) · Ỹ2(ω)dω. (2.18)

P°i vyuºití vztahu (2.14) lze rovnici dále upravit do podoby:

D(0) =
1

π(Tmax − Tmin)
=
{∫ ∞
−∞

Ỹ1(ω) · Ỹ ∗2 (ω)dω

}
. (2.19)
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Protoºe je funkce signum lichá, z·stane po integraci p°es symetrický rozsah
pouze imaginární sloºka kroskorela£ního spektra. Podle rovnice (2.4) se tedy
D(0) rovná p°ímo asynchronnímu spektru:

Ψ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · z̃(ν2, t)dt. (2.20)

2.1.1 Numerické výpo£ty korela£ního spektra

Matematický aparát zavedený v kapitole (2.1) je pro praktický výpo£et t¥ºko
pouºitelný. P°i pouºití algoritmu rychlé Fourierovy transformace je sice výpo-
£et diskrétního spektra jednoduchý, ale tento výpo£et je pot°eba provést pro
kaºdý bod 2D spektra zvlá²´, coº je výpo£etn¥ velice náro£né.

Pro numericky snadný výpo£et synchronního spektra lze vyuºít rovnici
(2.11) z p°edchozí kapitoly:

Φ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t)dt. (2.21)

Tento p°edpis lze vyuºít pro libovolnou sadu m¥°ených dat. V p°ípad¥, ºe jsou
data ekvidistantní, lze p°ejít od integrálu k diskrétní sumaci (Noda, 2002):

Φ(ν1, ν2) =
1

m− 1

m∑
j=1

ỹ(ν1) · ỹ(ν2), (2.22)

kdem je po£et spekter zm¥°ených ekvidistantn¥ mezi Tmin a Tmax s p°ír·stkem
daným podle:

∆t =
Tmax − Tmin

m− 1
. (2.23)

Pokud nejsou data rozd¥lena tímto zp·sobem, je nutno pouºít bu¤ (2.21),
nebo vhodnou transformací p°ejít k ekvidistantnímu rozd¥lení (Noda, 2002).

Pro dal²í zjednodu²ení výpo£tu lze pouºít zápis sady nam¥°ených dat po-
mocí maticové notace, kde dynamické spektrum je reprezentováno jako sloup-
cový vektor sloºený podle:

ỹ(ν) =


ỹ(ν, t1)
ỹ(ν, t2)

...
ỹ(ν, tm)

 (2.24)

Pak lze synchronní spektrum jednodu²e spo£ítat podle (Noda, 2000):

Φ(ν1, ν2) =
1

m− 1
ỹ(ν1)

T ỹ(ν2). (2.25)

Pro výpo£et asynchronního spektra lze op¥t vyuºít rovnici (2.20) uvedenou
v p°edchozí kapitole (2.1):

Ψ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · z̃(ν2, t)dt. (2.26)
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Analogicky pro ekvidistantn¥ nam¥°enou sadu dat lze p°ejít od integrace k su-
maci:

Ψ(ν1, ν2) =
1

m− 1

m∑
j=1

ỹ(ν1) · z̃(ν2). (2.27)

Diskrétní ortogonální spektrum získáme snadno pomocí lineární transformace:

z̃j(ν2) =
m∑
k=1

Njk · ỹk(ν2), (2.28)

kde

Njk =

{
0 pro j = k

1
π(k−j) jinak.

(2.29)

P°i op¥tovném vyuºití maticového zápisu (2.24) lze asynchronní spektrum p°e-
psat jednodu²e jako:

Ψ(ν1, ν2) =
1

m− 1
ỹ(ν1)

TNỹ(ν2), (2.30)

kde matice N je tzv. Hilbert-Nodova transforma£ní matice (Noda, 2000) daná
p°edpisem:

N =
1

π


0 1 1

2
1
3

. . .
−1 0 1 1

2
. . .

−1
2
−1 0 1 . . .

−1
3
−1

2
−1 0 . . .

...
...

...
... . . .

 . (2.31)

2.2 Aplikace 2D korela£ní analýzy na studium
dynamiky protein·

2D korela£ní analýza je v sou£asné dob¥ pouºívána v ²iroké ²kále spektrosko-
pických metod pro studium dynamiky protein· (Ozaki, 2002). Její nejv¥t²í
vyuºití je pro studium denatura£ních proces· protein·. Díky ní je moºné sle-
dovat následnost jednotlivých krok·.

Pokud se jako zdrojová data pro 2DKoS pouºije pouze jedna metodika, lze
studovat po°adí jednotlivých zm¥n ve spektru, jak to na p°íkladu β�laktoglo-
bulinu ukázali Jung et al., 2000. T¥m se poda°ilo odhalit, ºe pás na 1258 cm−1,
který p°íslu²í neuspo°ádané struktu°e, sdílí kroskorela£ní pásy s mnoha pásy
p°íslu²ejícím k β-oto£kám (1290 cm−1), α-helix·m (1278 cm−1) a β-skládaným
list·m (1243 a 1233 cm−1) (viz obr: 2.1). Dal²ím zajímavým pásem je tyro-
sinový pás na 1265 cm−1, který koreluje s pásy na 1238, 1227 a 1208 cm−1.
Z po°adí t¥chto jednotlivých zm¥n potom vyplývá, jakým zp·sobem dochází
k vlastní denaturaci laktoglobulinu. Nejprve jsou vod¥ vystaveny náhodné
struktury, následují je β-skládané listy a β oto£ky, pozd¥ji jsou vod¥ vystaveny
dal²í β-skládané listy, které jsou umíst¥ny hloub¥ji v proteinu. Jako poslední
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Obrázek 2.1: Asynchronní 2D IR spektrum β-laktoglobulinu. P°evzato z Jung
et al., 2000.

IR Raman
P°i°azení pásu Synchronní Asynchronní Synchronní Asynchronní

α-helix 1311, 1304 1314, 1305 1318 1311
β-oto£ka, 1291, 1282 1290, 1278 1294, 1282 1298, 1283
310 helix 1277 1265 1276, 1265 1268

Náhodné klubko 1257 1258 1248, 1243 1255, 1245
1239, 1227, 1243, 1232, 1228 1235

β skládaný list 1219 1221
Tyrosin 1207 1211 1212 1214

Tabulka 2.1: P°i°azení pás· v oblasti Amid III pomocí 2D spekter. P°epraco-
váno z Ozaki, 2000.

jsou vod¥ vystaveny tyrosiny. Tyto informace byly dále potvrzeny pomocí Ra-
manovy spektroskopie a také rentgenovou strukturní analýzou. Podrobn¥j²í
p°i°azení jednotlivých pás· je zobrazeno v tabulce 2.1.

Pomocí spojení FTIR a 2DKoS byl zkoumán také postup denaturace cyto-
chrom· c (Filosa et al., 2001). Jako vstupní spektra pro 2D korela£ní analýzu
vyuºívají samo-dekonvolvovaná FTIR spektra. Z t¥chto výsledk· se jim poda-
°ilo sestavit tabulku (viz tab. 2.2), ve které jsou shrnuty jednotlivé procesy.
Sloupce a °ádky zde znázor¬ují jednotlivé frekvence pás·, ²ipky (^, _) repre-
zentují nár·st nebo pokles intenzity pásu s teplotou, znaménka + a − repre-
zentují znaménko kroskorela£ního pásu nad diagonálou (vlevo pro synchronní
a vpravo pro asynchronní spektrum) a vodorovná ²ipka ozna£uje po°adí zm¥n
(X⇐Y znamená, ºe se zm¥na X d¥je p°i niº²ích teplotách neº Y a naopak).
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cm−1 1684^ 1652_ 1637_
1630_ −+⇒ ++⇐ ++⇐
1637_ −+⇒ +− ⇒
1652_ −+⇒

Tabulka 2.2: Korela£ní tabulka pro dekonvolvovaná FTIR spektra hov¥zího
cytochromu c v rozsahu teplot od 25 do 81 �. P°epracováno z Filosa et al.,
2001.

Celkový postup denaturace hov¥zího cytochromu c je tedy následující.
Jako první se rozbalí oto£ky a °et¥zce (1637 cm−1)_, následují je α-helixy
(1652 cm−1)_, dále zbytek prodlouºených °et¥zc· (1630 cm−1)_ a jako poslední
vnitromolekulární antiparalelní β skládané listy (1684 cm−1)^.

Cytochromu pomocí FTIR spektroskopie se také v¥novali Lecomte et al.,
2001. Ti si zvolili cytochrom c552 z termo�lní eubakterie Thermus thermo-
philus. Pomocí £asové 2DKoS zkoumali strukturní zm¥ny cytochromu b¥hem
proces· rozpou²t¥ní v pufru a adsorpce na jílu. Jednotlivá m¥°ení, která byla
dále podrobena zkoumání pomocí 2DKoS, pokrývala rozsah £as· od 10 minut
do 5 hodin od po£átku rozpou²t¥ní (adsorpce). Výsledky 2D korela£ní analýzy
spekter p°i rozpou²t¥ní jsou shrnuty v tabulce 2.3.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) Synch. Asynch.
1625 (β-vlákna) 1605 (Tyr) + +
1625 (β-vlákna) 1595 (Trp, His) + +
1625 (β-vlákna) 1575 (Asp, Glu) + +

1605 (Tyr) 1595 (Trp, His) + +
1605 (Tyr) 1575 (Asp, Glu) + +
1605 (Tyr) 1565 (Asp) + +

1575 (Asp, Glu) 1565 (Asp) + −

Tabulka 2.3: Znaménka a p°i°azení jednotlivých kroskorela£ních pás· ve spek-
tru cytochromu c552 p°i rozpou²t¥dle s malou iontovou silou. P°epracováno
z Lecomte et al., 2001.

S pomocí 2DKoS lze ale také kombinovat n¥kolik r·zných p°ístup· ke stu-
dované problematice. Toho vyuºili nap°. Wang et al., 1998, kte°í se v¥nují
ovalbuminu a jeho denaturaci. Pro studii vyuºili jak koncentra£ní, tak teplotní
indukci jednotlivých zm¥n. Jako vstupní spektrum si vzali koncentra£ní série
p°i jednotlivých teplotách a porovnávali 2D spektra. Ta se nejvíce zm¥nila
v rozmezí 67�69 � a po teplot¥ 71 � se jiº nem¥nila (viz obr. 2.2). Z toho lze
vid¥t, ºe ovalbumin si zachovává nativní stav aº do 65� a p°echod do denatu-
rovaného stavu je velmi rychlý a d¥je se v oblasti mezi 67�69 �. Rozbalování
sekundárních struktur pak za£íná p°i 71 � a pokra£uje aº do teploty 80 �.

Odnoºí infra£ervené spektroskopie, na kterou lze 2DKoS aplikovat se zají-
mavými výsledky, je DIRLD. P°i tomto m¥°ení se vyuºívá dvou polarizovaných
infra£ervených paprsk· k vytvá°ení dichroitického spektra. Velmi podrobný
popis teoretického pozadí a uspo°ádání experimentu lze nalézt v Noda 1990.
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Obrázek 2.2: Synchronní (a) a asynchronní (b) 2D NIR spektrum ovalbuminu
p°i teplot¥ 76� (vlevo) a teplot¥ 67� (vpravo). P°evzato z Wang et al., 1998.

Z t¥chto spekter lze získat p°edstavu o reorientaci p°echodového dipólového
momentu a také o pohyblivosti chemických skupin a jejich vzájemných pohy-
bech.

2D korela£ní spektroskopii lze pouºít také ve spojení s Ramanovou spek-
troskopií. Jednoduché spojení s UV Ramanovou spektroskopií lze nalézt nap°í-
klad v Shasilov et al., 2007. Ti 2DKoS vyuºili k odhalení po°adí a souvislosti
rozbalování náhodného klubka a β-skládaného listu v lysozomu.

2.2.1 Ramanova optická aktivita

V sou£asné dob¥ existuje rutinní metodika pro provád¥ní a vyhodnocování
výsledk· 2DKoS pro metody optické spektroskopie, které obsahují ve spektru
pouze kladné pásy. Pravidla pro vyhodnocování takovýchto korela£ních spekter
jsou n¥kdy nazývána Nodova pravidla (Noda, 2002). V nedávné dob¥ prob¥hly
první pokusy o roz²í°ení metodiky i na spektra ROA (Ashton et al., 2006a),
která se od ostatních metod optické spektroskopie odli²uje tím, ºe sou£asn¥ ob-
sahují kladné i záporné pásy. Výsledná metodika se pon¥kud li²í od p·vodních
pravidel a je uvedena v Ashton et al., 2006a. ROA 2DKoS je také velmi citlivá
na spektrální pozadí, kde i velmi malá zm¥na pozadí zna£n¥ ovlivní výsledné
2D spektrum, a proto je pot°eba d·kladn¥ p°ipravovat data pro zpracování.
Doposud byla pomocí této metodiky prom¥°ena pouze spektra jednoduchých
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homo-polypeptidových °et¥zc· (viz obr. 2.3) (Ashton et al., 2007; Ashton et
al., 2006b).

Obrázek 2.3: Synchronní a asynchronní 2D ROA spektrum poly(L�lysinu).
P°evzato z Ashton et al., 2006a.

Vypracovaná metodika je popsána v Ashton et al., 2006a, ale spektra, která
byla pouºita pro její vytvo°ení, obsahují pouze t°i body na kaºdý pás (viz
obr. 2.4). Toto nastavení je sice dostate£né pro zji²t¥ní znamének, ale pro
ur£ení tvar· jednotlivých obrazc· v 2D spektrech je naprosto nedostate£né.
Z tohoto d·vodu jsme se také uchýlili k d·kladnému otestování t¥chto pravidel
s vyuºitím reáln¥j²ích tvar· pro spektrální pásy (viz kapitola 4.2)

Obrázek 2.4: Namodelované spektrum a jeho 2D spektra. P°evzato z Ashton
et al., 2006a.
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2.3 Lysozym

Tento vzorek byl zvolen jako vhodný modelový protein pro ROA m¥°ení. Je
dostupný ve velkém mnoºství a dostate£né £istot¥ a zárove¬ je u n¥j moºné
dosáhnout vysokých koncentrací, coº je pro ROA m¥°ení velmi d·leºité. Tento
protein také prod¥lává α/β zm¥nu a je tudíº také vhodný pro zkoumání pomocí
2DKoS.

Lysozym získaný ze slepi£ího bílku (mol. hmotnost 14,7 kDa) je vhod-
ným modelovým systémem pro studium tvorby amyloidních �bril (Krebs et
al., 2000). Studium tohoto procesu je d·leºité pro pochopení principu vzniku
n¥kterých neurodegenerativních chorob (Alzheimerova, Huntingtonova, Par-
kinsonova, Creutzfeld-Jacobova nemoc a dal²í), které jsou spojeny se vznikem
a ukládáním agregát· �brilárních protein· v mozkové tkáni (Sunde et al., 1998;
Selkoe, 2003). Fibrilární útvary tvo°í i proteiny, které s t¥mito nemocemi ne-
souvisí, a proto se p°edpokládá, ºe je tato vlastnost spole£ná pro v²echny
proteinové °et¥zce (Dobson, 2003). Lysozym ze slepi£ího bílku je v²ak také
homologem lidského lysozymu, který je jedním z protein·, které se podílejí na
vzniku amyloidních onemocn¥ní (Booth et al., 1997).

2.4 Protein NKR�P1

Dal²í námi m¥°ený vzorek pocházel z tzv. p°irozen¥ zabíje£ských bun¥k (NK).
Tyto bu¬ky hrají v organismu velmi d·leºitou roli p°i likvidaci po²kozených
bun¥k (virem, mutací, rakovinou), a to pomocí interakce na bázi bu¬e£né signa-
lizace, která pak spou²tí kaskádu proces· vedoucích k programované bune£né
smrti (Vivier et al., 2008). Proteiny NKR�P1A a NKR�P1C jim slouºí jako
jedny z diferen£ních marker· pro rozli²ení po²kozených bun¥k (Chambers et
al., 1989). Tyto bu¬ky hrají také d·leºitou roli v regulaci n¥kterých proces·
imunitní reakce (Rozbeský 2009).

DNA kódující tyto proteiny pocházela z my²í. Sekvence obou forem pro-
tein· je z 85,7% homologní (Rozbeský, 2009).

Obrázek 2.5: Porovnání sekvence obou forem protein· NKR�P. (p°evzato
z Rozbeský, 2009).
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3 Materiály a experimentální
postupy

3.1 Materiál

Námi m¥°ený vzorek lysozymu pocházel ze slepi£ího bílku (Fluka, No. 62971,
mol. hmotnost 14,7 kDa) a byl rozpu²t¥n v deionizované vod¥ (Milli�Q) v kon-
centraci 400 mg/mL p°i pH 3,7. P°ed m¥°ením byl vzorek centrifugován p°es
0.22 µm �ltr (Millipore).

Ob¥ formy proteinu NKR�P1 pocházely z Katedry Biochemie P°F UK (p°i-
pravil Daniel Rozbeský, diplomant prof. Bezou²ky). NKR�P1A (mol. hmot-
nost 15991 Da) i NKR�P1C (mol. hmotnost 15409 Da) m¥ly koncentraci
10,4 mg/ml (stanoveno Bradfordovou metodou (Bradford, 1976)) a byly roz-
pu²t¥ny v 15mM Tris�HCl + 150mM NaCl p°i pH 8,0. Podrobný postup p°í-
pravy je popsán v Rozbeský 2009..

3.2 Faktorová analýza

Analýza hlavních komponent (Principal component analysis) je metoda umoº-
¬ující redukovat prostor vícerozm¥rných dat. Na jejím vstupu je matice dat,
kde jednotlivé sloupce reprezentují jednotlivá nam¥°ená spektra a jednotlivé
°ádky odpovídají vlno£tu.

Máme tedy matici M o rozm¥ru nÖp, kde n je po£et spekter a p je funkcí
vlno£tu. Chceme matici vyjád°it ve tvaru:

M = Λf + ε, (3.1)

kde Λ je maticí tzv. faktorových vah, f jsou jednotlivá subspektra a ε je chyba
zp·sobená kone£ným po£tem subspekter.

Na maticiM aplikujeme singulární rozklad (Singular value decomposition):

M = UWV T , (3.2)

kde U jsou statistické váhy (singulární £ísla), W normalizované koe�cienty
zastoupení jednotlivých subspekter a V jsou jednotlivá subspektra.

Nalezneme vlastní £ísla matice W , která jsou tzv. faktorové skóre a zna-
menají váhu jim p°íslu²ejícího vlastního vektoru v p·vodní matici.

Pokud vyneseme vlastní £ísla a jim odpovídající vlastní vektory do grafu,
m·ºeme ur£it, které subspektrum je²t¥ nese n¥jakou podstatn¥j²í informaci
a které je jiº pouhým ²umem. Obvykle se jako poslední uºite£né spektrum
volí poslední spektrum p°ed lineárním poklesem vlastních £ísel. Podrobn¥j²í
informace ohledn¥ metod faktorových analýz a jejich vyuºití ve spektroskopii
lze nalézt v Malinowski, 1991.
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3.3 Ramanova spektroskopie

Raman·v rozptyl je dvoufotonový proces, p°i kterém dochází k nepruºnému
rozptylu dopadajícího fotonu. Rozptýlený foton má tedy jinou vlnovou délku.
Tento jev má v²ak velmi malý ú£inný pr·°ez (z cca 106 foton· se p°ibliºn¥ jeden
rozptýlí nepruºn¥, viz Mayo et al., 2003). Rozdíl mezi energií dopadajícího
a rozptýleného fotonu ∆E je dán vztahem:

∆E = h(ν0 − νr), (3.3)

kde ν0 je frekvence dopadajícího fotonu, νr je frekvence rozptýleného fotonu,
h je Planckova konstanta.

V Ramanov¥ spektroskopii jsou aktivní pouze ty vibrace, p°i kterých se
m¥ní polarizovatelnost molekuly.

3.3.1 Raman·v spektrometr

M¥°ení byla provád¥na na aparatu°e znázorn¥né na obrázku 3.1. Je zde vyu-
ºito pravoúhlé geometrie, která má lep²í pom¥r signálu Raman/Rayleigh. Jako
zdroj excita£ního zá°ení byl pouºit kontinuální Nd:YAG laser (Verdi V-2, Co-
herent Co.) o vlnové délce 532 nm. Celkový výkon na vzorku po pr·chodu
optickou soustavou byl 300 mW.

Obrázek 3.1: Aparatura pro m¥°ení Ramanova rozptylu.

Laserový svazek odraºený od zrcadla byl následn¥ fokusován £o£kou a po-
mocí hranolu nasm¥rován do kyvety. Z ní je rozptýlené zá°ení sbíráno a p°es
hologra�cký Notch �ltr (Kaiser Optical), který slouºí k potla£ení Rayleighova
rozptylu, fokusováno pomocí objektivu na vstupní ²t¥rbinu monochromátoru
(Spex 270M, Jobin-Yvon Co.), který je konstruk£n¥ °e²en jako dvojzrcadlový
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s m°íºkou na odraz. Jeho ohnisková vzdálenost je 270 mm a pouºitá m°íºka má
1800 vryp·/mm. Spektrograf zobrazuje spektráln¥ rozloºený svazek na plochu
CCD detektoru (Princeton Instruments Co.), který má rozm¥ry 1340Ö100 pi-
xel·. Za ú£elem potla£ení termálního ²umu je chlazen kapalným dusíkem na
teplotu ca � 120�. Pro m¥°ení byly pouºity k°emenné mikrokapilárové kyvety
o objemu 5 µl.

3.4 Ramanova optická aktivita

Ramanova optická aktivita je spektroskopická metoda, která m¥°í rozdíly mezi
Ramanovými spektry (viz kapitola 3.3) získanými pomocí levo- a pravoto£iv¥
polarizovaného sv¥tla. Tato metoda nám tedy umoº¬uje rozeznávat optickou
aktivitu m¥°ené molekuly a tím p°iná²í nové moºnosti do klasické Ramanovy
spektroskopie. Rozdílnou odezvu chirální molekuly k levo- a pravoto£iv¥ kru-
hov¥ polarizovanému zá°ení lze v p°ípad¥ rozptylových m¥°ení charakterizovat
pomocí tzv. diferen£ní cirkulární intenzity :

∆ =
(IR − IL)

(IR + IL)
, (3.4)

kde IR je intenzita odezvy molekuly na pravoto£iv¥ kruhov¥ polarizované zá-
°ení a IL je intenzita odezvy molekuly na levoto£iv¥ kruhov¥ polarizované
zá°ení.

3.4.1 ROA aparatura

Aparatura, na které probíhalo m¥°ení, je vybudována na principu ICP (dopa-
dající zá°ení je kruhov¥ polarizováno a detekujeme ve²keré rozptýlené zá°ení)
a v geometrii zp¥tného rozptylu (Hanzlíková et al., 1999). Její schéma je na
obrázku 3.2. Podrobn¥j²í popis je moºné nalézt v Kapitán 2006.

Jako zdroj budícího zá°ení byl pouºit argonový iontový laser (Innova 305,
Coherent Co.) s vlnovou délkou 514,5 nm (výkon na vzorku po pr·chodu op-
tickou soustavou byl 500 mW). Za ním byl umíst¥n polariza£ní �ltr (GT 10,
Leysop), který odstranil p°ípadné nestability v polarizaci svazku. Takto pola-
rizovaný svazek vstupuje do elektrooptického modulátoru (EM 565, Leysop),
kterým je podélná Pockelsova cela. Ta na základ¥ p°iloºeného nap¥tí budí bu¤
levo� nebo pravoto£iv¥ kruhov¥ polarizované zá°ení. Kv·li odstran¥ní moºných
dvojlomných posuv· vlivem zm¥n teploty je elektrooptický modulátor umíst¥n
v teplotn¥ stabilizovaném pouzd°e (CAL 3200). Kruhov¥ polarizované sv¥tlo
je fokusováno £o£kou (Melles Griot 01LQP013, f=150 mm, pr·m¥r 25 mm) do
prostoru vzorku. Mezi £o£kou a vzorkem jsou umíst¥ny vrtané prvky (45° zrca-
dlo, Lyot·v depolarizátor a kolima£ní £o£ka). Kyveta se vzorkem je umíst¥na
v teplotní cele napojené na termoregula£ní vodní láze¬ RTE� 111 (Neslab Co.).

Po rozptylu na vzorku paprsek projde Lyotovým depolarizátorem (Leysop),
který odstra¬uje polariza£ní artefakty, a kolima£ní £o£kou (f=25 mm, pr·m¥r
25 mm, Optická a sklá°ská dílna MFF UK). Depolarizovaný a kolimovaný
svazek se odrazí od 45° zrcadla (Optická a sklá°ská dílna MFF UK) a projde
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Obrázek 3.2: Schéma m¥°ící aparatury. 1 � Laser, 2 � clonka s aperturou
5,0 mm, 3 � clonka s aperturou 4,5 mm, 4 � polarizátor, 5 � clonka s aper-
turou 4,0 mm, 6 � elektrooptický modulátor, 7 � clonka s aperturou 3,5 mm,
8 � irisová clonka, 9 � fokusa£ní £o£ka, 10 � 45° zrcadlo, 11 � kolima£ní £o£ka,
12 � Lyot·v depolarizátor, 13 � vzorek, 14 � notch �ltr, 15 � objektiv, 16 � zá-
v¥rka, 17 � spektrograf a CCD detektor.

SuperNotch-Plus �ltrem (Kaiser optical Systems, Inc.), který umoºní odstranit
Rayleigh·v rozptyl pro danou budící vlnovou délku. Nakonec je zá°ení fokuso-
váno objektivem (AF Nikkor 50 mm f/1,4D, Nikkon) do spektrografu (Kaiser
Optical Systems, HoloSpec f/1,4) a dopadá na dusíkem chlazený CCD £ip
o rozm¥rech 1340Ö100 obrazových bod·. Pro m¥°ení byly vyuºity k°emenné
mikrokyvety o rozm¥ru 5Ö5 mm (Helma).

�asová závislost Ramanových a ROA spekter lysozymu byla získána s aku-
mulací signálu nastavenou na 2s. Celkem bylo m¥°eno 19 blok· po 900 akumu-
lacích. Po dokon£ení celého m¥°ení bylo zm¥°eno spektrum Ne výbojky, které
slouºilo ke kalibraci ²kály Ramanova spektra. �asové m¥°ení bylo poté je²t¥
jednou zopakováno pro ov¥°ení správnosti zvoleného £asového kroku. V tomto
druhém p°ípad¥ byla akumulace nastavena na 3s a bylo m¥°eno 32 blok· po
200 akumulacích. Tyto jednotlivé bloky byly následn¥ zpracovány jednotliv¥,
po dvojicích a po trojicích.

Teplotní závislost Ramanových a ROA spekter lysozymu byla získána s aku-
mulací signálu nastavenou na 2s. M¥°en byl jeden blok s 900 akumulacemi. Po
kaºdém m¥°ení byla vodní láze¬ nastavena na teplotu o 10� vy²²í, ponechána
p¥t minut na vyrovnání a poté bylo získáno dal²í spektrum. B¥hem oh°evu bylo
zm¥°eno kalibra£ní spektrum neonové výbojky.

3.4.2 Zpracování spekter Ramanovy optické aktivity

Prvním krokem p°i zpracovávání ROA spekter je odstra¬ování signálu od Lyo-
tova depolarizátoru, který vytvá°í silný polariza£ní artefakt. Jeho signál se na-
chází na ∼1088 cm−1. Jeho odstra¬ování probíhá pomocí procedury CLEAN
FIELD a je popsáno v Kapitán 2006. V na²em p°ípad¥ tento postup nebyl
nutný, protoºe spektrum vý²e zmín¥ný artefakt neobsahovalo (viz obr. 3.3).
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Obrázek 3.3: Nam¥°ené spektrum lysozymu v obrazovém módu. Artefakt by
se vyskytoval zhruba na pozici 500 pixel·.

B¥hem zpracovávání jsme vyzkou²eli n¥kolik moºných p°ístup· pro p°í-
pravu vstupních dat do 2D korela£ní analýzy. Prvním z nich bylo klasické zpra-
cování pomocí Fourierovy �ltrace (Kapitán et al., 2006), které v²ak nevedlo
k ºádanému výsledku, protoºe výsledná ROA spektra byla stále p°íli² za²um¥ná
a 2DKoS pozorovala pouze artefakty (viz obr. 3.4). Tyto artefakty jsou zp·-
sobené náhodnými �uktulacemi pozadí (Czarnecki, 1998) nebo tenden£ními
nár·sty intenzity pozadí (Czarnecki, 1998; Czarnecki, 2003) a je nutné tyto
vady co nejvíce potla£it. Rozhodli jsme se tedy opustit snahu o vyhlazování
spekter v obrazovém módu a provedli v²echny dal²í kroky pot°ebné k získání
spekter. Bylo tedy nutné provést nejprve pos£ítání p°es v²echny °ádky detek-
toru, po kterém z 2D obrazu detektoru získáme jednorozm¥rné spektrum. To
bylo dále zkalibrováno pomocí jiº d°íve zm¥°eného spektra neonové výbojky a
tím jsme získali surové spektrum. V²echny tyto úpravy byly provád¥ny pomocí
rutin programu ROA.

Obrázek 3.4: Výsledná 2D spektra (synchronní vlevo a asynchronní vpravo)
po odstran¥ní ²umu pomocí Fourierovy �ltrace.
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Dal²í kroky byly provád¥ny v programu Grams/AI, kde bylo od ROA spek-
ter ode£teno �spektrum vody�, které obsahuje r·zné artefakty a p°ístrojovou
funkci (viz obr. 3.5). Toto spektrum bylo vyhlazeno s vyuºitím kubických splin·
v programu Matlab/R2006 (MathWorks) a následn¥ ode£teno. Po tomto ode-
£tení bylo upraveno odsazení spektra srovnáním hodnoty v bod¥ 1800 cm−1

na hodnotu nula (viz obr. 3.6). Tento bod byl zvolen z toho d·vodu, ºe zde
nep°edpokládáme ºádný ROA signál. Spektra byla zhlazena s vyuºitím funkce
Savitzkého-Golay p°es 25 bod· (Savitzky et al., 1964) (viz obr. 3.7). Nevý-
hodou tohoto postupu je, ºe nezachovává integrální intenzitu, ale na rozdíl
od zhlazení pomocí klouzavého pr·m¥ru nezm¥ní jeho pozici. Pozadí t¥chto
spekter bylo upraveno pomocí faktorové analýzy provedené v programu Bac-
kground (autor J. Palacký), který byl vytvo°en v programu Matlab/R2006
(MathWorks). Program provede rozloºení série spekter na jednotlivá subspek-
tra pomocí FA a u nich umoºní ru£ní ode£tení pozadí. Takto opravená sub-
spektra následn¥ op¥t pomocí FA sloºí do opravené série spekter. Jednotlivá
subspektra byla opravena polynomem 5. stupn¥. Takto upravená data jiº byla
vhodná pro analýzu pomocí 2DKoS.

Obrázek 3.5: Nam¥°ená ROA data (£ern¥), ROA spektrum vody vyhlazené
pomocí splinu (mod°e) a spektrum po ode£tení ROA spektra vody(£erven¥).
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Obrázek 3.6: Spektrum po ode£tení ROA spektra vody (£ern¥) a následn¥
spektrum sesazené na nulu (£erven¥).

Obrázek 3.7: Spektrum po sesazení na nulu (£ern¥) a jeho proloºení Savitzkého-
Golayovou funkcí.

26



3.4.3 Zpracování Ramanových spekter

Zpracování Ramanových spekter bylo v p°ípad¥ lysozymu mnohem jednodu²²í,
protoºe tato data nevyºadovala ºádnou zvlá²tní úpravu. Bylo provedeno pouze
pos£ítání p°es v²echny °ádky detektoru, kalibrace a ode£tení Ramanova spektra
vody. Výsledná data byla jiº dostate£n¥ hladká na to, aby mohla slouºit jako
vstup pro 2DKoS. Pozadí t¥chto spekter bylo upraveno pomocí programu po-

mlazka (auto°i J. Hanu², P. Mojze², V. Kopecký, naprogramoval J. Vachou²ek)
polynomem 5. stupn¥. Program nejprve ode£te p°ímku proloºenou prvním a
posledním bodem spektra, coº odstraní p°íli² vysoké pozadí (v na²em nastavení
byla tato vlastnost vypnuta) a následn¥ provádí �tování jednotlivých spekter
daným polynomem pomocí metody nejmen²ích £tverc· na první zadané spek-
trum a je zárove¬ schopen od t¥chto dal²ích spekter ode£íst necht¥ná spektra
(v na²em p°ípad¥ spektrum vody). Program také umoº¬uje p°i°adit r·zným
úsek·m spektra r·zné váhové koe�cienty, coº umoº¬uje kvalitn¥j²í srovnání
jednotlivých spekter.

Pro zpracování spekter obou forem NKR�P1 bylo zapot°ebí mnohem více
krok·. Nejprve byl ze v²ech spekter ode£ten pufr zm¥°ený p°i p°íslu²né teplot¥
(Obr. 3.8). Dále byla spektra srovnána pomocí programu pomlazka na spek-
trum získané pomocí DCDR, které nám zaru£ilo p°irozenou podobu pozadí.
Byl pouºit polynom 5. stupn¥ a také ode£teno spektrum skla (Obr. 3.9). Pro co
nejlep²í výsledek v²ak bylo nutné experimentovat s váhovými koe�cienty pro
jednotlivé £ásti spektra. Výsledná spektra v²ak nem¥la dostate£nou kvalitu,
takºe bylo nutné provést odstran¥ní ²umu (Obr. 3.10).

Obrázek 3.8: Spektra NKR�P1C po
ode£tení spekter pufru.

Obrázek 3.9: Spektra NKR�P1C
po srovnání pozadí programem
pomlazka pomocí polynomu 5.
stupn¥ a ode£tení spektra skla.
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Obrázek 3.10: Spektra NKR�P1C
po srovnání pozadí programem po-
mlazka pomocí polynomu 5. stupn¥ a
ode£tení spektra skla. P°i srovnávání
byl aplikován váhový �ltr.

Obrázek 3.11: Spektra NKR�P1C po
vyhlazení pomocí funkce Savitzky-
Golay p°es 25 bod·.

Obrázek 3.12: Spektra NKR�P1C na-
normovaná na maximum amidu I.

Obrázek 3.13: Spektra NKR�P1C na-
normovaná na maximum amidu I po
aplikaci pomlazky.
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Obrázek 3.14: Spektra NKR�P1C po
odstran¥ní pozadí pomocí splinu apli-
kovaného na kaºdé spektrum zvlá²´.

Obrázek 3.15: Spektra NKR�P1C po
odstran¥ní pozadí pomocí splinu apli-
kovaného na 1. subspektrum.

Nejprve jsme aplikovali faktorovou analýzu, ale ta neposkytla uspokojivé
výsledky a tak bylo nutno, stejn¥ jako v p°ípad¥ ROA spekter, pouºít vyhlazení
pomocí Savitzkého-Golayovy funkce (op¥t p°es 25 bod·) (Obr. 3.11). Takto
vyhlazená spektra byla op¥t srovnána pomocí programu pomlazka na spektrum
DCDR, ale výsledek nebyl uspokojivý. Docházelo k velmi silné variaci intenzity
pásu amidu I. To je dáno tím, ºe b¥hem m¥°ení se protein sráºel a tím docházelo
k poklesu celkového signálu. Pokusili jsme se tedy spektra nanormovat na
maximum pásu amidu I (1660 cm−1) (Obr. 3.12), ale do²lo k silné diskrepanci
v intenzitách spekter a nepomohlo ani op¥tovné sesazení pomocí programu
pomlázka (Obr. 3.13).

Rozhodli jsme se tedy od spekter ode£íst spline, který by odstranil pozadí
(zp·sobeno �uorescen£ními ne£istotami ve vzorku) a tím nám umoºnil d·klad-
n¥j²í srovnání. Nejprve jsme ode£ítali kaºdé spektrum zvlá²´ (Obr. 3.14), coº
bohuºel nedávalo kvalitní výsledky, a proto jsme na spektra aplikovali faktoro-
vou analýzu a spline ode£etli z prvního subspektra (Obr. 3.15). Spektra byla
sestavena zpátky a op¥t bylo provedeno sesazení pomocí programu pomlazka.
Tato spektra jiº vý²e zmín¥ným problémem netrp¥la a bylo tedy moºné p°i-
stoupit k jejich analýze. Kv·li jejich nízké kvalit¥, která je zp·sobena krátkým
akumula£ním £asem (vzhledem k tomu, ºe se jednalo o nevratný proces ne-
bylo moºné tuto dobu prodlouºit), byla spektra rozd¥lena na oblast amidu
I (1640�1680 cm−1) a amidu III (1220�1300 cm−1). Tyto dv¥ oblasti byly dále
zpracovávány samostatn¥ a byly na n¥ op¥t aplikovány 2DKoS a faktorová
analýza.
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3.5 Ramanova spektroskopie kapkov¥ naná²ených
povlak·

DCDR je spektroskopickou technikou, p°i které je kapka zkoumaného roztoku
nanesena na vhodný hydrofóbní povrch, nechá se vyschnout a takto získaný
povlak se zkoumá pomocí Ramanovy mikrospektrometrie.

Pro vodné roztoky dochází p°i odpa°ování k tok·m kapaliny uvnit° kapi£ky
sm¥rem od st°edu k jejím okraj·m. Tyto toky jsou natolik silné, ºe s sebou
uná²ejí v¥t²inu rozpu²t¥ných látek, které se pak usazují v krouºku na okraji
kapky (Deegan et al., 1997) (Obr. 3.16). Tento efekt se nazývá efekt kávového
krouºku (cofee-ring e�ect).

Obrázek 3.16: Fotogra�e proteinového krouºku p°i desetinásobném zv¥t²ení.

Tento zp·sob m¥°ení je velice vhodný pro studium protein·, protoºe do-
chází k velmi silnému zakoncentrování roztoku a také k odstran¥ní Ramanova
spektra vody. Vlivem rozdílné hmotnosti proteinu a moºných �uorescen£ních
p°ím¥sí dochází také velmi £asto k odstran¥ní (£i potla£ení vlivu) p°ípadných
�uorescen£ních p°ím¥sí. Spektra takto zm¥°eného proteinu se velmi podobají
spektr·m proteinu v roztoku (Zhang et al., 2003).

3.5.1 Raman·v mikrospektrometr

Pro m¥°ení DCDR spekter byl vyuºit integrovaný systém LabRAM HR 800
(Horiba Jobin Yvon), který vyuºívá pro m¥°ení Ramanova rozptylu geometrii
zp¥tného rozptylu. Jeho sou£ástí je mikroskop, který je konfokáln¥ napojený
na spektrograf s asymetrickou montáºí Czerny-Turner (ohnisková vzdálenost
800 mm).

Mikroskop obsahuje jako zdroj laserového svazku vnit°ní He-Ne laser s vl-
novou délkou 633 nm, ale pro na²e m¥°ení jsme vyuºili vn¥j²í Ar+ laser s vlno-
vou délkou 514,53 nm (Melles Griot Co.). Laserový paprsek je nejprve o£i²t¥n
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od plazmových linií pomocí interferen£ního �ltru a následn¥ je p°es optickou
soustavu fokusován na první konfokální ²t¥rbinu, která slouºí k vytvo°ení pro-
storového rozli²ení. Následuje systém LIRS, který zaji²´uje úplný odraz svazku
sm¥rem ke vzorku. Odraºený svazek je pomocí objektivu mikroskopu zaost°en
na vzorek a rozptýlené zá°ení (Rayleigh·v i Raman·v rozptyl) je sbíráno ob-
jektivem a putuje stejnou cestou zp¥t na Notch �ltr (sou£ást systému LIRS),
který od�ltruje Rayleigh·v rozptyl. Po pr·chodu Notch �ltrem je svazek po-
mocí £o£ky fokusován na druhou konfokální ²t¥rbinu, která je optickou sou-
stavou zobrazena na vstupní ²t¥rbinu spektrografu. Pro m¥°ení byla vyuºita
m°íºka s 600 vrypy/mm. Spektrum je zobrazeno na dusíkem chlazený CCD de-
tektor (Symphony Co.) o rozm¥rech 1024× 256 pixel·. Zjednodu²ené schéma
je na obrázku 3.17. Podrobn¥j²í popis lze nalézt v �ípová 2006.

Obrázek 3.17: Zjednodu²ené schéma mikrospektrometru HR800 (p°evzato z �í-
pová, 2006).

Mikroskopická £ást je dále vybavena mikroposuvným stolkem, který umoº-
¬uje p°esnou manipulaci se vzorkem, a sadou objektiv· (Olympus Co.). Do
cesty svazku mohou být vloºeny dva 50/50 d¥li£e svazku, které slouºí pro sle-
dování vzorku TV kamerou a pro jeho osv¥tlení. Pro m¥°ení DCDR byly vzorky
naneseny na substrát SpectRIM�Slide (Tienta Sciences, Inc.) a ty upevn¥ny
do mikroskopového drºáku. Pro nalezení vhodné oblasti byl vyuºit objektiv se
zvet²ením 10Ö a pro vlastní m¥°ení pak 50Ö.

3.6 Infra£ervená spektroskopie s Fourierovou
transformací

Infra£ervená spektroskopie s Fourierovou transformací je speciálním p°ípadem
infra£ervené spektroskopie, ve které se m¥°í intenzita absorpce zá°ení, které
pro²lo interferometrem (nej£ast¥ji Michelson·v). Z výsledné závislosti inten-
zity pro²lého zá°ení na dráhovém rozdílu paprsk· se pomocí Fourierovy trans-
formace vytvo°í celkové absorp£ní spektrum zkoumané látky. Velkou výhodou
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této metodiky je velká sv¥telnost p°istroje, m¥°ení v²ech vlnových délek v jed-
nom okamºiku a stálost kalibrace p°ístroje, která je zaji²t¥na vnit°ním laserem.

V IR spektroskopii jsou aktivní ty vibrace, p°i kterých se m¥ní dipólový
moment molekuly.

Zeslabená úplná re�exe

ATR je metoda IR, která umoº¬uje m¥°ení vzork·, které siln¥ absorbují. Tato
technika je zaloºena na násobném úplném odrazu na rozhraní krystalu s vy-
sokým indexem lomu a m¥°eného vzorku (Obr. 3.18). Zá°ení £áste£n¥ proniká
do m¥°eného vzorku. Pokud vzorek absorbuje zá°ení o ur£ité frekvenci, bude
tato frekvence v odraºeném svazku zeslabena.

Obrázek 3.18: Schéma ATR krystalu.

3.6.1 Zpracování FTIR spekter

Zpracování FTIR spekter vyºadovalo nejprve ode£íst spektrum pufru zm¥-
°eného p°i odpovídající teplot¥ (Dousseau et al., 1989) a následn¥ ode£tení
spektra vodních par. Takto upravená spektra byla nejprve srovnána aplikací
pomlazka na spektrum ATR a pro lep²í výsledek byl op¥t aplikován váhový
�ltr. Toto sesazení v²ak nevedlo ke kýºeným výsledk·m, a proto jsme od po-
uºití ATR spektra jako reference upustili a spektra srovnali na první zm¥°ené
spektrum.

Vzhledem k nízké kvalit¥ v²ech spekter (zp·sobeno p°ístrojovou závadou -
odstran¥ní vodních par ze su²eného vzduchu, který slouºí k profukování p°í-
stroje bylo nedostate£né) jsme p°istoupili ke zpracovávání pouze amidu I, a to
v oblasti 1600�1700 cm−1. Z t¥chto spekter byla spo£tena 2DKoS a faktorová
analýza.

Dále byla na spektrech provedena druhá derivace (Savitzky-Golay p°es 25
bod·). Z t¥chto spekter byla op¥t provedena 2DKoS a faktorová analýza.

3.6.2 FTIR spektrometr

Pro m¥°ení spekter infra£ervené spektroskopie s Fourierovou transformací byl
pouºit p°ístroj Vector 33 (Bruker). Schéma je znázorn¥no na obrázku 3.19.
Spektrometr je v uspo°ádání zvaném ROCKSOLID, které spo£ívá v tom, ºe
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místo dvou kmitajících zrcadel je pouºito dvou koutových odraºe£·, které kmi-
tají ve svislém sm¥ru. Toto uspo°ádání je stabiln¥j²í a odoln¥j²í v·£i mecha-
nickým vliv·m. Zdrojem laserového zá°ení pro vnit°ní kalibraci je He�Ne laser
s vlnovou délkou 633 nm. Zdrojem infra£erveného zá°ení je globar (lisovaný
prá²kový karbid k°emíku ºhavený elektrickým proudem). Jako detektory byly
pouºity DTGS a MCT detektory.

Pro m¥°ení FTIR spekter byly vyuºity CaF2 kyvety (Chevtchenko Op-
tics) o tlou²´ce okénka 8 a 10 µm. P°i m¥°ení teplotní dynamiky byl vyu-
ºit nástavec BioJACK� (BioTools, Inc., USA) napojený na termoregula£ní
vodní láze¬ RTE�111 (Neslab Co.). M¥°ení absorbance bylo provád¥no v jed-
nokanálovém módu s rozli²ením 2 cm−1, jako apoidiza£ní funkce byla pouºita
Blackman�Harris 3 Term funkce.

Pro m¥°ení ATR spekter bylo vyuºito nástavce MIRacle� AG�single re-
�ection diamond horizontal ATR (Pike technologies Co.).

Obrázek 3.19: Optické schéma spektrometru: A � zdroj zá°ení, B � karusel
s aperturami, C � okénko pro vstup externí svazku, D � d¥li£ svazku zá°ení,
E, E' � okénka vzorkového prostoru, F � ohnisko, kde je umíst¥n drºák vzorku,
G � detektor (p°evzato z Hlídek 2007).
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4 Výsledky a diskuze

4.1 Vytvo°ení programu na 2DKoS s gra�ckým
uºivatelským prost°edím

P°edstavovaný program má v²echny pot°ebné ovládací prvky a moºnosti pro
provád¥ní 2DKoS na zvolené sad¥ experimentálních dat. Umoº¬uje zobrazo-
vat a ukládat výsledky. Program je zaloºen na algoritmech prezentovaných
v kapitole 2.1.1.

Obrázek 4.1: Okno GUI s vyzna£ením hlavních ovládacích prvk·.

Návrh programu je zam¥°en na maximální p°ehlednost a efektivitu. Vlastní
gra�cké uºivatelské prost°edí (GUI) je zobrazeno na obrázku 4.1 s vyzna£enými
hlavními prvky. Vlastní 2D spektrum je zobrazeno v (1), jedno spektrum z m¥-
°ené sady dat je zobrazeno v (2) (v p°ípad¥ homo-spektrální korelace jsou
ob¥ spektra identická), barevná ²kála (pokud je aktivní) je zobrazena v (3) a
v²echny pot°ebné ovládací prvky jsou sdruºeny na li²t¥ (4).

V²echny ovládací prvky jsou sdruºeny do nabídek podle jejich funkce a
se°azeny podle p°edpokládaného po°adí pouºití. Jednotlivé poloºky se stávají
aktivní aº po spln¥ní v²ech podmínek nutných pro jejich bezpe£né spu²t¥ní.
V²echny funkce programu jsou popsány v p°iloºené nápov¥d¥ (anglicky). De-
taily jednotlivých nabídek jsou na obrázku 4.2.
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Obrázek 4.2: GUI s jednotlivými nabídkami a podnabídkami.

4.2 Testování rutin a roz²í°ení metodiky

Funk£nost algoritm· i vlastního programu byla otestována na sériích r·zných
spekter. Ta simulují r·zné jevy, které mohou nastat ve spektrech. První sada
testovacích spekter obsahuje Gaussovské pásy, které jsou popsány rovnicí:

G = a · e− (x−pos)2
b (4.1)

kde a je amplituda pásu, pos je jeho pozice a b je funkcí polo²í°ky pásu. Vºdy
podle pot°eby byl do t¥chto prom¥nných p°idán parametr k, který se m¥nil
s po°adím spektra v rozsahu od 1 do 2.

Nejprve jsme testovali chování samostatných pás· (Obr. 4.3), protoºe jejich
2D korela£ní analýzy jsou jiº ov¥°eny a publikovány (Noda, 2002) a lze tak tedy
snadno ov¥°it správnost pouºitých algoritm·.

První spektrum obsahuje jediný pás, který se posouvá sm¥rem k vy²²ím
vlno£t·m a jeho intenzita se nem¥ní. Lze ho charakterizovat hodnotami: a =
10, pos = 50 + k a b = 20. Celé namodelované spektrum i s výsledky lze vid¥t
na Obr. 4.3A. Z obou spekter lze vid¥t, ºe pro 2DKoS se posuv pásu jeví jako
dva r·zné pásy, a to na p·vodní pozici a na kone£né pozici pásu. Ze záporných
znamének v synchronním spektru vyplývá, ºe jeden pás roste a druhý klesá,
coº je zcela logické. Asynchronní spektrum je v tomto p°ípad¥ charakteristické
a obsahuje dva protáhlé pásy na vnit°ní stran¥ a dva klasické pásy na vn¥j²í
stran¥. Tento tvar umoº¬uje odli²it posuv ve spektru od jiných p°ípad·.

Druhé spektrum je sloºit¥j²í formou p°edchozího p°ípadu, kdy se k posunu
pásu p°idá je²t¥ vzr·st intenzity. Celé spektrum pak m·ºeme charakterizovat
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Obrázek 4.3: Simulované pochody ve spektrech pomocí Gaussovských tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) jeden pás posouvající se k vy²²ím
vlno£t·m (z pozice 51 cm−1 na 52 cm−1) B) jeden pás m¥nící zárove¬ pozici
(stejn¥ jako v p°ípad¥ A) i intenzitu (z 11 a.u. na 12 a.u.) C) pás nem¥nící svoji
polohu a m¥nící svoji polo²í°ku (z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1) D) dva p°ekrývající
se pásy (na pozicích 48 a 52 cm−1), z nichº jeden roste a druhý klesá (oba
lineárn¥, první z 11 na 12 a.u. a druhý z 10 a.u. na 5 a.u.).
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pomocí prom¥nných: a = 10 + k, pos = 50 + k a b = 20. Namodelované spek-
trum i s výsledky lze vid¥t na Obr. 4.3B. Je vid¥t, ºe ob¥ spektra jsou velmi
podobná t¥m p°edchozím, ale r·st intenzity lze snadno identi�kovat podle
nestejné intenzity pás· (jak autokorela£ních, tak kroskorela£ních). V asyn-
chronním spektru lze oproti p°edchozí situaci pozorovat zvý²ení intenzity ve
sm¥ru posuvu.

T°etím prezentovaným p°íkladem je roz²i°ující se pás, kterému se nem¥ní
ani pozice ani intenzita a lze ho tedy popsat pomocí prom¥nných: a = 10,
pos = 50 a b = 20+k. Spektrum i výsledky jsou na Obr. 4.3C. Ze synchronního
spektra není moºné usoudit, o jakou spektrální zm¥nu se jedná, ale asynchronní
spektrum je v tomto p°ípad¥ také velmi typické a snadno poslouºí k identi�kaci.

Poslední zástupce z této kategorie je pás, který je vlastn¥ obálkou dvou
velmi blízkých pás· s prom¥nnou intenzitou. Tyto pásy lze popsat pomocí:
a1 = 10 + k, pos1 = 48, b1 = 20 a a2 = 10/k, pos2 = 52, b2 = 20. Spektrum
i výsledky jsou na Obr. 4.3D. Na tomto p°íkladu lze snadno demonstrovat
dekonvolu£ní schopnost 2DKoS, protoºe z pouhého pohledu na spektrum by
se dalo usuzovat i na p°íklad zobrazený na Obr. 4.3B, ale asynchronní spektrum
tuto moºnou zám¥nu vyvrací.

Dále jsme se zam¥°ili na spektrální zm¥ny týkající se dvou pás· ve spektru
(Obr. 4.4). Prvním p°íkladem je dvojice pás·, které m¥ní svoji intenzitu podle
p°edpis·: a1 = 2 · k, pos1 = 30, b1 = 20 a a2 = 1 · k2, pos2 = 70, b2 = 20.
Spektrum i s výsledky je zobrazeno na Obr. 4.4A. Analogickým p°íkladem je
druhé spektrum (Obr. 4.4B), které zobrazuje pásy m¥nící se opa£ným sm¥rem
podle p°edpis·: a1 = 5 · k, pos1 = 30, b1 = 20 a a2 = 1/k2, pos2 = 70, b2 = 20.

Dal²í p°íklad je jiº sloºit¥j²ím p°íkladem spektrálních zm¥n. Je to vlastn¥
roz²í°ení p°ípadu z Obr. 4.3A, kdy dva takovéto pásy necháme pohybovat proti
sob¥. Lze je charakterizovat pomocí: a1 = 1, pos1 = 40 + k, b1 = 20 a a2 = 1,
pos2 = 60 − k, b2 = 20. Ze synchronního spektra je patrné, ºe jsou deteko-
vány t°i pásy: první a poslední jsou na p·vodních pozicích a prost°ední pás je
silná zm¥na intenzity v oblasti kolem 50 cm−1, kde dochází ke spojování pás·.
Asynchronní spektrum obsahuje £ty°i podkovovité pásy, mezi jejichº rameny
se nachází dal²í klasický pás opa£ného znaménka.

Poslední p°ípad je kombinací Obr. 4.4B a C, ale s tím rozdílem, ºe pásy
se nepohybují k sob¥, ale od sebe. Spektrum lze zapsat jako: a1 = 10 + k,
pos1 = 40 + k, b1 = 20 a a2 = 10/k2, pos2 = 60 + k, b2 = 20. Synchronní
i asynchronní spektrum nesou ur£ité znaky ze spekter pohybujícího se pásu
(Obr. 4.3A) a lze si také pov²imnout detekce posuvu pásu v kroskorela£ních
pásech.

V²echny tyto provedené testy byly ve velmi dobré shod¥ s jiº d°íve publiko-
vanými výsledky (Noda 2004) a tedy m·ºeme p°edpokládat, ºe námi pouºitý
algoritmus pro výpo£et 2D spekter je správný. Vzhledem k tomu, ºe chceme
2D korela£ní analýzu aplikovat na metody vibra£ní spektroskopie, která má
ve spektru jak kladné, tak i záporné pásy, provedli jsme d·kladné otestování
i u t¥chto typ· spekter (Obr. 4.5). D°íve jiº byly provedeny práce, které se
tomuto tématu v¥novaly (Ashton et al. 2006), ale v testovacích spektrech byly
pouºity pásy sloºené ze t°í bod·.
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Obrázek 4.4: Simulované pochody ve spektrech pomocí Gaussovských tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice pás· rostoucí stejným
sm¥rem a nem¥nící svoje pozice (první pás roste lineárn¥ z 2 a.u. na 4 a.u. a
druhý roste kvadraticky z 1 a.u. na 4 a.u.), B) dvojice opa£n¥ se pohybujících
pás· nem¥nících svoje pozice (první pás lineárn¥ roste z 5 a.u. na 10 a.u. a
druhý kvadraticky klesá z 10 a.u. na 2 a.u.), C) dva pásy pohybující se k sob¥
beze zm¥ny intenzity (lineární pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a z 59 cm−1 na
58 cm−1), D) dvojice pás·, která kombinuje zm¥ny z p°ípad· B a C (zm¥na po-
zice stejná jako u C, zm¥na intenzity lineárn¥ z 11 a.u. na 12 a.u. a kvadraticky
z 10 a.u. na 2 a.u.).
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Zde jsme si za první p°íklad zvolili dva pásy opa£ných intenzit a oba jsme
nechali r·st sm¥rem k vy²²ím absolutním hodnotám. Jejich pozici a zm¥nu lze
zapsat pomocí: a1 = −5k, pos1 = 30, b1 = 20 a a2 = 2k2, pos2 = 70, b2 = 20.
Zobrazené spektrum i s výsledky je na Obr. 4.5A. Z porovnání s obrázkem 4.4B
je patrné, ºe synchronní spektrum je v obou p°ípadech stejné. Z toho lze snadno
usoudit, ºe pokud máme ve spektru dva pásy s opa£ným znaménkem, je nutné
Nodova pravidla obrátit, protoºe 2DKoS zaznamená pouze odli²nost sm¥r·
pohybu, nikoliv zm¥nu v intenzitách.

Dal²ím simulovaným p°ípadem bylo slévání takovéhoto dubletu, které je
moºné popsat pomocí: a1 = −1, pos1 = 40+k, b1 = 20 a a2 = 1, pos2 = 60−k,
b2 = 20. Z pohledu na synchronní spektrum je zde vid¥t analogie se spektrem
na Obr. 4.4C. V tomto p°ípad¥ v²ak díky pás·m s odli²nými znaménky vzniká
pon¥kud sloºit¥j²í obrazec. Jsou zaznamenány celkem t°i spektrální pásy. První
a poslední jsou na p·vodních pozicích a prost°ední je v jejich t¥ºi²ti. Obrazce
v asynchronním spektru p°ipomínají asynchronní spektrum pohybujícího se
pásu (viz obr. 4.3A) a vznikly jejich sloºením.

T°etím p°ípadem je st¥hování celého dubletu. Tento pohyb je moºné popsat
pomocí: a1 = −10, pos1 = 45 + k, b1 = 20 a a2 = 10, pos2 = 55 + k, b2 = 20.
Spektrum i s výsledky je zobrazeno na Obr. 4.5C. Je zde tedy také analogie se
situací na Obr. 4.4C a je tak vid¥t, ºe synchronní spektra se v obou p°ípadech
shodují. Asynchronní spektrum je v tomto p°ípad¥ podobn¥j²í pohybujícímu
se pásu (viz obr. 4.3A).

Posledním p°ípadem je kombinace p°ípad· na Obr. 4.5A a B, kdy necháme
dva VOA pásy pohybovat k sob¥, zatímco se m¥ní jejich intenzita. Spektrum
i s výsledky je zobrazeno na Obr. 4.5D. V synchronním spektru jsou deteko-
vány pouze dva pásy, pravd¥podobn¥ díky velké zm¥n¥ intenzity, která p°ehlu²í
zm¥nu pozice, ale v asynchronním je detekována uº i pozi£ní zm¥na.

Jako poslední testovací sadu jsme si vzali spektrální jevy, které jsou n¥-
jakým zp·sobem podobné t¥m jiº testovaným a sledovali jsme, zda o této
podobnosti bude vypovídat i 2D spektrum (Obr. 4.6).

Prvním simulovaným p°ípadem je kombinace dvou pás·, které se roz²i°ují.
Je to tedy prosté sloºení p°ípadu na obr. 4.3C. Toto spektrum je popsáno
pomocí parametr·: a1 = 10, pos1 = 40/(20 + k), b1 = 20 a a2 = 10, pos2 =
60/(20 + k), b2 = 20. Ze synchornního i asynchronního spektra vidíme, ºe
se jedná o prostou kombinaci obrazc· pro jeden roz²i°ující se pás. V tomto
p°ípad¥ se tedy p°edpoklad o podobnosti potvrdil.

Dal²ím simulovaným spektrem je tentýº jev, ale aplikovaný na VOA spek-
trum. Tímto jsme cht¥li ov¥°it p°edpoklady o chování pás· p°i zm¥n¥ zna-
ménka. Spektrum lze popsat pomocí: a1 = −1, pos1 = 40/(20 + k), b1 = 20 a
a2 = 1, pos2 = 60/(20 + k), b2 = 20. Z pohledu na synchronní spektrum je pa-
trné, ºe pásy jsou na stejných místech jako v p°edchozím p°ípad¥ (obr. 4.6A),
ale n¥které z nich mají prohozená znaménka. Jedná se o pásy, které p°íslu-
²ejí mimodiagonálním blok·m a jedná se tak o vzájemné korelce obou pás·.
Obrazec samotného pásu zm¥nou znaménka nijak ovlivn¥n není.

Dále jsme si vzali op¥t zdvojení p°ípadu na obr. 4.3A, tedy posuv dvou
pás·, které se nacházejí v t¥sné blízkosti. Parametrizováno jako: a1 = 10,
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Obrázek 4.5: Simulované pochody ve spektrech VOA pomocí Gaussovských
tvar· spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve
v²ech p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice VOA pás· m¥ní-
cích své intenzity v �opa£ném� sm¥ru (první z −5 a.u. na −10 a.u. a druhý
z 2 a.u. na 8 a.u.), B) dvojice VOA pás·, které se pohybují sm¥rem k sob¥
beze zm¥ny intenzity (pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a druhý z 59 cm−1 na
58 cm−1), C) dvojice VOA pás·, které se spole£n¥ pohybují jedním sm¥rem
(pohyb z 46 cm−1 na 47 cm−1 a druhý pás z 56 cm−1 na 57 cm−1), D) dvojice
VOA pás·, které kombinují spektrální zm¥ny z B a C (první roste lineárn¥
z −5 a.u. na −10 a.u. a posouvá se z 46 cm−1 na 47 cm−1 a druhý kvadraticky
z 2 a.u. na 8 a.u. a posouvá se z 54 cm−1 na 53 cm−1).
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pos1 = 40 + k, b1 = 20 a a2 = 10, pos2 = 60 + k, b2 = 20. Z pohledu na
synchornní spektrum je vid¥t, ºe obrazec je op¥t prostým sloºením p°ípadu
jednoho posouvajícího se pásu. Asynchronní spektrum je o n¥co sloºit¥j²í, ale
to je dáno p°íli²nou blízkostí obou p·vodních pás·, £ímº do²lo ke slití n¥kolika
oblastí v 2D spektru.

Jako poslední modelový p°íklad jsme si vzali lehkou obm¥nu jevu na ob-
rázku 4.4D. V tomto p°ípa¥ se oba pásy pohybují sm¥rem k sob¥ a nikoliv
stejným sm¥rem. Tento posuv lze parametrizovat následovn¥: a1 = 10 + k,
pos1 = 40 + k, b1 = 20 a a2 = 10/k2, pos2 = 60 − k, b2 = 20. U synchron-
ního spektra nevidíme ºádný rozdíl oproti p°íkladu na obrázku 4.4D, ale asyn-
chronní spektrum má drobnou zm¥nu ve znaménku dvou pás·. Jsou to pásy,
které p°íslu²ejí korelaci pásu na 60 a.u. se sebou samým po posuvu. Do²lo zde
ke zm¥n¥ znaménka, coº v sob¥ zahrnuje po°adí zm¥n a tedy nám odhaluje, ºe
se pás pohybuje jiným sm¥rem.

V²echny tyto spektrální události jsme namodelovali také pomocí Lorentzo-
vých pás·.

L = k
1

1 + (x−pos)2
20

(4.2)

D·vodem byla skute£nost, ºe v p°ípad¥ £istých vibrací by tvar spektrálních
pás· byl dán práv¥ Lorentzovým pásem. Ve spektrech protein· jsou v²ak £isté
vibrace spí²e vzácností a skute£ná spektra se svým tvarem blíºí Gaussovým pá-
s·m - pás je pak sm¥sí obou tvar·. Proto je d·leºité znát obrazce pro oba tvary
spekter. Pro modelování jsme pouºili stejné parametry pro snadné porovnání
výsledk·. Jak je vid¥t z obrázk· 4.7, 4.8, 4.9 a 4.10, jsou korela£ní obrazce Lo-
rentzových pás· pon¥kud odli²né, ale m·ºeme na n¥ p°irozen¥ aplikovat stejná
rozhodovací pravidla.
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Obrázek 4.6: Simulované pochody ve spektrech pomocí Gaussovských tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice roz²i°ujících se pás· (oba
z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1), B) dvojice VOA pás·, které m¥ní svoji polo²í°ku
(oba z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1), C) dvojice pás·, které se spole£n¥ pohybují
jedním sm¥rem (pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a druhý pás z 61 cm−1 na
62 cm−1), D) dvojice pás·, z nichº jeden roste a zárove¬ se pohybuje (roste
lineárn¥ z 11 a.u. na 12 a.u. a posouvá se z 41 cm−1 na 42 cm−1) a druhý
klesá a zárove¬ se pohybuje opa£ným sm¥rem (klesá kvadraticky z 10 a.u. na
2,5 a.u. a posouvá se z 59 cm−1 na 58 cm−1).
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Obrázek 4.7: Simulované pochody ve spektrech pomocí Lorentzových tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) jeden pás posouvající se k vy²²ím
vlno£t·m (z pozice 51 cm−1 na 52 cm−1), B) jeden pás m¥nící zárove¬ pozici
(stejn¥ jako v p°ípad¥ A) i intenzitu (z 11 a.u. na 12 a.u.), C) pás nem¥nící
svoji polohu a m¥nící svoji polo²í°ku (z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1), D) dva
p°ekrývající se pásy (na pozicích 48 a 52 cm−1), z nichº jeden roste a druhý
klesá (oba lineárn¥, první z 11 na 12 a.u. a druhý z 10 a.u. na 5 a.u.).
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Obrázek 4.8: Simulované pochody ve spektrech pomocí Lorentzových tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice pás· rostoucí stejným
sm¥rem a nem¥nící svoje pozice (první pás roste lineárn¥ z 2 a.u. na 4 a.u. a
druhý roste kvadraticky z 1 a.u. na 4 a.u.), B) dvojice opa£n¥ se pohybujících
pás· nem¥nících svoje pozice (první pás lineárn¥ roste z 5 a.u. na 10 a.u. a
druhý kvadraticky klesá z 10 a.u. na 2 a.u.), C) dva pásy pohybující se k sob¥
beze zm¥ny intenzity (lineární pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a z 59 cm−1 na
58 cm−1), D) Dvojice pás·, která kombinuje zm¥ny z p°ípad· B a C (zm¥na po-
zice stejná jako u C, lineární pokles intenzity z 11 a.u. na 12 a.u. a kvadratický
pokles intenzity z 10 a.u. na 2 a.u.).
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Obrázek 4.9: Simulované pochody ve spektrech VOA pomocí Lorentzových
tvar· spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve
v²ech p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice VOA pás· m¥nících
své intenzity v �opa£ném� sm¥ru (první z −5 a.u. na −10 a.u. a druhý z 2 a.u.
na 8 a.u.), B) dvojice VOA pás·, které se pohybují sm¥rem k sob¥ beze zm¥ny
intenzity (pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a druhý z 59 cm−1 na 58 cm−1), C)
dvojice VOA pás·, které se spole£n¥ pohybují jedním sm¥rem (pohyb z 46 cm−1

na 47 cm−1 a druhý pás z 56 cm−1 na 57 cm−1), D) dvojice VOA pás·, které
kombinují spektrální zm¥ny z B a C (první roste lineárn¥ z −5 a.u. na −10 a.u.
a posouvá se z 46 cm−1 na 47 cm−1 a druhý kvadraticky z 2 a.u. na 8 a.u. a
posouvá se z 54 cm−1 na 53 cm−1).
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Obrázek 4.10: Simulované pochody ve spektrech pomocí Lorentzovských tvar·
spolu s jejich synchronními a asynchronními 2D korela£ními spektry. Ve v²ech
p°ípadech bylo namodelováno 11 spekter. A) dvojice roz²i°ujících se pás· (oba
z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1), B) dvojice VOA pás·, které m¥ní svoji polo²í°ku
(oba z 7,65 cm−1 na 7,84 cm−1), C) dvojice pás·, které se spole£n¥ pohybují
jedním sm¥rem (pohyb z 41 cm−1 na 42 cm−1 a druhý pás z 61 cm−1 na
62 cm−1), D) dvojice pás·, z nichº jeden roste a zárove¬ se pohybuje (roste
lineárn¥ z 11 a.u. na 12 a.u. a posouvá se z 41 cm−1 na 42 cm−1) a druhý
klesá a zárove¬ se pohybuje opa£ným sm¥rem (klesá kvadraticky z 10 a.u. na
2,5 a.u. a posouvá se z 59 cm−1 na 58 cm−1).
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4.3 Ramanova spektra lysozymu

Nam¥°ená data byla zpracována postupem uvedeným v kapitole 3.4.3. Z t¥chto
výsledk· vytvo°íme diferen£ní spektra proteinu pro £asovou i teplotní závislost
(obr. 4.11 a 4.12). Pokaºdé bylo od aktuálního spektra ode£teno první nam¥-
°ené a celkový rozdíl byl vynásoben faktorem 10, respektive 2 pro £asovou,
respektive teplotní závislost.

Obrázek 4.11: Diferen£ní spektra pro £asovou závislost Ramanových spekter
lysozymu. Diferen£ní spektra byla vytvo°ena ode£tením prvního spektra a pro
snadn¥j²í zobrazení vynásobena faktorem 10.

P°i opakovaném m¥°ení se bohuºel ukázalo, ºe zm¥ny, které jsou pozorova-
telné v £asové závislosti (obr. 4.11), jsou sice £áste£n¥ reálné, ale bohuºel jsou
natolik malé, ºe jsou p°ekryty artefaktem, který vzniká vlivem posunu kalib-
race. To m·ºe být zp·sobeno nepatrnými �uktulacemi teploty v laborato°i (a
to i p°es pouºití klimatizace). Z £asové závislosti Ramanových spekter tedy
nelze získat ºádnou podstatnou informaci a tudíº jsme ani neprovád¥li 2DKoS.
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Obrázek 4.12: Diferen£ní spektra pro teplotní závislost Ramanových spekter
lysozymu. Diferen£ní spektra byla vytvo°ena ode£tením prvního spektra a pro
snadn¥j²í zobrazení vynásobena faktorem 2.

Naproti tomu zm¥ny v teplotní závislosti jsou dostate£n¥ zt°etelné a jiº
z t¥chto diferen£ních spekter lze °íci n¥co o zm¥nách, které ve spektru probí-
hají. Ze zm¥ny tvaru a intenzity pásu na 1659 cm−1 lze usoudit, ºe dochází ke
vzr·stu obsahu β-skládaných list· a poklesu α-helix· (Tensmeyer et al., 1996).
Dále jsou patrné posuvy v pásech, které p°íslu²ejí aromatickým postranním
°et¥zc·m: tryptofan na 1553 cm−1 a 760 cm−1 a tryptofan a fenylalanin v ob-
lasti 1012 cm−1. Dále je patrný posuv pásu p°íslu²ející disul�dovému m·stku
v konformaci gauche-gauche-gauche na 508 cm−1 (to znamená, ºe fragment Cα-
Cβ-S-S-Cβ-Cα zaujímá takovou konformaci, kdy torzní úhel S-S vazby je cca
90° a velikosti obou dihedrálních úhl· mezi koncovým uhlíkem a vzdálen¥j²ím
atomem síry jsou p°ibliºn¥ 60°).

Na teplotní závislost byla také aplikována faktorová analýza, jejíº výstup je
na obrázku 4.13. Je zde vid¥t, ºe p°i oh°ívání dojde nejprve k výrazné zm¥ne ve
spektru, která se poté zpomalí. Druhé subspektrum zachycuje n¥jakou pozvol-
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nou zm¥nu, která probíhá po celou dobu zah°ívání p°ibliºn¥ stejn¥ rychle. T°etí
subspektrum poté zachycuje pravd¥podobn¥ spektrum �brilovaného proteinu,
protoºe se jeho p°ítomnost ve spektru nejprve zvý²í a poté postupn¥ ubývá.
Dochází tedy k rozpadu �brilární struktury a p°evládá agregovaná forma ly-
sozymu, coº také zachycovala p°edchozí subspektra.

Dále byla provedena 2DKoS z teplotní závislosti, jejíº výsledky jsou na
obrázcích 4.14 a 4.15. Zm¥ny pás· jsou shrnuty v tabulce 4.1. V 2D spek-
tru si lze pov²imnout n¥kolika velkých zm¥n. Ta nejpatrn¥j²í je v oblasti okolo
1660 cm−1 a odhaluje dva pásy, které se m¥ní v opa£ném sm¥ru. Jedná se o p°e-
lévání intenzity mezi pásy na ca 1680 a 1640 cm−1, p°i£emº pás na 1680 cm−1

roste. Jedná se tedy o vzr·st podílu β-skládaného listu a pokles podílu α-helixu
(Tensmeyer et al., 1996), coº potvrzuje výsledky z diferen£ních spekter a také
p°edchozí studie (Shasilov et al., 2007; Shasilov et al., 2008). Dále je z t¥chto
výsledk· vid¥t, ºe rozbalování proteinu je vícestup¬ové. Nejprve dochází k ná-
r·stu obsahu β-skládaných list· (pás na 1680 cm−1), následuje úbytek obsahu
α-helikální struktury (pás na 1640 cm−1) a posledním krokem je op¥t nár·st
obsahu β-skládaných list· (pás na 1229 cm−1). Zárove¬ také dochází k vy-
stavování tryptofanu vlivu vodního prost°edí (pom¥r pás· 1360 a 1340 cm−1

se sniºuje �Overman et al., 1995). Toto vystavování p°edchází vzr·stu obsahu
druhé £ásti β struktur, ale jiº bohuºel nelze °íci, v jakém £asovém vztahu je
k ostatním zm¥nám.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S A

1680 (β-skl. l.1) 1640 (α-helix1) − +
1680 (β-skl. l.1) 1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu

2,3) − −
1680 (β-skl. l.1) 1229 (β-skl. l.1) + +
1680 (β-skl. l.1) 1129 (Ile, Val, Leu, Trp 2,3) − −
1640 (α-helix1) 1229 (β-skl. l.1) − −

1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu
2,3) 1229 (β-skl. l.1) − Ö

1361 (Trp dublet 1,2,3) 1229 (β-skl. l.1) − +
1229 (β-skl. l.1) 1129 (Ile, Val, Leu, Trp 2,3) − −

Tabulka 4.1: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost Ramanových spekter ly-
sozymu (+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu a Ö zna£í, ºe pás se
v daném spektru nevyskytuje). P°i°azení pás· byla provedena podle: 1 � Ten-
smeyer et al., 1996; 2 � Overman et al., 1999; 3 � Tuma, 2005.
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Obrázek 4.13: Výsledky faktorové analýzy pro teplotní závislost Ramanových
spekter lysozymu.

50



Obrázek 4.14: Synchronní spektrum 2DKoS teplotní závislosti Ramanových
spekter lysozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).

Obrázek 4.15: Asynchronní spektrum 2DKoS teplotní závislosti Ramanových
spekter lysozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).
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4.4 Spektra Ramanovy optické aktivity lysozymu

Tyto výsledeky byly získány zárove¬ s m¥°ením Ramanových spekter. Data
byla zpracována postupy uvedenými v kapitole 3.4.2.

Získaná spektra £asové závislosti jsou zobrazena na obrázcích 4.16 a 4.17.
Za pov²imnutí stojí skute£nost, ºe spektrum v £ase T = 18h je velmi podobné
spektru p°i teplot¥ t = 30�. Z toho lze usoudit, ºe p°i teplotním m¥°ení pro-
b¥hl nejprve velmi zrychlen¥ celý proces �brilace, který je zachycen v £asovém
m¥°ení a poté do²lo k rozkladným proces·m p°i denaturaci a pravd¥podob-
nému vzniku oligomerních struktur. Tomu nasv¥d£uje i fakt, ºe spektrum p°i
teplot¥ t = 60� svým tvarem p°ipomíná spektra z niº²ích £as·.

Obrázek 4.16: Série nam¥°ených ROA spekter lysozymu pro £asovou závislost.

Nejprve byla na výsledky £asové závislosti �brilace lysozymu aplikována
faktorová analýza, a to jak na p·vodní výsledky, tak na výsledky p°em¥°ené.
Výstupy jsou vid¥t na obrázcích 4.23, 4.24 a 4.25. Z obrázku 4.24 je patrné, ºe
takto malý £asový krok (40 min.) není vhodný, protoºe ve vzorku dochází k sil-
ným �uktulacím. Pravd¥podobn¥ pozorujeme lokální tvorbu a rozpad �bril. Je
proto vhodn¥j²í zvolit pon¥kud del²í £asový úsek, kde by do²lo k vyst°edo-
vání t¥chto d¥j·. Z obrázku 4.25 je vid¥t, ºe p°i zdvojnásobení £asového kroku
(80 min.) dojde k £áste£nému vyrovnání t¥chto �uktulací a pokud zvolíme
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Obrázek 4.17: Série nam¥°ených ROA spekter lysozymu pro teplotní závislost.

£asový krok 2 h (viz obr. 4.23 a 4.26), je pr·b¥h tvorby t¥chto �bril jiº do-
state£n¥ lineární. Z toho lze nahlédnout, ºe u prvního m¥°ení byl £asový krok
zvolen správn¥. U druhého m¥°ení se v £ase 4 h objevuje zá°ez, který by mohl
být zp·soben n¥kolika faktory. Jednou moºností je tvorba usazeniny, která se
následn¥ rozpustila, nebo také mohlo jít o ne£istotu ve vzorku, která zp·so-
bila lokální oh°ev a rozpu²t¥ní vytvo°ených �bril. Vzhledem k této nekvalit¥
opakovaného m¥°ení jsme se p°i zpracování v¥novali pouze prvnímu m¥°ení,
u kterého se tato chyba neobjevuje.

Pro dal²í zpracování bylo vzato jen prvních 8 spekter, protoºe ta se nachá-
zejí na náb¥ºné hran¥ k°ivky v koe�cientech prvního subspektra. Tato spektra
tedy zachycují tvorbu �bril a zbylá spektra zachycují sedimentaci vzorku a
nenesou tedy ºádnou informaci o procesu �brilace. Výsledky 2DKoS jsou zob-
razeny na obrázcích 4.18 a 4.19 a shrnuty v tabulce 4.3..

Ze spekter teplotní závislosti byla také provedena faktorová analýza, jejíº
výstup je na obrázku 4.22. Z pohledu na pr·b¥h koe�cient· prvního subspektra
je z°ejmé, ºe hlavní d¥j prob¥hne velmi rychle jedním sm¥rem a poté pomalu
probíhá opa£ným sm¥rem. To potvrzuje domn¥nku, ºe p°i tomto m¥°ení nej-
prve prob¥hne �brilace a poté proces denaturace vlivem teploty. Toto tvrzení
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Obrázek 4.18: Synchronní spektrum 2DKoS teplotní závislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).

Obrázek 4.19: Asynchronní spektrum 2DKoS teplotní závislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).
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se v²ak neshoduje s p°edpokladem, ºe denaturace a �brilace jsou stejné pro-
cesy (Arnaudov et al., 2005). Skute£nost, ºe se jedná o rozdílné procesy by také
vysv¥tlovala výsledek pozorování z p°edchozí práce autor· (Arnaudov et al.,
2003), ve které zjistili, ºe �brily vytvo°ené zah°átím vzorku lze po krátké dob¥
vrátit zp¥t, ale u star²ích �bril jiº to není moºné. Auto°i usuzují, ºe po del²í
dob¥ dochází k upevn¥ní vazeb, ale na²e zji²t¥ní napovídají spí²e denaturaci
vzorku.

Z t¥chto dat byla provedena 2DKoS, jejíº výsledky jsou na obrázcích 4.20
a 4.21. P°ehledn¥ jsou pak shrnuty v tabulce 4.2.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) Synch. Asynch.
1667 (α-helix) 1647 (α-helix) + −
1667 (α-helix) 1613 (α-helix) + −
1667 (α-helix) 1459 (CH2, CH3) + −
1667 (α-helix) 1432 (CH2, CH3) + −
1667 (α-helix) 1343 (α-helix) + +
1667 (α-helix) 1117 + +
1667 (α-helix) 1008 + +
1647 (α-helix) 1551 (Trp) + +
1647 (α-helix) 1343 (α-helix) + +
1647 (α-helix) 1302 (α-helix) + +
1647 (α-helix) 1117 + +
1647 (α-helix) 1008 + +

1613 1343 (α-helix) + +
1613 1008 (α-helix) + +

1551 (Trp) 1432 (CH2, CH3) + −
1551 (Trp) 1343 (α-helix) + +
1551 (Trp) 1008 + +

1459 (CH2, CH3) 1343 (α-helix) + −
1459 (CH2, CH3) 1302 (α-helix) + +
1459 (CH2, CH3) 1117 + +
1459 (CH2, CH3) 1008 + +
1432 (CH2, CH3) 1343 (α-helix) + +
1432 (CH2, CH3) 1302 (α-helix) + +
1432 (CH2, CH3) 1117 + +
1432 (CH2, CH3) 1008 + +
1343 (α-helix) 1244 (β-vlákna) + −
1244 (β-vlákna) 1008 + −

Tabulka 4.2: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost ROA spekter lysozymu
(+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu). P°i°azení pás· bylo provedeno
podle Barron et al., 2000.
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Obrázek 4.20: Synchronní spektrum 2DKoS £asové závislosti ROA spekter ly-
sozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).

Obrázek 4.21: Asynchronní spektrum 2DKoS £asové závislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pásy jsou zna£eny £erven¥ a záporné mod°e).
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Obrázek 4.22: Výsledky faktorové analýzy pro teplotní závislost ROA spekter
lysozymu.

57



Obrázek 4.23: Výsledky faktorové analýzy pro £asovou závislost ROA spekter
lysozymu (m¥°eno s £asovým krokem 2 h).
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Obrázek 4.24: Výsledky faktorové analýzy pro £asovou závislost p°em¥°ených
ROA spekter lysozymu, u nichº byly bloky vzaty samostatn¥ (doba akumulace
40 min.).
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Obrázek 4.25: Výsledky faktorové analýzy pro £asovou závislost p°em¥°ených
ROA spekter lysozymu, u nichº byly bloky spojeny po dvojicích (doba aku-
mulace 80 min.).
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Obrázek 4.26: Výsledky faktorové analýzy pro £asovou závislost p°em¥°ených
ROA spekter lysozymu, u nichº byly bloky spojeny po trojicích (doba akumu-
lace 2 h).
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ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) Synch. Asynch.
1667 (α-helix) 1647 (α-helix) + +
1667 (α-helix) 1551 (Trp) + +
1667 (α-helix) 1432 (CH2, CH3) + +
1667 (α-helix) 1343 (α-helix) + +
1667 (α-helix) 1302 (α-helix) + +
1667 (α-helix) 1117 + +
1667 (α-helix) 1008 + +
1667 (α-helix) 983 + +
1667 (α-helix) 965 + +
1667 (α-helix) 891 + +
1551 (Trp) 1462 + −

1462 (CH2, CH3) 1117 + +
1462 (CH2, CH3) 983 + +
1462 (CH2, CH3) 965 + +
1343 (α-helix) 1244 (β-vlákna) + −
1343 (α-helix) 983 + +

Tabulka 4.3: Korela£ní tabulka pro £asovou závislost ROA spekter lysozymu
(+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu). P°i°azení pás· bylo provedeno
podle Barron et al., 2000.

Dále jsme se pokusili o vyuºití hlavní výhody 2DKoS, tedy o její hete-
rospektrální variantu. Jako vstupní data jsme si vzali teplotní závislost ROA a
Ramanových spekter lysozymu. Výsledek heterospektrální korelace je zobrazen
na obrázku 4.27 a zm¥ny ve spektru jsou p°ehledn¥ shrnuty v tabulce 4.4. Tato
metodika nám umoºní p°enést vysv¥tlení n¥kterých pás· z Ramanova spektra
na jejich pravd¥podobné ekvivalenty v ROA spektru.

Je zde kup°íkladu vid¥t, ºe jsou spolu korelovány pásy v Ramanov¥ spektru
na pozicích okolo 500 cm−1 (disul�dové m·stky � Tensmeyer et al., 1996) s pásy
v ROA spektru na stejné pozici. To by potvrzovalo hypotézu, ºe na stejné
pozici by se m¥ly nacházet signály od t¥chto m·stk· i v ROA spektrech (Zhu
et al., 2005; Kapitán et al., 2005; Kapitán et al., 2006b). V sou£asné dob¥
existují teoretické výpo£ty modelových molekul s disul�dovými m·stky, které
tuto teorii potvrzují (Bednárová et al., 2009). Toto m¥°ení by se tedy dalo
povaºovat za první potvrzení této teoretické p°edpov¥di u reálného proteinu.
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Obrázek 4.27: Heterospektrální korelace teplotní závislosti Ramanových (svislá
osa) a ROA (vodorovná osa) spekter lysozymu.
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ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) Synch.

1667 (α-helix5) 1680 (β-vlákna1) −
1667 (α-helix5) 1012 −
1647 (α-helix5) 1680 (β-vlákna1) +

1462 (CH2, CH3
5) 1640 (α-helix1) −

1462 (CH2, CH3
5) 1553 (Trp W3 4) −

1462 (CH2, CH3
5) 1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu

2,3) −
1462 (CH2, CH3

5) 1336 (Trp dublet1,2,3) −
1462 (CH2, CH3

5) 1258 (amide III, Trp2,3) −
1368 1680 (β-vlákna1) −
1368 1640 (α-helix1) −
1368 1553 (Trp W3 4) −
1368 1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu

2,3) −
1368 1336 (Trp dublet1,2,3) −
1368 1258 (amide III, Trp2,3) −

1343 (α-helix5) 1680 (β-vlákna1) −
1343 (α-helix5) 1640 (α-helix1) −
1343 (α-helix5) 1553 (Trp W3 4) −
1343 (α-helix5) 1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu

2,3) −
1343 (α-helix5) 1336 (Trp dublet1,2,3) −
1343 (α-helix5) 1258 (amide III, Trp2,3) −

1008 1680 (β-vlákna1) −
1008 1448 (δ CH2, CH3, Lys, Ile, Leu

2,3) +

Tabulka 4.4: Korela£ní tabulka pro heterospektrální teplotní závislost ROA
(ν1) a Ramanových (ν2) spekter lysozymu (+ a − zna£í znaménko kroskore-
la£ního pásu). P°i°azení pás· byla provedena podle: 1 � Tensmeyer et al., 1996;
2 � Overman et al., 1999; 3 � Tuma, 2005; 4 � Miura et al., 1995; 5 � Barron
et al., 2000.
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4.5 FTIR spektra NKR�P1

Z FA spekter druhých derivací FTIR spekter proteinu NKR�P1C (viz obr. 4.29)
vidíme, ºe proces denaturace probíhá ve dvou fázích. K p°echodu dochází p°i
teplot¥ ca 35 �. Zastoupení prvního subspektra je nejprve konstantní a poté
dojde k poklesu jeho obsahu. Záporný pás na pozici 1655 cm−1 odpovídá po-
klesu p°ítomnosti α−helixu nebo neuspo°ádané struktury (Tensmeyer et al.,
1996). Tyto struktury od sebe nelze rozli²it bez dodate£ného m¥°ení v D2O.
Vzhledem k tomu, ºe struktura tohoto proteinu není známá, nem·ºeme ani
usuzovat, které z t¥chto struktur tento úbytek náleºí. Obsah obou struktur je
pravd¥podobn¥ v proteinu p°ibliºn¥ stejný, a proto se zde budou uplat¬ovat
oba p°ísp¥vky. Kladné pásy, které jsou p°ítomny na 1632 resp. 1662 cm−1,
odpovídají nár·stu obsahu β−skládaných list· resp. neuspo°ádané struktury
(Tensmeyer et al., 1996). Druhé subspektrum obsahuje pouze jeden významný
pás na pozici ca 1640 cm−1. Jeho zastoupení postupn¥ vzr·stá aº do teploty
35 � a pak dochází k postupnému poklesu. To by nazna£ovalo tvorbu tepeln¥
indukovaných struktur, které se pak s postupnou denaturací proteinu za£ínají
rozpadat. T°etí subspektrum má klesající tendenci a jedná se tedy pravd¥po-
dobn¥ o n¥jaké teplotn¥ závislé procesy.

Celkov¥ lze tedy usuzovat, ºe denatura£ní procesy jsou zde spojeny s ná-
r·stem obsahu β-struktur.

(a) (b)

Obrázek 4.28: Druhá derivace FTIR spekter (vyhlazeno Savitzki�Golayovou
funkcí p°es 25 bod·) proteinu NKR�P1A (a) a NKR�P1C (b).

P°i pohledu na FA nederivovaných spekter (viz obr. 4.30) je patrné, ºe do²lo
ke zm¥ne spekter u teplot 55 a 60 �. Hlub²í zm¥ny t¥chto spekter v²ak bohu-
ºel nejsou patrné, a proto jsme se nederivovaným spektr·m dále nev¥novali a
pro provedení 2D korelace jsme si dále vzali pouze spektra druhých derivací.
Tyto výsledky jsou na obrázcích 4.33(a) a 4.33(b). P°ehledn¥ jsou shrnuty
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Obrázek 4.29: Faktorová analýza druhých derivací (vyhlazeno Savi-
tzki�Golayovou funkcí p°es 25 bod·) FTIR spekter proteinu NKR�P1C v ob-
lasti amidu I.
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v tabulce 4.5. Bohuºel v²ak vzhledem k nízké objasn¥nosti FTIR spekter ne-
bylo moºné p°i°adit dostate£né mnoºství pás·, a tudíº ani interpretace t¥chto
výsledk· není dost dob°e moºná.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S A

1685 (Asn, ν(C=0), β-skl. l.1) 1670 (oto£ky1) + −
1685 (Asn, ν(C=0), β-skl. l.1) 1635 (Arg, νs(CN3H

+
5 ) 2) − +

1685 (Asn, ν(C=0), β-skl. l.1) 1615 + −
1668 (oto£ky1) 1648 − −
1662 (oto£ky1) 1635 (Arg, νs(CN3H

+
5 ) 2) + +

1648 1635 (Arg, νs(CN3H
+
5

2) + −
1648 1615 − +

Tabulka 4.5: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu I spekter
druhých derivací FTIR spekter NKR�P1C (+ a − zna£í znaménko kroskore-
la£ního pásu). P°i°azení pás· provedeno podle: 1 � Barth et al., 2002; 2 � Barth,
2000.

Z FA spekter druhých derivací FTIR spekter proteinu NKR�P1A (viz
obr. 4.31) vidíme, ºe proces denaturace také probíhá ve dvou fázích. K p°e-
chodu dochází p°i teplot¥ ca. 30 �. Zastoupení prvního subspektra nejprve
roste a p°i teplot¥ ca. 30� dochází ke klesání. Subspektrum obsahuje výrazný
pás na 1635 cm−1, který vyjad°uje zastoupení β−skládaných list·, p°ípadn¥
argininu a valen£ní vibraci CN3H

+
5 . Dal²í pás je na 1657 cm−1, který od-

povídá obsahu α−helixu a neuspo°ádané struktury (Tensmeyer et al., 1996).
Poslední významný pás je na 1685 cm−1, který odpovídá obsahu β-skládaných
list·, p°ípadn¥ aspariginu a valen£ní C=O vibraci (Barth et al., 2002). Za-
stoupení druhého subspektra pomalu roste po celou dobu oh°ívání a vyja-
d°uje tedy pravd¥podobn¥ proces denaturace. Obsahuje kladný výrazný pás
na 1635 cm−1, který odpovídá obsahu β−skládaných list·, p°ípadn¥ argininu
a valen£ní vibraci CN3H

+
5 a záporný pás na 1645 cm−1. T°etí subspektrum se

ve v²ech spektrech vyskystuje se zhruba stejným zastoupením a také jeho tvar
odpovídá spí²e náhodným zm¥nám neº n¥jaké tendenci ve spektru.

Op¥t je z t¥chto výsledk· moºné usuzovat na spojení nárustu obsahu β-
struktur a procesu denaturace.

Z FA nederivovaných spekter proteinu NKR�P1A(viz obr. 4.32) op¥t nelze
získat hlub²í informace, a proto jsme 2D korela£ní analýzu op¥t provedli pouze
z derivovaných spekter (viz obr. 4.34(a) a 4.34(b)). Její výsledky jsou p°ehledn¥
shrnuty v tabulce 4.6. Op¥t není moºné dostate£n¥ dob°e interpretovat spektra
a jejich zm¥ny. Lze v²ak konstatovat, ºe zm¥ny u obou forem proteinu probíhají
pon¥kud jiným zp·sobem. To je patrné zejména na posunu v¥t²iny 2D obrazc·
sm¥rem k niº²ím vlno£t·m u proteinu NKR�P1A. To v²ak m·ºe být do jisté
míry dáno jejich rozdílnou sekvencí a tedy i strukturou, coº je také patrné i
na samotných spektrech (viz obr. 4.28).
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Obrázek 4.30: Faktorová analýza oblasti amidu I FTIR spekter proteinu
NKR�P1C.
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Obrázek 4.31: Faktorová analýza druhých derivací (vyhlazeno Savi-
tzki�Golayovou funkcí p°es 25 bod·) FTIR spekter proteinu NKR�P1A v ob-
lasti amidu I.
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Obrázek 4.32: Faktorová analýza oblasti amidu I FTIR spekter proteinu
NKR�P1A.
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(a) (b)

Obrázek 4.33: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu I dru-
hých derivací (vyhlazeno Savitzki�Golayovou funkcí p°es 25 bod·) FTIR spek-
ter proteinu NKR�P1C.

(a) (b)

Obrázek 4.34: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu I dru-
hých derivací (vyhlazeno Savitzki�Golayovou funkcí p°es 25 bod·) FTIR spek-
ter proteinu NKR�P1A.
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ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S A

1690 (β-skl. l.1) 1645 − Ö

1690 (β-skl. l.1) 1652 + Ö

1662 (oto£ky1) 1645 + Ö

1662 (oto£ky1) 1630 (HisH+
2 , ν(C=C)

1,2) − −
1645 1630 (HisH+

2 , ν(C=C)
1,2) − −

1635 (Arg, νs(CN3H
+
5

2) 1610 − −

Tabulka 4.6: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu I spekter
druhých derivací FTIR spekter NKR�P1A (+ a − zna£í znaménko kroskore-
la£ního pásu a Özna£í, ºe se pás ve spektru nevyskytuje). P°i°azení provedeno
podle: 1 � Barth et al., 2002; 2 � Barth, 2000.

4.6 Ramanova spektra NKR�P1

Z FA Ramanových spekter proteinu NKR�P1A v oblasti amidu I (viz obr. 4.36)
lze nahlédnout, ºe probíhající zm¥ny jsou pom¥rn¥ chaotické. První subspek-
trum obsahuje výrazný pás na pozici 1665 cm−1 (β-skládané listy � Tensmeyer
et al., 1995) a dále men²í pás na 1615 cm−1. Zastoupení tohoto subspektra je
v²ak velmi neuspo°ádané a nevykazuje ºádnou významn¥j²í tendenci. Druhé
subspektrum obsahuje výrazný pás na pozici 1628 cm−1 a na pozici 1680 cm−1

(β-skládané listy � Tensmeyer et al., 1995). Tyto pásy mají opa£né znaménko a
samotné zastoupení tohoto subspektra také siln¥ osciluje okolo nuly a tedy na-
zna£uje n¥jaké náhodné oscilace ve vzorku. Pouze t°etí subspektrum vykazuje
výrazn¥j²í tendenci, kdy u vy²²í teploty klesá jeho zastoupení. Toto spektrum
obsahuje výrazné kladné pásy na pozicích 1622 cm−1, 1638 cm−1 a 1665 cm−1.
Dále obsahuje záporné pásy na pozicích 1610 cm−1 a 1690 cm−1.

Z t¥chto výsledk· bohuºel nelze kv·li jejich náhodné tendenci získat ºádné
podrobn¥j²í informace o procesu zm¥n ve vzorku. Zdá se v²ak, ºe je op¥t moºné
spojit denatura£ní procesy s tvorbou β-struktur.

P°i analýze výsledk· FA v oblasti amidu III (viz obr 4.38) si pov²imneme
výrazného pásu na pozici 1235 cm−1 (β-skládané listy � Tensmeyer et al.,
1995) v prvním subspektru. Zastoupení tohoto subspektra je pom¥rn¥ stálé aº
na teploty 85 a 90�, kdy dojde k poklesu jeho zastoupení. Druhé subspektrum
obsahuje záporný pás na stejné pozici a také kladný pás na pozici 1278 cm−1.
Zastoupení tohoto subspektra je nejprve konstantní, ale od teploty 60� za£ne
jeho podíl stoupat. To nazna£uje, ºe toto spektrum zachycuje zm¥ny související
s denaturací. Poslední subspektrum obsahuje velké mnoºství dublet·, které
tak pravd¥podobn¥ zachycují posuvy pozic n¥kterých pás· v této oblasti. Dále
obsahuje také n¥které men²í zm¥ny ve spektru.

Z FA Ramanových spekter proteinu NKR�P1C v oblasti amidu I (viz
obr. 4.37) je vid¥t, ºe k denatura£nímu p°echodu dochází zhruba v oblasti
ca. 40 aº 60 �. První subspektrum obsahuje výrazný záporný pás na pozici
1665 cm−1 (β-skládané listy � Tensmeyer et al., 1995) a dva drobn¥j²í záporné
pásy na pozicích 1618 a 1605 cm−1. Druhé subspektrum obsahuje záporný pás
na pozici 1625 cm−1 a kladný pás na 1680 cm−1 (β-skládané listy � Tensmeyer
et al., 1995). Jeho pro�l zastoupení kopíruje zastoupení prvního subspektra.
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(a) (b)

Obrázek 4.35: Ramanova spektra teplotních závislostí protein· NKR�P1A (a)
a NKR�P1C (b). Zna£eny jsou pásy nativního proteinu (£ern¥). Teplotní krok
je 5 � a rozsah teplot je 5�95 � pro NKR�P1A a 5�90 � pro NKR�P1C.

Poslední subspektrum obsahuje n¥kolik dublet·, které vyjad°ují posuvy pás·
a jeho zastoupení postupn¥ od teploty ca. 60 � klesá.

Op¥t se zde potvrzuje, ºe denaturace proteinu je spojena s tvorbou β-
struktur.

P°i analýze výsledk· FA v oblasti amidu III (viz obr 4.39) se v prvním sub-
spektru nacházejí záporné pásy na pozicích 1235 (β-skládané listy � Tensmeyer
et al., 1995) a 1252 cm−1. Zastoupení tohoto subspektra je velmi neuspo°ádané
a nesleduje ºádný rozumný trend. Odchylky od pr·m¥rné hodnoty zastoupení
jsou v²ak pom¥rn¥ malé, a proto m·ºeme obsah tohoto subspektra povaºovat
za konstantní. Druhé subspektrum obsahuje záporný pás na pozici 1230 cm−1

(β-skládané listy � Tensmeyer et al., 1995) a dal²í slabý záporný pás na pozici
1293 cm−1. Zastoupení tohoto spektra je aº do teploty 65 � konstantní a pak
za£íná pomalu nar·stat. T°etí subspektrum obsahuje pom¥rn¥ významný pás
na pozici 1218 cm−1. Zastoupení tohoto subspektra pomalu vzr·stá ze zápor-
ných hodnot ke svému maximu okolo teplot 55 � a poté si jiº drºí vícemén¥
konstantní hodnotu.

Op¥t se zde potvrzuje, ºe denaturace proteinu je spojena s tvorbou β-
struktur.

Výsledky 2DKoS pro oblast amidu I, resp. amidu III pro protein NKR�P1A
jsou zobrazeny na obrázku 4.40, resp. 4.41. P°ehledn¥ jsou pak shrnuty v ta-
bulce 4.7, resp. 4.8. Bohuºel v oblasti amidu I nelze p°i°adit spolehliv¥ v²echny
pásy k p°íslu²ným sekundárním strukturám a není tedy moºné ur£it jednotlivé
kroky denatura£ního procesu. V oblasti amidu III je situace s p°i°azením sice
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Obrázek 4.36: Faktorová analýza oblasti amidu I Ramanových spekter proteinu
NKR�P1A.
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Obrázek 4.37: Faktorová analýza oblasti amidu I Ramanových spekter proteinu
NKR�P1C.
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Obrázek 4.38: Faktorová analýza oblasti amidu III Ramanových spekter pro-
teinu NKR�P1A.
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Obrázek 4.39: Faktorová analýza oblasti amidu III Ramanových spekter pro-
teinu NKR�P1C.
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lep²í, ale na p°i°azení α-helikálních struktur nelze spoléhat, protoºe mohou být
p°ekryty vibracemi postranních °et¥zc· (Tensmeyer et al., 1995).

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S. A.
1685 (β-skl. l.1) 1625 − −
1642 (α-helix1) 1625 + −
1642 (α-helix1) 1590 (Trp, Phe2,3) + −

1630 1625 + −
1625 1600 + +

Tabulka 4.7: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu I Ramano-
vých spekter NKR�P1A (+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu). P°i-
°azení pás· provedeno podle: 1 � Tensmeyer et al.; 2 � Overman et al., 1999;
3 � Tuma, 2005.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S. A.
1277 (α-helix, Tyr1,2) 1235 (β-skl. l.1) − +

1265 (α-helix1) 1235 (β-skl. l.1) − +
1245 (neusp. struktura1) 1225 + +

1235 (β-skl. l.1) 1215 (Phe, Tyr, Trp1,2) + −

Tabulka 4.8: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu III Ra-
manových spekter NKR�P1A (+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu).
P°i°azení pás· provedeno podle: 1 � Overman et al., 1999; 2 � Tuma, 2005.

Výsledky 2DKoS pro oblast amidu I, resp. amidu III pro protein NKR�P1C
jsou zobrazeny na obrázku 4.42, resp. 4.43. P°ehledn¥ jsou pak shrnuty v ta-
bulce 4.9, resp. 4.10. Situace ohledn¥ p°i°azení jednotlivých pás· je zde velmi
podobná jako u první formy tohoto proteinu. Op¥t nelze spolehliv¥ rozhodnout
o po°adí jednotlivých proces·. Z t¥chto výsledk· je ale op¥t vid¥t, ºe zm¥ny
v t¥chto oblastech probíhají u obou forem proteinu pon¥kud jiným zp·sobem.

ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S. A.
1690 (β-skl. l.1) 1630 − −

1660 (neusp. struktura1) 1630 + +
1610 1600 (Phe, Tyr2,3) + +

1600 (Phe, Tyr2,3) 1590 (Trp, Phe2,3) + −

Tabulka 4.9: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu I Ramano-
vých spekter NKR�P1C (+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu). P°i-
°azení pás· provedeno podle: 1� Tensmeyer et al.; 2 � Overman et al., 1999;
3 � Tuma, 2005.
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(a) (b)

Obrázek 4.40: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu I Ra-
manových spekter proteinu NKR�P1A.

(a) (b)

Obrázek 4.41: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu III
Ramanových spekter proteinu NKR�P1A.
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(a) (b)

Obrázek 4.42: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu I Ra-
manových spekter proteinu NKR�P1C.

(a) (b)

Obrázek 4.43: Synchronní (a) a asynchronní (b) spektrum oblasti amidu III
Ramanových spekter proteinu NKR�P1C.
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ν1 (cm−1) ν2 (cm−1) S. A.
1295 (α-helix1) 1275 (α-helix1) + +
1295 (α-helix1) 1225 − −

1283 (α-helix, Tyr1,2) 1225 − −
1277 (α-helix1) 1215 (Phe, Tyr, Trp1,2) + +
1230 (β-skl. l.1) 1215 (Phe, Tyr, Trp1,2) − −

Tabulka 4.10: Korela£ní tabulka pro teplotní závislost oblasti amidu III Ra-
manových spekter NKR�P1C (+ a − zna£í znaménko kroskorela£ního pásu).
P°i°azení pás· provedeno podle: 1 � Overman et al., 1999; 2 � Tuma, 2005.
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5 Záv¥r

V pr·b¥hu diplomové práce bylo vytvo°eno gra�cké uºivatelské prost°edí jako
nadstavba pro jiº existující rutiny pro 2D korela£ní spektroskopii (viz kap. 4.1).
Dále bylo provedeno jejich d·kladné otestování a roz²í°ení metodiky pro po-
uºití na spektra vibra£ní optické aktivity (viz kap. 4.2). Tento program byl
spolu s roz²í°ením metodiky prezentován na mezinárodní konefrenci Technical
Computing Prague 2008 (viz P°íloha 1a a 1b).

Poda°ilo se zm¥°it spektra Ramanovy optické aktivity (ROA) a Rama-
nova spektra lysozymu v £asové a teplotní závislosti. Na t¥chto výsledcích byla
následn¥ provedena 2D korela£ní spektroskopie (2DKoS) a faktorová analýza
(FA) (viz kap. 4.3). Z Ramanových spekter teplotní závislosti bylo usouzeno
na moºný postup p°i denaturaci proteinu. K té dochází pravd¥podobn¥ ve
t°ech stupních, kdy se nejprve zvy²uje obsah β-skládaných list·, poté dojde
k úbytku α-helixu a nakonec op¥t k nárustu obsahu β-skládaných list·. Dále se
poda°ilo potvrdit domn¥nku, ºe denaturace lysozymu a jeho �brilace jsou dva
rozdílné procesy. Pomocí heterospektrální analýzy se poda°ilo pravd¥podobn¥
potvrdit p°ítomnost signálu S-S m·stk· v ROA spektrech. Tyto výsledky byly
prezentovány na konferenci ECSBM 2009 (viz P°íloha 2).

Dále byla zm¥°ena spektra infra£ervené absorp£ní spektroskopie s Fourie-
rovou transformací (FTIR) a Ramanova spektra teplotní závislosti protein·
NKR�P1A a NKR�P1C. Z FTIR spekter byla pro oblast amidu I vypo£tena
2DKoS a také byla aplikována FA. Pro Ramanova spektra bylo u£in¥no totéº,
ale pro oblasti amidu I i amidu III. Nízká kvalita FTIR spekter v²ak neumoºnila
dostate£n¥ interpretovat pr·b¥h strukturních zm¥n p°i procesu denaturace. Lze
pouze konstatovat, ºe tyto zm¥ny u obou forem probíhají odli²n¥ a jsou spojené
s nár·stem obsahu β-skládaných list·. Do stejné situace jsme se dostali i p°i
vyhodnocování Ramanových spekter. Op¥t ²lo pouze konstatovat, ºe zm¥ny se
d¥jí lehce odli²ným zp·sobem a jejich spojení s obsahem β-skládaných list·.
Potíºe p°i interpretaci po°adí spektrálních zm¥n jsou dány tím, ºe oba vzorky
proteinu NKR�P1 byly nekomer£ního p·vodu a nebylo je moºné získat v do-
state£né £istot¥ a koncentraci. Navíc samotné vlastnosti proteinu nazna£ují,
ºe denatura£ní procesy jsou velmi rychlé a souvisí s vystavením hydrofóbní
β-struktury.
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T. Pazderka, V. Kopecký Jr.

Institute of Physics, Faculty of Mathematics and Physics, Charles University, Ke Karlovu 5,
Prague 2, 121 16, Czech Republic

Two dimensional correlation spectroscopy (2DCoS) is a powerful tool of modern spec-
troscopy. 2DCoS originates in NMR spectroscopy but nowadays it is using a different approach.
Instead of using femtosecond lasers and pulse measurement, the system of interest is perturbed
by some external variable (pressure, pH, temperature, etc.) and then analyzed by one or more
spectroscopic techniques. Obtained series of spectra are then treated by special mathematical
algorithms and converted into a two-dimensional spectra. There are two kinds of 2DCoS – homo-
and heterospectral correlations between two spectra of the same and different kind of spectro-
scopic techniques, respectively.

This 2D spectrum contains a lot of information about the system. First part of the
spectrum, the synchronous spectrum, contains simultaneous or coincidental changes of measured
spectral series. Direct computation is used for this part of the spectra: φ = A′ · B, where A is
a first spectral matrix and B is a second spectral matrix. The second part is the asynchronous
spectrum, which represents sequential or successive changes of measured spectral series. So
called Hilbert-Noda transformation is used for this part of the spectra: ψ = A ·N ·B′, where N
is a Hilbert-Noda matrix, which is a Hilbert matrix multiplied by 1

(π(k−j)) . Hilbert-Noda matrix
is bringing into a time delay between two changes. When they are too far away or happen in
the same time, they are considered not correlated (zeros in the matrix), but when they happen
in a very short time, they are correlated. When two bands are strongly correlated together they
probably have the same origin. This is a very powerful feature of this technique, especially in
case of the heterospectral correlation.

Here we present a Matlab based application which provides a certain comfort when per-
forming a 2DCoS. The program has routines for homo- and heterospectral analysis. It performs
2DCoS and both synchronous and asynchronous spectra can be displayed, edited or saved (also
in a matrix form). Problems with application of 2DCoS in the field of vibrational spectroscopy
will be discussed.

Figure 1: Synchronous (A) and asynchronous (B) spectra with marked correlation squares and
peaks.
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Abstract

Two dimensional correlation spectroscopy is a powerfull tool for spectral analysis.
It is able to reveal correlations between spectral changes and to deconvolve
overlapping peaks. It is easily applicable in a study of biomolecules. Here
presented program was created for easy accessibility of all necessary operations.
Presented algorithm was deeply tested on regular spectra as well as on a spectra
of vibrational optical activity. Basic mathematics needed for understanding and
performing two-dimensional correlation spectroscopy was also presented.

1 Two dimensional correlation spectroscopy

Two dimensional correlation spectroscopy (2DCoS) originated in a NMR spectroscopy. There
were efforts to use it in different methods of optical spectroscopy since its development. The
main reason is that 2DCos has an ability to determine an order of bands and also has superior
deconvolution abilities. This effort has run into troubles with a time scale because very short
light pulses are needed for excitation. That wasn’t possible until construction of femtosecond
lasers and therefore existed an effort for creating a generalised form of 2DCoS. Practical use
of so called Generalised 2DCoS was enabled in 1986 when Noda [1] utilised its basic theory.
In Generalised 2DCos external impulses (pH, temperature, concentration etc.) are used to
stimulate the system instead of short excitation pulses. Excited system is then analysed by one
or more spectroscopic techniques. This spectra are then processed by a correlation function into
a 2D spectra.

This method allows us to study the response of our system on different physical-chemical
impulses with use of conventional spectrometers and without need of femtosecond lasers and
optical stimulation [2]. It also provides information about order of spectral bands in dependency
on external impulse and has very strong deconvoluting abilities.

The first part of this spectra (so called synchronous) is representing simultaneous or co-
incidental changes of measured spectral series. This spectrum is allways symetrical along the
diagonal and has peaks on the diagonal. Intensity of these peaks (also called autocorrelation) is
representing a strength of the band. The peaks off the diagonal are called cross-peaks and are
representing a degree of correlation. When this peak is positive then both peaks are changing in
the same direction (both increasing or both decreasing). When negative, peaks are changing in
the different way (one is decreasing and the other is increasing). These rules are reversed when
these peaks have different signs.

Second part of this spectra (asynchronous) is representing sequential or successive changes
of measured spectral series. It is always antisymetrical along the diagonal and there are no peaks
on the diagonal. When the cross-peak is positive then a band from the first spectra is growing
earlier or more intensive then a band from second spectra and vice versa.

2DCoS can be performed in two ways. First of them is called homospectral correlation
and there are two identical assemblies of data (spectra) on the input. This method can be used
to deconvolve and to determine correlations between bands in the spectra. The second one is
called heterospectral correlation and there are two different sets of data on the input. They



are obtained by measuring the system with different spectroscopic techniques. This is the most
powerfull variant because when we know the explanation of some peaks in one type of spectra
and we see that this band is strongly correlated with another band in the second spectra it is
most probable that these two bands have the same origin.

Figure 1: Synchronous (A) and asynchronous (B) spectra with marked correlation squares and
peaks.

Some basic properties of correlation spectra are marked on figure 1. We can see diagonal
peaks in the synchronous part and a symetrical positive cross-peak which indicates that both
bands are changing in the same way. There are no diagonal peaks in the asynchronous part
and from negative peak in the lower right corner we can say that band on 70 is changing slower
than band on 30 (positive peak in the upper left corner is saying the same). In both cases we
can draw so called correlation square which is connecting all peaks belonging to two correlating
bands.

2 Computation of 2D spectra

First of all we need a set of spectra measured on a system which was induced by some external
impulse. Spectral intensities of this set can be expressed as I(ν, t) where ν is a spectral charac-
teristic (wavenumber, wavelength or Raman shift) and t is a parameter of an external impulse.
That can be an evolution in time, temperature, pH, concentration etc. Only certain range of t
can be measured and therefore a dynamical spectrum is implemented as [3]:

ỹ(ν, t) =

{
y(ν, t)− ỹ(ν) if Tmin ≤ t ≤ Tmax,
0 otherwise

(1)

where ỹ(ν) is a reference spectrum of the system. An average spectrum is usually picked as a
reference spectrum but any reasonable spectrum can be chosen. Correlation spectrum is then
defined as:

χ(ν1, ν2) = 〈ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t)〉 (2)

where the symbol 〈〉 is a crosscorrelation function defined as:

C(t, τ) = 〈Φ(τ)|Ψ(t)〉 (3)



This spectra expresses a functional dependency between ν1 and ν2 during the interval of external
variable t. We will treat this function as a complex one for further simplifying and divide it into
a synchronous and asynchronous part [4]:

χ(ν1, ν2) = Φ(ν1, ν2) + iΨ(ν1, ν2) (4)

and formal definition of 2D correlation spectra is given by:

Φ(ν1, ν2) + iΨ(ν1, ν2) =
1

π(Tmax − Tmin)
×

∫ ∞
0

Ỹ1(ω) · Ỹ2(ω)dω (5)

The expression Ỹ1(ω) is a Fourier transformation of spectral intensity variations ỹ1(ν1, t) mea-
sured in certain spectral variable ν1 during an external impulse t. It can be written as:

Ỹ1(ω) =
∫ ∞
−∞

ỹ(ν1, t)e−iωtdt (6)

As it is clear from Eq. 1, this Fourier transformation is related with a strict interval of an
external impulse between Tmin and Tmax. Ỹ2(ω) is defined in a similar way but it is an inverse
Fourier transform.

It is possible, with use of classical timeseries analysis and Wiener-Khintchinsky theorem
[5], to express synchronous and asynchronous part:

Φ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · ỹ(ν2, t)dt (7)

Ψ(ν1, ν2) =
1

Tmax − Tmin

∫ Tmax

Tmin

ỹ(ν1, t) · z̃(ν2, t)dt (8)

where z̃(ν2, t) is defined as follows:

z̃(ν2, t) =
1
π

∫ ∞
−∞

ỹ(ν2, t
′)

t′ − t dt (9)

But this direct computation is very time consuming and therefore is used very rarely. Some
simplification can be made when the data are equidistantly spaced.

For synchronous part we will start from the equation (7) and rewrite it as follows [6]:

Φ(ν1, ν2) =
1

m− 1

m∑
j=1

ỹ(ν1) · ỹ(ν2) (10)

where m is a number of spectra equidistantly measured between Tmin and Tmax with growth
defined by:

∆t =
Tmax − Tmin

m− 1
(11)

It is even more simple when written in a Matlab notation:

synch = data(:,2:n) * data(:,2:n)’/(n-2);

Computation of asynchronous part is a little bit more complicated. First of all we need
so called Hilbert–Noda matrix defined as:

Njk =

{
0 for j = k

1
π(k−j) otherwise

(12)

written in a Matlab notation:



N = zeros(n-1);
for i=2:(n-1)

N(1,i) = 1/(pi * (i-1));
end
for i=2:(n-2)

for j=i:(n-1)
N(i,j) = N(i-1,j-1);

end;
end
for i=2:(n-1)

for j=1:i
N(i,j) = -N(j,i);

end;
end

Hilbert–Noda matrix is a slightly modified Hilbert matrix. This matrix is bringing into a time
delay between two changes in a spectrum.

With use of Hilbert–Noda matrix we can compute asynchronous spectra using this pre-
scription:

Ψ(ν1, ν2) =
1

m− 1
ỹ(ν1)TNỹ(ν2) (13)

and in a Matlab notation:

asynch = data(:,2:n) * N * data(:,2:n)’/(n-2);

3 Graphics User Interface

Here presented program has all necessary controls and abilities to perform 2DCoS on a custom
set of data and to present and save the output results. It is based on the algorithms presented in
chapter 2. It’s design is focused on maximum lucidity and efectivity. GUI is pictured in figure
2 with all important places marked. Main plot of 2D spectra is placed in (1) and one of the
spectra from each spectral set is placed in (2) (both spectra are identical in case of homospectral
correlation). Colorbar (when active) is placed in (3) and all necessary controls are grouped in
(4).

All controls are integrated into menus acording to their functions. They are arranged in
an assumed order of use. Particular items become active only after all prerequisites for their
save execution are met. All functions are described in the included help file. Details are in figure
3.

4 Testing of the program

Functionality of these algorithms and program itself was tested on series of different spectra.
They are simulating a lot of situations which can occur in spectra. The first testing spectra
contains two Gaussian peaks which were described by function:

G = k · e− (x−pos)2

20 (14)

where pos is a position of a peak and k is changing with an order of spectra (5i and 10
i2

).

The whole set of spectra can be seen on figure 4 and the output of 2DCoS can be seen on
figure 5.



Figure 2: GUI window with marked main controls.

Figure 3: GUI with some of menus and submenus.

As the second testing spectra we selected Lorentzian peaks (fig 6) which are described by
the equation:

L = k
1

1 + (x−pos)2
20

(15)

As can be seen from fig 7 their correlation peaks are sharper and has slightly different shape
but same rules described previously can be applied. We will focus on Lorentzian peaks further
because they are more related to the real bands in spectra.

All performed tests (data not shown) were with a very good agreement with previously
published results [7] and therefore we can assume that our algorithm is working correctly.

5 Problems with vibrational optical activity

Currently exists the methodology for performing and scoring results 2DCos for optical spec-
troscopy which contains bands of only one sign. Rules for scoring this correlation spectra are
sometimes called Noda rules [6]. An attempt to extend this methodology also to spectra of
Raman optical activity (ROA) was conducted recently [8] and first use of 2DCoS in ROA was
in a last year [8] but only simple polyaminoacid chains were measured [9, 10] without working



Figure 4: Set of spectra representing 2 growing Gaussian peaks.

Figure 5: Synchronous and asynchronous 2D spectra of 2 growing Gaussian peaks.



Figure 6: Set of spectra representing 2 growing Lorentzian peaks.

Figure 7: Synchronous and asynchronous 2D spectra of 2 growing Lorentzian peaks.



out a detailed methodology. ROA and vibrational circular dichroism (VCD) are different from
other spectroscopic techniques because they are differential methods and so they have bands of
both polarity in spectra. The final methodology is a little bit different from the original rules
and is listed in [8].

Ashton et al. have also conducted some theoretical test for veryfiing this methodology
but these tests were very simple. Used peaks were constructed from only three points and only
growing or decreasing in magnitude were tested. So we have decided to make a proper testing
which can be also applied on VCD. We picked the most simple ROA spectra as a test subject.
It contains two bands of oposite polarity, one of them placed on 40 and the other one on 60.

The first set of spectra (fig 8) has both bands growing as we can see from the synchronous
part (fig 9). Cross-peaks in asynchronous part of the spectra tell us that the band on 60 is
growing more rapidly than the one on 40.

Figure 8: Set of spectra representing 2 growing ROA/VCD Lorentzian peaks.

Figure 9: Synchronous and asynchronous 2D spectra of 2 growing ROA/VCD Lorentzian peaks.



The second set of spectra (fig 10) has bands changing in an oposite direction because the
cross-peaks in a synchronous part are negative. From the asynchronous part we can say that
the band on 40 is changing more rapidly than the band on 60.

Figure 10: Set of spectra representing 2 ROA/VCD Lorentzian peaks changing in an oposite
direction.

Figure 11: Synchronous and asynchronous 2D spectra of 2 ROA/VCD Lorentzian peaks changing
in an oposite direction.

Another set of spectra (fig 12) has bands which are moving towards each other without
changing magnitude. Both 2D spectra (fig. 13) are becoming more complicated.

The biggest disadvantage of ROA 2DCoS is its high sensitivity for spectral background,
even small change has a great effect on an output 2D spectrum and so precise data treatment
is needed.



Figure 12: Set of spectra representing 2 ROA/VCD Lorentzian peaks moving towards each
other.

Figure 13: Synchronous and asynchronous 2D spectra of 2 ROA/VCD Lorentzian peaks moving
towards each other.



6 Conclusions and future work

Two-dimensional correlation spectroscopy is a usefull tool in studying dynamic changes in spec-
tra or for deconvolving overlapping peaks. It can analyze a spectral set under some perturbation
and find any correlations or coincidences between spectral changes. It can also analyze different
spectra under the same type of perturbation and then transfer explanation from one type of
spectra to another type of spectra. This method is applicable on study of biomolecules and
their interactions.

Future work will be focused on optimalizing the code and on expanding capabilities of this
program to cover even some simple data treatment methods and to enhance its current abilities.
We will also focus on practical use of this program in studying protein dynamics.

Acknowledgments: The Grant Agency of the Czech Republic and the Ministry of Educa-
tion of the Czech Republic are gratefully acknowledged for support (No. 202/06/P208, No.
GA202/07/0732 and No. MSM 0021620835, respectively).
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