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1 Uvod

1.1 Proteiny

Proteiny jsou zakladnimi prvky vSech zivych organismii. Plni v nich rizné
funkce, od stavby vlastni buniky, pres transportni funkce, regulace bunécénych
mechanismii azZ po obranné a ochranné funkce (Alberts et al., 1998). Jsou to
velké biologické makromolekuly slozené z mensich stavebnich jednotek zvanych
aminokyseliny. Jednotlivé aminokyseliny jsou mezi sebou spojeny amidovou
vazbou (obr. 1.1) a tvofi tak Fetézce.
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Obrazek 1.1: Amidova vazba v proteinu (pfepracovano z Barron et al., 2000).

U struktury proteint rozliSujeme ¢tyii druhy. Prvni je primarni struktura,
kterd je dana sekvenci aminokyselin v fetézci. Ta pfimo urcuje chemické vlast-
nosti proteinu a také se od ni piimo odviji vyssi struktury. Dalsi je sekundarni
struktura, kterd popisuje usporadani fetézce na kratké vzdalenosti. Tyka se
tedy jen nékolika po sobé jdoucich aminokyselin (az desitky). Mezi jeji za-
stupce patii napt a-helix, G-sklddany list a rtzné otocky. Usporadani téchto
prvki sekundarni struktury v prostoru se nazyva terciarni struktura. U nékte-
rych proteint lze nalézt i kvartérni struktura, kterd udava vzajemnou pozici
jednotlivych podjednotek (samostatnych fetézci) proteinu.

Studium struktury proteinii a dynamického chovani jejich struktury je di-
lezité pro pochopeni fungovani jednotlivych proteint, pro pochopeni vzniku
fady chorob spojenych se Spatnym sbalenim proteinové struktury a nésledné
pro vyvoj lékii cilenych na konkrétni proteiny. V soucasné dobé se pro stu-
dium téchto struktur vyuzivaji hlavné techniky rentgenostrukturni analyzy a



NMR spektroskopie, které dokazi vyresit jejich 3D strukturu. Pfesto vSak exis-
tuji problémy, které se s jejich pomoci fesit nedaji (nap¥. agregace a fibrilace
proteint). Pak na jejich misto nastupuji techniky optické spektroskopie, napft.
UV-VIS, CD, FTIR a Ramanova spektroskopie, které sice nejsou schopny po-
skytnout kompletni 3D strukturu, ale pri vyuziti modernich matematickych
metod (napf. FA a 2DKoS) dodaji velké mnozstvi informaci o struktuie a
dynamice proteinu.

1.2 Dvoudimenzionilni korela¢ni
spektroskopie

Metoda 2DKoS ptvodné vznikla v oblasti NMR spektroskopie. Jiz od jejiho
pocatku byly snahy pienést ji i do oblasti optické spektroskopie, protoze do-
kaze urcit poradi zmén jednotlivych past ve spektru a ma také mnohem lepsi
dekonvolu¢ni schopnosti. Tato snaha v8ak narazila na problémy s ¢asovou ské-
lou, protoze bylo tifeba excitovat systém velmi kratkymi pulsy. To vSak nebylo
az do sestrojeni femtosekundovych laseri mozné, a proto byla snaha o vy-
tvoreni néjaké zobecnéné formy 2DKoS. K praktickému vyuziti tzv. obecné
2DKoS mohlo dojit teprve v roce 1986, kdy Isao Noda rozpracoval jeji za-
kladni teorii (Noda, 1986). V ni je misto kratkych excita¢nich pulst vyuzito
poruch ve vnéjsich podminkéach systému — tzv. perturbaci (nap¥. zmény pH,
teploty, koncentrace aj.) a takto ,poruSeny“ systém je pak analyzovan jednou
¢i vice spektroskopickymi technikami. Ziskana spektra jsou nasledné zpraco-
vana pomoci jisté korela¢ni funkce do podoby dvoudimenzionalniho spektra.
Tato metoda nam tedy umoznuje studovat odezvy systému na ruzné fyzikalné-
chemické podnéty s vyuzitim konvenc¢nich spektrometri, bez nutnosti pouziti
femtosekundovych lasert. Navic nam poskytuje i informaci o sledu a vzajemné
souvislosti jednotlivych zmén spektralnich pasi v zavislosti na vnéjsim pod-
nétu (Noda, 1990).



2 Proteiny a jejich studium
pomoci 2DKoS

2.1 Zobecnéna 2D korelac¢ni spektroskopie

Pro pouziti 2D korela¢ni spektroskopie nejprve potiebujeme ziskat sadu spek-
ter zméfenych na systému, ktery byl pfinucen néjakym vnéjsim podnétem ke
zméné. Spektralni intenzity této sady muazeme vyjadiit jako I(v,t), kde v je
spektréalni charakteristika (vinocet, vinova délka nebo Ramantiv posun) a t je
parametr vnéjsiho podnétu. Tim muze byt vyvoj systému v Case, teplota, pH,
koncentrace a podobné. Spektralni zavislost jsme schopni zméfit pouze pro ur-
¢ity rozsah parametru ¢, a proto zavadime tzv. dynamické spektrum definované
dle vztahu (Noda, 1993a):

(2.1)

~ Yy Vat _gV pro Tmin StSTmawa
y(u,w:{( )=%)
0 jinak

kde y(v) je referencni spektrum systému. Za referen¢ni spektrum se obvykle
voli prumérné spektrum, ale 1ze zvolit i spektrum pozorované pii referenéni
hodnoté parametru ¢t nebo spektrum plné relaxovaného systému.

Korelacni spektrum miize byt vyjadieno pomoci predpisu:

X(v,v2) = (Y, 1) - y(va, 1)), (2:2)
kde symbol () znaci tzv. kros-korela¢ni funkci definovanou predpisem:
C(t,7) = (2(n)[(1)) , (2:3)

Toto spektrum vyjadiuje miru funkéni zavislosti spektralni intenzity mezi
dvéma body v; a vy béhem pevného intervalu vnéjsi proménné ¢t. Pro dalsi
zjednoduSeni muzeme s touto funkci zachazet jako s komplexnim vyrazem a
rozdélit ji na synchronni a asynchronni ¢ast (Noda, 1993b):

X(v1, 1) = ®(vy, 19) + ¥ (1, 1). (2.4)
Formalni definice 2D korela¢niho spektra je dana jako:

1
7T (Tmaz - Tm

B0y, 1) + 10 (0, p) — x / Vi) Bw)de,  (25)
n 0

kde vyraz Vi(w) je dopredna FT variace spektralni intenzity 7 (v, ) méfené
v ur¢ité spektralni proménné vy v prubéhu vnéjsitho podnétu ¢. Mazeme si ji
tedy piepsat jako:

Vi(w) = /_ h U, t)e “tdt. (2.6)

o0
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Jak je patrno z rovnice (2.1), tato FT dynamického spektra je svazana
s pevnym intervalem vnéjsiho podnétu mezi 7T,,,;, a T},,... Fourierova frekvence
w reprezentuje individuélni frekvenéni komponentu variaci spektra g (v, t) sle-
dované podél vnéjsiho podnétu t. Obdobnym zptsobem je definovana i veli¢ina
Ys(w), ktera je vSak zpétnou Fourierovou transformaci ys(v1,t).

Reélna ¢ast (nazyvana synchronni) nam poskytuje informaci o podobnosti
nebo o ndhodnych trendech mezi dvéma spektralnimi intenzitami méfenymi za
riznych vnéjsich podminek. Pasy na diagonale odpovidaji autokorela¢ni funkci
a jejich intenzita proto odpovida velikosti zmény béhem méirené série spekter.
Imaginéarni ¢ast (nazyvana asynchronni) nam poskytuje informaci o zménach
ve spektru, které se déji mimo fazi.

Klasickd kroskorelacni funkce plynouci z klasické ¢asové analyzy je dana
predpisem:

1 Trmax
Clr)= / G, t) - Gloa,t + 7). (2.7)
Trmaz = Tomin J T,

Diky jistému piekryvu mezi zobecnénou teorii 2D korela¢ni analyzy a statis-
tickou kroskorela¢ni analyzou lze s vyuzitim Wiener-Khintchinského teorému
(Noda, 2000) na rovnici (2.5) dojit ke vztahu mezi Fourierovou transformaci
kroskorela¢ni funkce a ¢asovou Fourierovou transformaci dynamickych spekt-
ralnich variaci jako:

C(r) = 5 (Tmaxl_ o~ / : V() - 5 (w)etdo. (28)

Pokud nastavime korela¢ni ¢as 7 = 0, tak se rovnice (2.8) zredukuje na:

CO) = g [ Vi) Tyt (2.9

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze imaginarni ¢ast musi obsahovat pouze liché
funkce, dojde diky integraci dw pres symetricky obor k jejimu vymizeni. Z ce-
1ého integralu zbyde pouze realné ¢ast:

o) = w(Tml— Tror) {/m - %(“)dw}

[e.9]

- e B e

—00

Podle rovnice (2.4) se tedy jedna piimo o synchronni spektrum, které tak
miize byt velmi snadno spocteno podle:

T"L ax

1
P == y(vy,t) - y(ve, t)dt. 2.11
o) =g [ ) G (2.11)

Pro vypocet asynchronniho spektra je nutné pouzit Hilbertovu transfor-
maci (Noda, 2000). Pro danou analytickou funkei g(¢) je Hilbertova transfor-
mace h(t) této funkce dana predpisem:

h(t) = l/Oo 9) 4y (2.12)

t—t

[ee]
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kde integral je Cauchyovsky integral ve smyslu hlavni hodnoty, takze je z in-
tegrace vyloufena singularni hodnota vyrazu v bodé ¢t = t'. Rovnici (2.12) si
je mozné také predstavit jako konvolu¢ni integral funkci g(t) a % S vyuzitim
konvoluéniho teorému tedy muzeme napsat Fourierovu transformaci Hilber-
tovy transformace jako Fourierovu transformaci funkef g(¢) a 1:

o - 1 [>~1 _. o0 .
H(w):/ h(t)e_“”tdt:—/ ge_“”tdt-/ g(t)e ™“'dt. (2.13)

o 7T—OO [e.e]

Fourierovy transformace funkei g(t) a h(t) jsou spolu svazany jako:

G(w) —iG¥(w) prow<0
Hw)=1isgn(w) -Gw) =<0 pro w =0 (2.14)
—G3(w) +iG¥(w) prow > 0.

Zjednodusené si lze Hilberovu transformaci predstavit jako funkci, ktera
posouvé fazi kazdé Fourierovy komponenty transformované funkce dopiedu
o 3 pokud je w > 0 a o § dozadu, pokud je w < 0. Z toho tedy vyplyvd, ze
jsou funkece ¢(t) a h(t) ortogonalni.

Muzeme si tedy zavést ortogonalni spektrum z(i»,t) jako ¢asovou Hilber-
tovu transformaci dynamického spektra y(vs, t):

~ 1 > g(y%t/) /
t) = — dt 2.15
Z(VQ, ) T /_OO vt ; ( )

kde integral je opét ve smyslu hlavni hodnoty. Toto spektrum je tedy funkci,
kde je faze kazdé Fourierovské komponenty variaci dynamického spektra po-
sunuta o 7.

Dvoudimenzionalni ortogonalni korela¢ni funkce mezi variacemi spektral-
nich intenzit pozorovanych na vlnoctech vy a 5 je tedy dana:

1 Trmax
D(r) = Y - Z 2.1
(1) T — T / y(vy,t) - Z(ve, t + 7)dt, (2.16)

Tmin

kde 7 je korela¢ni ¢as. Tato ortogondlni korelac¢ni funkce je z hlediska svych
vlastnosti shodna s korela¢éni funkei (2.7). Lze tedy analogicky odvodit s vyu-
zitim Wiener-Khintchinského teorému vztah pro ortogonalni korela¢ni funkci
vyjadienou s pomoci Fourierovych transformaci dynamického spektra a orto-
gonalniho spektra:

1 > o ~ wWwT
D(r) = T — T /oo Y (w) - Z(w)e dw. (2.17)
P1i vyuziti vztahu (2.14) a pii korelaénim ¢ase 7 = 0 se rovnice (2.17) zredukuje
na:

B 1
- 21(Than —
Pfi vyuziti vztahu (2.14) 1ze rovnici déle upravit do podoby:

D(0) — / T @)V (@) - Tw)dw.  (2.18)

—00

) - s { ["hw Fowf. e
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Protoze je funkce signum licha, zustane po integraci pfes symetricky rozsah
pouze imaginarni slozka kroskorela¢niho spektra. Podle rovnice (2.4) se tedy
D(0) rovna piimo asynchronnimu spektru:

Tm, ax

1 ~ ~
\I/(Vly I/2> = m/ y(l/l,t) . Z(l/g,t)dt. (220)

T’min

2.1.1 Numerické vypocty korela¢niho spektra

Matematicky aparat zavedeny v kapitole (2.1) je pro prakticky vypocet tézko
pouzitelny. Pii pouziti algoritmu rychlé Fourierovy transformace je sice vypo-
¢et diskrétniho spektra jednoduchy, ale tento vypocet je potfeba provést pro
kazdy bod 2D spektra zvlast, coz je vypocetné velice narocné.

Pro numericky snadny vypocet synchronniho spektra lze vyuzit rovnici
(2.11) z piedchozi kapitoly:

Tmam

1
) = y(vy,t) - y(ve, t)dt. 2.21
(v1,12) T —T. /Tmm Y, t) - y(ve,t) ( )
Tento predpis lze vyuzit pro libovolnou sadu méienych dat. V pfipadé, ze jsou
data ekvidistantni, 1ze pfejit od integralu k diskrétni sumaci (Noda, 2002):

1 o~~~
(I)(I/l,ljg) = mzly(yl) 'y(VZ)a (222)
]:
kde m je pocet spekter zmétrenych ekvidistantné mezi T, a T},q, s prirastkem

danym podle:
Ap = Lmar = Tnin (2.23)
m—1

Pokud nejsou data rozdélena timto zpusobem, je nutno pouzit bud (2.21),
nebo vhodnou transformaci prejit k ekvidistantnimu rozdéleni (Noda, 2002).

Pro dalsi zjednoduseni vypoctu lze pouzit zapis sady naméienych dat po-
moci maticové notace, kde dynamické spektrum je reprezentovano jako sloup-
covy vektor slozeny podle:

y(v) = : (2.24)
y(v,tm)
Pak lze synchronni spektrum jednoduse spocitat podle (Noda, 2000):
1 _ ~
(P(l/h 1/2) = my(yl)Ty(VQ). (225)

Pro vypocet asynchronniho spektra lze opét vyuzit rovnici (2.20) uvedenou
v predchozi kapitole (2.1):

Tma:l:

1 ~ ~
\I/(l/l, V2> - m/ y(l/l,t) . Z(l/g,t)dt. (226)

Tmin

13



Analogicky pro ekvidistantné namérenou sadu dat lze prejit od integrace k su-
maci:
1 &~ -
V() = ——> §11) - Z(va). (2.27)

m—14%
J=1

Diskrétni ortogonélni spektrum ziskdme snadno pomoci linearni transformace:

Z jk ° yk V2 (2-28)

0 roj ==k
Np=4 , o/ (2.29)
m Jlnak.

Pfi opétovném vyuziti maticového zéapisu (2.24) lze asynchronni spektrum pie-
psat jednoduse jako:

1 ~
V(v v2) = —_1y(’/1) Ny(va), (2.30)
kde matice N je tzv. Hilbert-Nodova transformac¢ni matice (Noda, 2000) dana
predpisem:

o 1 35 3

10 1 d
N=1]-L -1 0 1 (2.31)

B e

2.2 Aplikace 2D korelac¢ni analyzy na studium
dynamiky proteini

2D korelacni analyza je v soucasné dobé pouzivana v Siroké skile spektrosko-
pickych metod pro studium dynamiky proteina (Ozaki, 2002). Jeji nejvétsi
vyuziti je pro studium denaturacnich procest proteint. Diky ni je mozné sle-
dovat néslednost jednotlivych krokaii.

Pokud se jako zdrojova data pro 2DKoS pouzije pouze jedna metodika, lze
studovat poradi jednotlivych zmén ve spektru, jak to na ptikladu f-laktoglo-
bulinu ukazali Jung et al., 2000. Tém se podafilo odhalit, Ze p4s na 1258 cm ™1,
ktery prislusi neuspofadané struktute, sdili kroskorela¢ni pasy s mnoha pasy
pifslusejicim k 3-otockam (1290 cm™1), a-helixiim (1278 cm™!) a (3-sklddanym
listim (1243 a 1233 cm™') (viz obr: 2.1). Dalgim zajimavym pasem je tyro-
sinovy pas na 1265 cm™!, ktery koreluje s pasy na 1238, 1227 a 1208 cm™!.
7 poradi téchto jednotlivych zmén potom vyplyva, jakym zplisobem dochazi
k vlastni denaturaci laktoglobulinu. Nejprve jsou vodé vystaveny nahodné
struktury, nasleduji je g-skladané listy a 3 otocky, pozdéji jsou vodé vystaveny
dalsi B-skladané listy, které jsou umistény hloubéji v proteinu. Jako posledni
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Obrazek 2.1: Asynchronni 2D IR spektrum [-laktoglobulinu. Pfevzato z Jung
et al., 2000.

IR Raman
Pfifazeni pasu Synchronni | Asynchronni | Synchronni | Asynchronni
a-helix 1311, 1304 | 1314, 1305 1318 1311
(B-otocka, 1291, 1282 | 1290, 1278 | 1294, 1282 | 1298, 1283
310 helix 1277 1265 1276, 1265 1268
Nahodné klubko 1257 1258 1248, 1243 | 1255, 1245
1239, 1227, | 1243, 1232, 1228 1235
[ skladany list 1219 1991
Tyrosin 1207 1211 1212 1214

Tabulka 2.1: Pfifazeni pasu v oblasti Amid III pomoci 2D spekter. Prepraco-
vano z Ozaki, 2000.

jsou vodé vystaveny tyrosiny. Tyto informace byly déle potvrzeny pomoci Ra-
manovy spektroskopie a také rentgenovou strukturni analyzou. Podrobnéjsi
pritazeni jednotlivych pasu je zobrazeno v tabulce 2.1.

Pomoci spojeni FTIR a 2DKoS byl zkouman také postup denaturace cyto-
chromu ¢ (Filosa et al., 2001). Jako vstupni spektra pro 2D korela¢ni analyzu
vyuzivaji samo-dekonvolvovana FTIR spektra. Z téchto vysledki se jim poda-
filo sestavit tabulku (viz tab. 2.2), ve které jsou shrnuty jednotlivé procesy.
Sloupce a Fadky zde znazoruji jednotlivé frekvence pasu, Sipky (1, J) repre-
zentuji narast nebo pokles intenzity pasu s teplotou, znaménka + a — repre-
zentuji znaménko kroskorela¢niho pasu nad diagonélou (vlevo pro synchronni
a vpravo pro asynchronni spektrum) a vodorovna Sipka oznacuje poradi zmén
(X<Y znamena, ze se zména X dé&je pii nizsich teplotach nez Y a naopak).
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Tabulka 2.2: Korela¢ni tabulka pro dekonvolvovand FTIR spektra hovéziho
cytochromu ¢ v rozsahu teplot od 25 do 81 °C. Pfepracovano z Filosa et al.,
2001.

Celkovy postup denaturace hovéziho cytochromu c je tedy nésledujici.
Jako prvni se rozbali otocky a Fetézce (1637 cm™')], nasleduji je a-helixy
(1652 cm~1) ], dale zbytek prodlouZenych fetézcti (1630 cm™')] a jako posledni
vnitromolekularni antiparalelni 3 skladané listy (1684 cm™!)1.

Cytochromu pomoci FTIR spektroskopie se také vénovali Lecomte et al.,
2001. Ti si zvolili cytochrom cs50 z termofilni eubakterie Thermus thermo-
philus. Pomoci ¢asové 2DKoS zkoumali strukturni zmény cytochromu béhem
procest rozpouSténi v pufru a adsorpce na jilu. Jednotlivd méieni, ktera byla
déle podrobena zkouméni pomoci 2DKoS, pokryvala rozsah ¢astu od 10 minut
do 5 hodin od pocatku rozpousténi (adsorpce). Vysledky 2D korelacni analyzy
spekter pii rozpousténi jsou shrnuty v tabulce 2.3.

vy (cm™1) vy (cm™1) Synch. Asynch.
1625 (f-vlakna) 1605 (Tyr) + +
1625 ((-vlakna) 1595 (Trp, His) + +
1625 ((-vlakna) 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 pfifazeni jednotlivych kroskorelac¢nich pasu ve spek-
tru cytochromu csso pti rozpoustédle s malou iontovou silou. Prepracovano
z Lecomte et al., 2001.

S pomoci 2DKoS Ize ale také kombinovat nékolik rtuznych piistupi ke stu-
dované problematice. Toho vyuzili napf. Wang et al., 1998, ktefi se vénuji
ovalbuminu a jeho denaturaci. Pro studii vyuzili jak koncentracni, tak teplotni
indukei jednotlivych zmén. Jako vstupni spektrum si vzali koncentracni série
pii jednotlivych teplotach a porovnavali 2D spektra. Ta se nejvice zménila
v rozmezi 67-69 °C a po teploté 71 °C se jiz neménila (viz obr. 2.2). Z toho lze
vidét, ze ovalbumin si zachovava nativni stav az do 65 °C a piechod do denatu-
rovaného stavu je velmi rychly a déje se v oblasti mezi 67-69 °C. Rozbalovani
sekundarnich struktur pak zac¢ina pii 71 °C a pokracuje az do teploty 80 °C.

Odnozi infracervené spektroskopie, na kterou lze 2DKoS aplikovat se zaji-
mavymi vysledky, je DIRLD. Pfi tomto méfeni se vyuziva dvou polarizovanych
infracervenych paprsku k vytvareni dichroitického spektra. Velmi podrobny
popis teoretického pozadi a usporddani experimentu lze nalézt v Noda 1990.

16



(@ Synchronous 2D Correlation Map @® Synchronous 20 Correlation Map

N T
4600 4600_§J ) J
L —
_ 4650 w0
E ! —_— -
o . [ —
E 4700+ TE_ 47007 <
= L\_/--'—-.._ ’_.
£ 2 R i
E 4750 £ 47507 ,-(/_ s
2 L
g 4800 2 mo)| 82 S |
W
4850 4850 ~
A i,
T T T T T T %\ T i~ T
4850 4800 4750 4700 4650 4600 4350 480D ATS0 4700 4BS0 4800
Wavenumber fem’ Wavenumber fem'
() Asynchronous 2D Cormelation Map (8)  Asynchronous 2D Correlation Map
; o = r T = L 3 ,]
4600 4800 i
I | _ass0]
: : 3
g Y007 = 47007
£ 2 '
3 -
g 40 2 4507 e
& z Tt
= 4800 = 4800 » E {
, N
4850+ i <’} \
£ 48507 ! 13 )2
f;_—_::-‘—;t;f‘-f:)/ ——
: T =

T T T
4850 480D 4750 4700 4650 4600
Wavenumber fom”

T T
4850 4800 4750 4700 4650 4600
Wavenumber fcm’

Obrazek 2.2: Synchronni (a) a asynchronni (b) 2D NIR spektrum ovalbuminu
pii teploté 76 °C (vlevo) a teploté 67 °C (vpravo). Pfevzato z Wang et al., 1998.

7 téchto spekter lze ziskat piedstavu o reorientaci prechodového dipoélového
momentu a také o pohyblivosti chemickych skupin a jejich vzajemnych pohy-
bech.

2D korela¢ni spektroskopii lze pouzit také ve spojeni s Ramanovou spek-
troskopii. Jednoduché spojeni s UV Ramanovou spektroskopii lze nalézt napii-
klad v Shasilov et al., 2007. Ti 2DKoS vyuzili k odhaleni pofadi a souvislosti
rozbalovani ndhodného klubka a (3-skladaného listu v lysozomu.

2.2.1 Ramanova opticka aktivita

V soucasné dobé existuje rutinni metodika pro provadéni a vyhodnocovani
vysledki 2DKoS pro metody optické spektroskopie, které obsahuji ve spektru
pouze kladné pasy. Pravidla pro vyhodnocovani takovychto korela¢nich spekter
jsou nékdy nazyvana Nodova pravidla (Noda, 2002). V nedavné dobé probéhly
prvni pokusy o rozsifeni metodiky i na spektra ROA (Ashton et al., 2006a),
ktera se od ostatnich metod optické spektroskopie odlisuje tim, ze soucasné ob-
sahuji kladné i zaporné pasy. Vysledna metodika se ponékud lisi od ptivodnich
pravidel a je uvedena v Ashton et al., 2006a. ROA 2DKoS je také velmi citliva
na spektralni pozadi, kde i velmi mal4 zména pozadi zna¢né ovlivni vysledné
2D spektrum, a proto je potieba diikladné pripravovat data pro zpracovani.
Doposud byla pomoci této metodiky proméfena pouze spektra jednoduchych
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homo-polypeptidovych fetézcu (viz obr. 2.3) (Ashton et al., 2007; Ashton et

al., 2006b).
Synchronous plot Asynchronous plot
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Obrazek 2.3: Synchronni a asynchronni 2D ROA spektrum poly(L-lysinu).
Prevzato z Ashton et al., 2006a.

Vypracovana metodika je popsana v Ashton et al., 2006a, ale spektra, ktera
byla pouzita pro jeji vytvoieni, obsahuji pouze t¥i body na kazdy pas (viz
obr. 2.4). Toto nastaveni je sice dostate¢né pro zjisténi znamének, ale pro
urceni tvart jednotlivych obrazci v 2D spektrech je naprosto nedostatecné.
Z tohoto duvodu jsme se také uchylili k dukladnému otestovani téchto pravidel
s vyuzitim realné&jsich tvari pro spektralni pasy (viz kapitola 4.2)
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Obrazek 2.4: Namodelované spektrum a jeho 2D spektra. Prevzato z Ashton
et al., 2006a.
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2.3 Lysozym

Tento vzorek byl zvolen jako vhodny modelovy protein pro ROA méteni. Je
dostupny ve velkém mnozstvi a dostatecné Cistoté a zaroven je u néj mozné
dosédhnout vysokych koncentraci, coz je pro ROA méfeni velmi dilezité. Tento
protein také prodélava o/ zménu a je tudiz také vhodny pro zkouméni pomoci
2DKosS.

Lysozym ziskany ze slepi¢iho bilku (mol. hmotnost 14,7 kDa) je vhod-
nym modelovym systémem pro studium tvorby amyloidnich fibril (Krebs et
al., 2000). Studium tohoto procesu je dile7ité pro pochopeni principu vzniku
nékterych neurodegenerativnich chorob (Alzheimerova, Huntingtonova, Par-
kinsonova, Creutzfeld-Jacobova nemoc a dalgi), které jsou spojeny se vznikem
a ukladanim agregatu fibrilarnich proteina v mozkové tkani (Sunde et al., 1998;
Selkoe, 2003). Fibrilarni ttvary tvoii i proteiny, které s témito nemocemi ne-
souvisi, a proto se predpoklada, ze je tato vlastnost spole¢ni pro vSechny
proteinové Fetézce (Dobson, 2003). Lysozym ze slepic¢iho bilku je vak take
homologem lidského lysozymu, ktery je jednim z proteinit, které se podileji na
vzniku amyloidnich onemocnéni (Booth et al., 1997).

2.4 Protein NKR—P1

Dalgi nami méfeny vzorek pochézel z tzv. piirozené zabije¢skych bunék (NK).
Tyto bunky hraji v organismu velmi dilezitou roli pfi likvidaci poskozenych
bunék (virem, mutaci, rakovinou), a to pomoci interakce na bazi butieéné signa-
lizace, kterd pak spousti kaskddu procest vedoucich k programované bunecné
smrti (Vivier et al., 2008). Proteiny NKR-P1A a NKR-P1C jim slouzi jako
jedny z diferen¢nich markert pro rozliseni pogkozenych bunék (Chambers et
al., 1989). Tyto bunky hraji také dilezitou roli v regulaci nékterych procesi
imunitni reakce (Rozbesky 2009).

DNA koédujici tyto proteiny pochézela z mySi. Sekvence obou forem pro-
teini je z 85,7% homologni (Rozbesky, 2009).

10 20 30 40 50

RO LT [ (R, CRNGI (PRSP [(PRRETN Erpremriy (PIETy | |

mMNKR-P1A SAKLECPQDWLSHRDKCFHVSQVSNTWEEGLVDCDGKGATLMLIQDQEEL
mNKR-P1C SVNLECPQDWLLHRDRCFHVEQVSNIWEEGQADCGRKGATLLLIQDOEEL

non
e e |

60 70 80 80 100
on o o v | el s e Al wwa s wes emes [ s av]
mMNKR-FPIA RFLLDSIKERYNSFWIGLRYTLPDMNWKWINGSTLNSDVLKITGDTENDS 100
mNKR-P1C RFLLDSIKEKYNSEWIGLRFTLPDMNWEKWINGTTENSDVLKITGVTENGS 100

110 120 130

zes aline, = | el swa S ees sl we]E aes e
mNKR-P1A CAAISGDKVIFESCNSDNRWICQKELYHETLSNYVGYGH 139
IMNKR-P1C CASILGDKVTPESCASDNRWICQRELNHETPSNDS 135

Obrazek 2.5: Porovnani sekvence obou forem proteini NKR-P. (prevzato
z Rozbesky, 2009).
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3 Materialy a experimentalni
postupy

3.1 Material

Néami méfeny vzorek lysozymu pochézel ze slepic¢iho bilku (Fluka, No. 62971,
mol. hmotnost 14,7 kDa) a byl rozpustén v deionizované vodé (Milli-Q) v kon-
centraci 400 mg/mL pii pH 3,7. Pfed méfenim byl vzorek centrifugovan pies
0.22 pm filtr (Millipore).

Obé formy proteinu NKR-P1 pochéazely z Katedry Biochemie P¥F UK (pfi-
pravil Daniel Rozbesky, diplomant prof. Bezousky). NKR-P1A (mol. hmot-
nost 15991 Da) i NKR-P1C (mol. hmotnost 15409 Da) mély koncentraci
10,4 mg/ml (stanoveno Bradfordovou metodou (Bradford, 1976)) a byly roz-
pustény v 15mM Tris—HCI + 150mM NaCl pti pH 8,0. Podrobny postup pfi-
pravy je popsan v Rozbesky 2009..

3.2 Faktorova analyza

Analyza hlavnich komponent (Principal component analysis) je metoda umoz-
nujici redukovat prostor vicerozmérnych dat. Na jejim vstupu je matice dat,
kde jednotlivé sloupce reprezentuji jednotlivd nameéiené spektra a jednotlivé
rfadky odpovidaji vinoctu.

Mame tedy matici M o rozméru nxp, kde n je pocet spekter a p je funkci
vlnoc¢tu. Chceme matici vyjadiit ve tvaru:

M = Af +e, (3.1)

kde A je matici tzv. faktorovych vah, f jsou jednotlivd subspektra a € je chyba
zpusobend kone¢nym poctem subspekter.
Na matici M aplikujeme singularni rozklad (Singular value decomposition):

M=UWVT, (3.2)

kde U jsou statistické vahy (singularni ¢isla), W normalizované koeficienty
zastoupeni jednotlivych subspekter a V' jsou jednotliva subspektra.

Nalezneme vlastni ¢isla matice W, ktera jsou tzv. faktorové skore a zna-
menaji vahu jim prisluSejiciho vlastniho vektoru v ptuvodni matici.

Pokud vyneseme vlastni ¢isla a jim odpovidajici vlastni vektory do grafu,
muzeme urcit, které subspektrum jesté nese néjakou podstatnéjsi informaci
a které je jiz pouhym Sumem. Obvykle se jako posledni uzite¢né spektrum
voli posledni spektrum pfed linedrnim poklesem vlastnich ¢isel. Podrobnéjsi
informace ohledné metod faktorovych analyz a jejich vyuziti ve spektroskopii
lze nalézt v Malinowski, 1991.
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3.3 Ramanova spektroskopie

Ramantiiv rozptyl je dvoufotonovy proces, pii kterém dochéazi k nepruznému
rozptylu dopadajiciho fotonu. Rozptyleny foton mé tedy jinou vlnovou délku.
Tento jev mé vSak velmi maly G&inny prifez (z cca 10° fotonii se priblizné jeden
rozptyli nepruzné, viz Mayo et al., 2003). Rozdil mezi energii dopadajiciho
a rozptyleného fotonu AFE je dan vztahem:

AE = h(vy — 1), (3.3)

kde 14 je frekvence dopadajiciho fotonu, v, je frekvence rozptyleného fotonu,
h je Planckova konstanta.

V Ramanové spektroskopii jsou aktivni pouze ty vibrace, pii kterych se
meéni polarizovatelnost molekuly.

3.3.1 Ramantiv spektrometr

Méfeni byla provadéna na aparatufe znazornéné na obrazku 3.1. Je zde vyu-
zito pravouhlé geometrie, ktera ma lepsi pomér signalu Raman /Rayleigh. Jako
zdroj excita¢niho zafeni byl pouzit kontinualni Nd:YAG laser (Verdi V-2, Co-
herent Co.) o vlnové délce 532 nm. Celkovy vykon na vzorku po priichodu
optickou soustavou byl 300 mW.

cco

vzorek tofka  Motch filtr

Spektrograf

zreatko
hranol

Obrézek 3.1: Aparatura pro méfeni Ramanova rozptylu.

Laserovy svazek odrazeny od zrcadla byl nasledné fokusovan ¢ockou a po-
moci hranolu nasmérovan do kyvety. Z ni je rozptylené zareni sbirano a pies
holograficky Notch filtr (Kaiser Optical), ktery slouzi k potlaceni Rayleighova
rozptylu, fokusovano pomoci objektivu na vstupni $térbinu monochroméatoru
(Spex 270M, Jobin-Yvon Co.), ktery je konstrukéné ¥egen jako dvojzrcadlovy
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s mfizkou na odraz. Jeho ohniskova vzdalenost je 270 mm a pouzita miizka ma
1800 vrypi/mm. Spektrograf zobrazuje spektralné rozloZeny svazek na plochu
CCD detektoru (Princeton Instruments Co.), ktery ma rozméry 1340x100 pi-
xeli. Za ucelem potlaceni termalniho sumu je chlazen kapalnym dusikem na
teplotu ca — 120°C. Pro méfeni byly pouzity kfemenné mikrokapilarové kyvety
o objemu 5 pl.

3.4 Ramanova opticka aktivita

Ramanova opticka aktivita je spektroskopickd metoda, kterd méii rozdily mezi
Ramanovymi spektry (viz kapitola 3.3) ziskanymi pomoci levo- a pravotodivé
polarizovaného svétla. Tato metoda nam tedy umoziuje rozeznavat optickou
aktivitu mérené molekuly a tim pfin&si nové moznosti do klasické Ramanovy
spektroskopie. Rozdilnou odezvu chirdlni molekuly k levo- a pravotocivé kru-
hové polarizovanému zéateni l1ze v piipadé rozptylovych méfeni charakterizovat
pomoci tzv. diferencni cirkuldrni intenzity:
R _ JL
A = M) (3.4)
(I7+IF)
kde I% je intenzita odezvy molekuly na pravotocivé kruhové polarizované za-
feni a I” je intenzita odezvy molekuly na levoto¢ivé kruhové polarizované
zafeni.

3.4.1 ROA aparatura

Aparatura, na které probihalo méfeni, je vybudovéna na principu ICP (dopa-
dajici zafeni je kruhové polarizovano a detekujeme veskeré rozptylené zafeni)
a v geometrii zpétného rozptylu (Hanzlikova et al., 1999). Jeji schéma je na
obrazku 3.2. Podrobnéjsi popis je mozné nalézt v Kapitan 2006.

Jako zdroj budiciho zafeni byl pouZit argonovy iontovy laser (Innova 305,
Coherent Co.) s vlnovou délkou 514,5 nm (vykon na vzorku po prichodu op-
tickou soustavou byl 500 mW). Za nim byl umistén polariza¢ni filtr (GT 10,
Leysop), ktery odstranil piipadné nestability v polarizaci svazku. Takto pola-
rizovany svazek vstupuje do elektrooptického modulatoru (EM 565, Leysop),
kterym je podélna Pockelsova cela. Ta na zakladé piilozeného napéti budi bud
levo— nebo pravotocivé kruhové polarizované zareni. Kvili odstranéni moznych
dvojlomnych posuvi vlivem zmén teploty je elektroopticky modulator umistén
v teplotné stabilizovaném pouzdie (CAL 3200). Kruhové polarizované svétlo
je fokusovano ¢oc¢kou (Melles Griot 01LQP013, =150 mm, pramér 25 mm) do
prostoru vzorku. Mezi ¢ockou a vzorkem jsou umistény vrtané prvky (45° zrca-
dlo, Lyottuv depolarizator a kolima¢ni ¢ocka). Kyveta se vzorkem je umisténa
v teplotni cele napojené na termoregula¢ni vodni ldzen RTE- 111 (Neslab Co.).

Po rozptylu na vzorku paprsek projde Lyotovym depolarizatorem (Leysop),
ktery odstrafiuje polariza¢ni artefakty, a kolimac¢ni ¢oc¢kou (f=25 mm, pramér
25 mm, Opticka a sklarska dilna MFF UK). Depolarizovany a kolimovany
svazek se odrazi od 45° zrcadla (Opticka a sklarska dilna MFF UK) a projde
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Obrazek 3.2: Schéma méiici aparatury. 1 — Laser, 2 — clonka s aperturou
5,0 mm, 3 — clonka s aperturou 4,5 mm, 4 — polarizator, 5 — clonka s aper-
turou 4,0 mm, 6 — elektroopticky modulator, 7 — clonka s aperturou 3,5 mm,
8 — irisova clonka, 9 — fokusac¢ni ¢ocka, 10 — 45° zrcadlo, 11 — kolimacni ¢ocka,
12 — Lyotuv depolarizator, 13 — vzorek, 14 — notch filtr, 15 — objektiv, 16 — za-
vérka, 17 — spektrograf a CCD detektor.

SuperNotch-Plus filtrem (Kaiser optical Systems, Inc.), ktery umozni odstranit
Rayleightuv rozptyl pro danou budici vlnovou délku. Nakonec je zatfeni fokuso-
vano objektivem (AF Nikkor 50 mm f/1,4D, Nikkon) do spektrografu (Kaiser
Optical Systems, HoloSpec f/1,4) a dopada na dusikem chlazeny CCD ¢ip
o rozmérech 1340x100 obrazovych bodi. Pro méfeni byly vyuzity kiemenné
mikrokyvety o rozméru 5x5 mm (Helma).

Casova zavislost Ramanovych a ROA spekter lysozymu byla ziskana s aku-
mulaci signalu nastavenou na 2s. Celkem bylo méfeno 19 bloki po 900 akumu-
lacich. Po dokonceni celého méreni bylo zméreno spektrum Ne vybojky, které
slouzilo ke kalibraci §kidly Ramanova spektra. Casové méfenf bylo poté jesté
jednou zopakovano pro ovéieni spravnosti zvoleného ¢asového kroku. V tomto
druhém pripadé byla akumulace nastavena na 3s a bylo méfeno 32 bloki po
200 akumulacich. Tyto jednotlivé bloky byly nasledné zpracovany jednotlivé,
po dvojicich a po trojicich.

Teplotni zavislost Ramanovych a ROA spekter lysozymu byla ziskédna s aku-
mulaci signalu nastavenou na 2s. Méfen byl jeden blok s 900 akumulacemi. Po
kazdém méfeni byla vodni lazen nastavena na teplotu o 10 °C vyssi, ponechéna
pét minut na vyrovnani a poté bylo ziskano dalsi spektrum. Béhem ohtevu bylo
zméreno kalibra¢ni spektrum neonové vybojky.

3.4.2 Zpracovani spekter Ramanovy optické aktivity

Prvnim krokem pf¥i zpracovavani ROA spekter je odstraiovani signalu od Lyo-
tova depolarizatoru, ktery vytvari silny polariza¢ni artefakt. Jeho signal se na-
chézi na ~1088 cm™!. Jeho odstraiiovani probih4 pomoci procedury CLEAN
FIELD a je popsano v Kapitdn 2006. V naSem piipadé tento postup nebyl
nutny, protoze spektrum vyse zminény artefakt neobsahovalo (viz obr. 3.3).
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Obrazek 3.3: Naméiené spektrum lysozymu v obrazovém modu. Artefakt by
se vyskytoval zhruba na pozici 500 pixelt.

Béhem zpracovavani jsme vyzkouSeli nékolik moznych piistupti pro pfi-
pravu vstupnich dat do 2D korela¢ni analyzy. Prvnim z nich bylo klasické zpra-
covani pomoci Fourierovy filtrace (Kapitéan et al., 2006), které vsak nevedlo
k zadanému vysledku, protoze vysledna ROA spektra byla stale ptilis zasuména
a 2DKoS pozorovala pouze artefakty (viz obr. 3.4). Tyto artefakty jsou zpu-
sobené ndhodnymi fluktulacemi pozadi (Czarnecki, 1998) nebo tenden¢nimi
narusty intenzity pozadi (Czarnecki, 1998; Czarnecki, 2003) a je nutné tyto
vady co nejvice potlacit. Rozhodli jsme se tedy opustit snahu o vyhlazovani
spekter v obrazovém modu a provedli vSechny dalsi kroky potiebné k ziskani
spekter. Bylo tedy nutné provést nejprve poscitani pies vSechny radky detek-
toru, po kterém z 2D obrazu detektoru ziskdime jednorozmérné spektrum. To
bylo déle zkalibrovano pomoci jiz diive zméreného spektra neonové vybojky a
tim jsme ziskali surové spektrum. VSechny tyto tipravy byly provadény pomoci
rutin programu ROA.
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Obrazek 3.4: Vysledna 2D spektra (synchronni vlevo a asynchronni vpravo)
po odstranéni Sumu pomoci Fourierovy filtrace.
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Dalsi kroky byly provadény v programu Grams/Al, kde bylo od ROA spek-
ter odecteno ,spektrum vody“, které obsahuje rizné artefakty a ptistrojovou
funkci (viz obr. 3.5). Toto spektrum bylo vyhlazeno s vyuzitim kubickych splint
v programu Matlab/R2006 (MathWorks) a néasledné odecteno. Po tomto ode-
¢teni bylo upraveno odsazeni spektra srovnanim hodnoty v bodé 1800 ¢cm™!
na hodnotu nula (viz obr. 3.6). Tento bod byl zvolen z toho duvodu, Ze zde
nepiredpokladame zadny ROA signél. Spektra byla zhlazena s vyuzitim funkce
Savitzkého-Golay pfes 25 bodu (Savitzky et al., 1964) (viz obr. 3.7). Nevy-
hodou tohoto postupu je, Ze nezachovava integralni intenzitu, ale na rozdil
od zhlazeni pomoci klouzavého priméru nezméni jeho pozici. Pozadi téchto
spekter bylo upraveno pomoci faktorové analyzy provedené v programu Bac-
kground (autor J. Palacky), ktery byl vytvoien v programu Matlab/R2006
(MathWorks). Program provede rozloZzeni série spekter na jednotliva subspek-
tra pomoci FA a u nich umozni ru¢ni odec¢teni pozadi. Takto opravené sub-
spektra nasledné opét pomoci FA slozi do opravené série spekter. Jednotliva
subspektra byla opravena polynomem 5. stupné. Takto upravena data jiz byla
vhodné pro analyzu pomoci 2DKoS.
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Obrazek 3.5: Naméfend ROA data (¢erné), ROA spektrum vody vyhlazené
pomoci splinu (modie) a spektrum po odecteni ROA spektra vody(Cerveng).
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Obrazek 3.6: Spektrum po odeéteni ROA spektra vody (¢erné) a néasledné
spektrum sesazené na nulu (Cerveng).
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Obréazek 3.7: Spektrum po sesazeni na nulu (¢erné) a jeho prolozeni Savitzkého-
Golayovou funkei.
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3.4.3 Zpracovani Ramanovych spekter

Zpracovani Ramanovych spekter bylo v pripadé lysozymu mnohem jednodussi,
protoze tato data nevyzadovala zddnou zvIastni tipravu. Bylo provedeno pouze
poscitani pres vSechny radky detektoru, kalibrace a ode¢teni Ramanova spektra
vody. Vysledna data byla jiz dostatecné hladka na to, aby mohla slouzit jako
vstup pro 2DKoS. Pozadi téchto spekter bylo upraveno pomoci programu po-
mlazka (autofi J. Hanus, P. Mojzes, V. Kopecky, naprogramoval J. Vachousek)
polynomem 5. stupné. Program nejprve odecte pfimku prolozenou prvnim a
poslednim bodem spektra, coz odstrani p¥ilis vysoké pozadi (v nasem nastaveni
byla tato vlastnost vypnuta) a nasledné provadi fitovani jednotlivych spekter
danym polynomem pomoci metody nejmensich ¢tvercii na prvni zadané spek-
trum a je zaroven schopen od téchto dalsich spekter odecist nechténa spektra
(v nasem piipadé spektrum vody). Program také umoziiuje piitadit riznym
usekim spektra rizné vahové koeficienty, coz umoznuje kvalitnéjsi srovnani
jednotlivych spekter.

Pro zpracovéani spekter obou forem NKR-P1 bylo zapotiebi mnohem vice
kroki. Nejprve byl ze vSech spekter ode¢ten pufr zméfeny pii prislusné teploté
(Obr. 3.8). Déle byla spektra srovnana pomoci programu pomlazka na spek-
trum ziskané pomoci DCDR, které nam zarucilo piirozenou podobu pozadi.
Byl pouzit polynom 5. stupné a také ode¢teno spektrum skla (Obr. 3.9). Pro co
nejlepsi vysledek vsak bylo nutné experimentovat s vahovymi koeficienty pro
jednotlivé ¢asti spektra. Vysledna spektra vSak neméla dostatecnou kvalitu,
takze bylo nutné provést odstranéni sumu (Obr. 3.10
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Obrazek 3.9: Spektra NKR-P1C
Obrazek 3.8: Spektra NKR-P1C po po srovnani pozadi programem
odecteni spekter pufru. pomlazka pomoci polynomu 5.
stupné a odecteni spektra skla.
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Obrazek 3.10: Spektra NKR-P1C
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Obrazek 3.11: Spektra NKR-P1C po
vyhlazeni pomoci funkce Savitzky-
Golay pres 25 bodu.
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Obrazek 3.12: Spektra NKR-P1C na-
normovana na maximum amidu I.
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Obrazek 3.13: Spektra NKR-P1C na-

normovana na maximum amidu I po
aplikaci pomlazky.
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Obrézek 3.14: Spektra NKR-P1C po
odstranéni pozadi pomoci splinu apli-
kovaného na kazdé spektrum zvIast.
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Obrézek 3.15: Spektra NKR-P1C po
odstranéni pozadi pomoci splinu apli-
kovaného na 1. subspektrum.

Nejprve jsme aplikovali faktorovou analyzu, ale ta neposkytla uspokojivé
vysledky a tak bylo nutno, stejné jako v pripadé ROA spekter, pouzit vyhlazeni
pomoci Savitzkého-Golayovy funkce (opét pres 25 bodu) (Obr. 3.11). Takto
vyhlazena spektra byla opét srovnana pomoci programu pomlazka na spektrum
DCDR, ale vysledek nebyl uspokojivy. Dochazelo k velmi silné variaci intenzity
pasu amidu I. To je dano tim, ze béhem méreni se protein srazel a tim dochézelo
k poklesu celkového signdlu. Pokusili jsme se tedy spektra nanormovat na
maximum pasu amidu I (1660 cm™!) (Obr. 3.12), ale doslo k silné diskrepanci
v intenzitach spekter a nepomohlo ani opétovné sesazeni pomoci programu
pomlazka (Obr. 3.13).

Rozhodli jsme se tedy od spekter odecist spline, ktery by odstranil pozadi
(zptisobeno fluorescenénimi necistotami ve vzorku) a tim nam umoznil diklad-
néjsi srovnani. Nejprve jsme odecitali kazdé spektrum zvlast (Obr. 3.14), coz
bohuzel nedéavalo kvalitni vysledky, a proto jsme na spektra aplikovali faktoro-
vou analyzu a spline odecetli z prvniho subspektra (Obr. 3.15). Spektra byla
sestavena zpatky a opét bylo provedeno sesazeni pomoci programu pomlazka.
Tato spektra jiz vyse zminénym problémem netrpéla a bylo tedy mozné pfti-
stoupit k jejich analyze. Kviili jejich nizké kvalité, ktera je zptisobena kratkym
akumula¢nim ¢asem (vzhledem k tomu, Ze se jednalo o nevratny proces ne-
bylo mozné tuto dobu prodlouzit), byla spektra rozdélena na oblast amidu
I (1640-1680 cm™!) a amidu IIT (1220-1300 cm™!). Tyto dvé oblasti byly dale
zpracovavany samostatné a byly na né opét aplikovany 2DKoS a faktorova
analyza.
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3.5 Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych
povlakii

DCDR je spektroskopickou technikou, pii které je kapka zkoumaného roztoku
nanesena na vhodny hydrofébni povrch, necha se vyschnout a takto ziskany
povlak se zkouma pomoci Ramanovy mikrospektrometrie.

Pro vodné roztoky dochazi pri odparovani k tokim kapaliny uvniti kapicky
smérem od stiedu k jejim okrajium. Tyto toky jsou natolik silné, ze s sebou
unaseji vétSinu rozpusténych latek, které se pak usazuji v krouzku na okraji
kapky (Deegan et al., 1997) (Obr. 3.16). Tento efekt se nazyva efekt kavového
krouzku (cofee-ring effect).

Obrazek 3.16: Fotografie proteinového krouzku pii desetindsobném zvétSeni.

Tento zplisob méfeni je velice vhodny pro studium proteint, protoze do-
chazi k velmi silnému zakoncentrovani roztoku a také k odstranéni Ramanova
spektra vody. Vlivem rozdilné hmotnosti proteinu a moznych fluorescen¢nich
primési dochazi také velmi ¢asto k odstranéni (¢i potlaceni vlivu) piipadnych
fluorescenc¢nich primési. Spektra takto zméfeného proteinu se velmi podobaji
spektrim proteinu v roztoku (Zhang et al., 2003).

3.5.1 Ramantv mikrospektrometr

Pro métreni DCDR spekter byl vyuzit integrovany systém LabRAM HR 800
(Horiba Jobin Yvon), ktery vyuziva pro méfeni Ramanova rozptylu geometrii
zpétného rozptylu. Jeho soucéasti je mikroskop, ktery je konfokilné napojeny
na spektrograf s asymetrickou montézi Czerny-Turner (ohniskova vzdalenost
800 mm).

Mikroskop obsahuje jako zdroj laserového svazku vnitini He-Ne laser s vl-
novou délkou 633 nm, ale pro nase méieni jsme vyuzili vngjsi Art laser s vino-
vou délkou 514,53 nm (Melles Griot Co.). Laserovy paprsek je nejprve olistén
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od plazmovych linii pomoci interferenc¢niho filtru a nasledné je pies optickou
soustavu fokusovan na prvni konfokilni stérbinu, ktera slouzi k vytvoreni pro-
storového rozliSeni. Nasleduje systém LIRS, ktery zajistuje uplny odraz svazku
smérem ke vzorku. Odrazeny svazek je pomoci objektivu mikroskopu zaostien
na vzorek a rozptylené zareni (Rayleightv i Ramaniiv rozptyl) je sbirano ob-
jektivem a putuje stejnou cestou zpét na Notch filtr (soucast systému LIRS),
ktery odfiltruje Rayleightiv rozptyl. Po pruchodu Notch filtrem je svazek po-
moci ¢ocky fokusovan na druhou konfokalni §térbinu, kterd je optickou sou-
stavou zobrazena na vstupni §térbinu spektrografu. Pro méfeni byla vyuzita
miizka s 600 vrypy /mm. Spektrum je zobrazeno na dusikem chlazeny CCD de-
tektor (Symphony Co.) o rozmérech 1024 x 256 pixelii. Zjednodugené schéma
je na obrazku 3.17. Podrobnéjsi popis lze nalézt v éipové 2006.

Laser =
Zrcadlo Mn 1 SMER K SPEKTROSKOPU

it i, | e e s

Obréazek 3.17: Zjednodusené schéma mikrospektrometru HR800 (pievzato z Si-
povéa, 2006).

Mikroskopicka ¢ast je dale vybavena mikroposuvnym stolkem, ktery umoz-
fiuje pfesnou manipulaci se vzorkem, a sadou objektivit (Olympus Co.). Do
cesty svazku mohou byt vlozeny dva 50/50 délice svazku, které slouzi pro sle-
dovani vzorku TV kamerou a pro jeho osvétleni. Pro méreni DCDR byly vzorky
naneseny na substrat SpectRIM™Slide (Tienta Sciences, Inc.) a ty upevnény
do mikroskopového drzaku. Pro nalezeni vhodné oblasti byl vyuzit objektiv se
zvetSenim 10x a pro vlastni méreni pak 50x.

3.6 Infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci je specidlnim piipadem
infracervené spektroskopie, ve které se méii intenzita absorpce zareni, které
proslo interferometrem (nejcastéji Michelsontv). Z vysledné zavislosti inten-
zity proslého zareni na drahovém rozdilu paprski se pomoci Fourierovy trans-
formace vytvoii celkové absorpcéni spektrum zkoumané latky. Velkou vyhodou
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této metodiky je velkd svételnost pristroje, méreni vSech vlnovych délek v jed-
nom okamziku a stalost kalibrace p¥istroje, ktera je zajisténa vnitinim laserem.

V IR spektroskopii jsou aktivni ty vibrace, pii kterych se méni dipolovy
moment molekuly.

Zeslabena uplna reflexe

ATR je metoda IR, kterd umoznuje méieni vzorki, které silné absorbuji. Tato
technika je zalozena na nasobném uplném odrazu na rozhrani krystalu s vy-
sokym indexem lomu a méfeného vzorku (Obr. 3.18). Zafeni ¢astecné pronika
do méieného vzorku. Pokud vzorek absorbuje zafeni o urcité frekvenci, bude
tato frekvence v odrazeném svazku zeslabena.

vzorek

Obrazek 3.18: Schéma ATR krystalu.

3.6.1 Zpracovani FTIR spekter

Zpracovani FTIR spekter vyzadovalo nejprve odecist spektrum pufru zmeé-
feného pii odpovidajici teploté (Dousseau et al., 1989) a néasledné odecteni
spektra vodnich par. Takto upravené spektra byla nejprve srovnéna aplikaci
pomlazka na spektrum ATR a pro lepsi vysledek byl opét aplikovan vahovy
filtr. Toto sesazeni v8ak nevedlo ke kyzenym vysledkum, a proto jsme od po-
uziti ATR spektra jako reference upustili a spektra srovnali na prvni zméfrené
spektrum.

Vzhledem k nizké kvalité vech spekter (zpiisobeno piistrojovou zavadou -
odstranéni vodnich par ze suSeného vzduchu, ktery slouzi k profukovani pti-
stroje bylo nedostatecné) jsme piistoupili ke zpracovavani pouze amidu I, a to
v oblasti 1600-1700 cm ™. Z téchto spekter byla spo¢tena 2DKoS a faktorova
analyza.

Déle byla na spektrech provedena druha derivace (Savitzky-Golay pies 25
bodi). Z téchto spekter byla opét provedena 2DKoS a faktorova analyza.

3.6.2 FTIR spektrometr

Pro méfeni spekter infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci byl
pouZit piistroj Vector 33 (Bruker). Schéma je znazornéno na obrazku 3.19.
Spektrometr je v uspofadani zvaném ROCKSOLID, které spo¢iva v tom, ze
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misto dvou kmitajicich zrcadel je pouzito dvou koutovych odrazect, které kmi-
taji ve svislém sméru. Toto usporadani je stabilnéjsi a odolnéjsi viic¢i mecha-
nickym vliviim. Zdrojem laserového zafeni pro vnitini kalibraci je He-Ne laser
s vlnovou délkou 633 nm. Zdrojem infracerveného zéateni je globar (lisovany
praskovy karbid kiemiku zhaveny elektrickym proudem). Jako detektory byly
pouzity DTGS a MCT detektory.

Pro méfeni FTIR spekter byly vyuzity CaFs kyvety (Chevtchenko Op-
tics) o tloustce okénka 8 a 10 um. Pii méfeni teplotni dynamiky byl vyu-
zit nastavec BioJACK™ (BioTools, Inc., USA) napojeny na termoregulacni
vodni lazeii RTE-111 (Neslab Co.). Méfeni absorbance bylo provadéno v jed-
nokanalovém modu s rozliSenim 2 cm™!, jako apoidiza¢ni funkce byla pouZita
Blackman-Harris 3 Term funkce.

Pro méfeni ATR spekter bylo vyuZzito nastavce MIRacle™ AG-single re-
flection diamond horizontal ATR (Pike technologies Co.).

Obréazek 3.19: Optické schéma spektrometru: A — zdroj zéafeni, B — karusel
s aperturami, C — okénko pro vstup externi svazku, D — déli¢ svazku zareni,
E, E’ — okénka vzorkového prostoru, F — ohnisko, kde je umistén drzdk vzorku,
G — detektor (pfevzato z Hlidek 2007).

33



4 Vysledky a diskuze

4.1 Vytvoreni programu na 2DKoS s grafickym
uzivatelskym prostiedim

Predstavovany program mé vSechny potfebné ovlddaci prvky a moznosti pro
provadéni 2DKoS na zvolené sadé experimentalnich dat. Umoziuje zobrazo-
vat a ukladat vysledky. Program je zalozen na algoritmech prezentovanych
v kapitole 2.1.1.

corr2dgui

S0

Second spectra
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First spectra

Obrézek 4.1: Okno GUI s vyznacenim hlavnich ovlddacich prvki.

Navrh programu je zamétren na maximalni piehlednost a efektivitu. Vlastni
grafické uzivatelské prostiedi (GUI) je zobrazeno na obréazku 4.1 s vyzna¢enymi
hlavnimi prvky. Vlastni 2D spektrum je zobrazeno v (1), jedno spektrum z mé-
fené sady dat je zobrazeno v (2) (v piipadé homo-spektralni korelace jsou
obé spektra identickd), barevna skala (pokud je aktivni) je zobrazena v (3) a
v8echny potifebné ovladaci prvky jsou sdruzeny na listé (4).

V8echny ovladaci prvky jsou sdruzeny do nabidek podle jejich funkce a
sefazeny podle predpokladaného potadi pouziti. Jednotlivé polozky se stavaji
aktivni az po splnéni vSech podminek nutnych pro jejich bezpecné spusténi.
Vsechny funkce programu jsou popsany v piilozené napovédé (anglicky). De-
taily jednotlivych nabidek jsou na obrazku 4.2.
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Obrézek 4.2: GUI s jednotlivymi nabidkami a podnabidkami.

4.2 Testovani rutin a rozsifeni metodiky

Funkénost algoritmi i vlastniho programu byla otestovana na sériich ruznych
spekter. Ta simuluji rizné jevy, které mohou nastat ve spektrech. Prvni sada
testovacich spekter obsahuje Gaussovské pésy, které jsou popsany rovnici:

_ (z—pos)?

G=a-e 5 (4.1)
kde a je amplituda pésu, pos je jeho pozice a b je funkei polositky pasu. Vzdy
podle potieby byl do téchto proménnych piidan parametr k, ktery se ménil
s poradim spektra v rozsahu od 1 do 2.

Nejprve jsme testovali chovani samostatnych pasi (Obr. 4.3), protoze jejich
2D korela¢ni analyzy jsou jiz ovéfeny a publikovany (Noda, 2002) a lze tak tedy
snadno ovérit spravnost pouzitych algoritmi.

Prvni spektrum obsahuje jediny pés, ktery se posouva smérem k vySSim
vlno¢tim a jeho intenzita se neméni. Lze ho charakterizovat hodnotami: a =
10, pos = 50 + k a b = 20. Celé namodelované spektrum i s vysledky lze vidét
na Obr. 4.3A. Z obou spekter lze vidét, ze pro 2DKoS se posuv pasu jevi jako
dva rizné pasy, a to na ptvodni pozici a na kone¢né pozici pasu. Ze zapornych
znamének v synchronnim spektru vyplyva, ze jeden pés roste a druhy klesa,
coz je zcela logické. Asynchronni spektrum je v tomto pripadé charakteristické
a obsahuje dva protahlé pasy na vnitini strané a dva klasické pasy na vnéjsi
strané. Tento tvar umoziuje odlisit posuv ve spektru od jinych pripadi.

vvvvvv

pasu prida jesté vzrust intenzity. Celé spektrum pak muzeme charakterizovat
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Obrazek 4.3: Simulované pochody ve spektrech pomoci Gaussovskych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
piipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) jeden pas posouvajici se k vyssim
vlno¢tim (z pozice 51 cm™! na 52 cm™!) B) jeden pas ménici zaroveii pozici
(stejné jako v piipadé A) i intenzitu (z 11 a.u. na 12 a.u.) C) pas neménici svoji
polohu a ménici svoji polosiiku (z 7,65 cm ™! na 7,84 cm™') D) dva prekryvajici
se pasy (na pozicich 48 a 52 ecm™!), z nichz jeden roste a druhy klesa (oba

linearné, prvni z 11 na 12 a.u. a druhy z 10 a.u. na 5 a.u.).
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pomoci proménnych: a = 10 + k, pos = 50 + k a b = 20. Namodelované spek-
trum i s vysledky lze vidét na Obr. 4.3B. Je vidét, Ze obé spektra jsou velmi
podobné tém predchozim, ale rust intenzity lze snadno identifikovat podle
nestejné intenzity péasu (jak autokorela¢nich, tak kroskorelacnich). V asyn-
chronnim spektru lze oproti piedchozi situaci pozorovat zvysSeni intenzity ve
sméru posuvlu.

Ttetim prezentovanym piikladem je rozsifujici se pas, kterému se neméni
ani pozice ani intenzita a lze ho tedy popsat pomoci proménnych: a = 10,
pos = 50 a b = 20+ k. Spektrum i vysledky jsou na Obr. 4.3C. Ze synchronniho
spektra nenf mozné usoudit, o jakou spektralni zménu se jednéa, ale asynchronni
spektrum je v tomto pfipadé také velmi typické a snadno poslouzi k identifikaci.

Posledni zastupce z této kategorie je pés, ktery je vlastné obalkou dvou
velmi blizkych péasti s proménnou intenzitou. Tyto pasy lze popsat pomoci:
a; = 10 + k, pos; = 48, by = 20 a ay = 10/k, poss = 52, by = 20. Spektrum
i vysledky jsou na Obr. 4.3D. Na tomto piikladu 1ze snadno demonstrovat
dekonvolu¢ni schopnost 2DKoS, protoze z pouhého pohledu na spektrum by
se dalo usuzovat i na piiklad zobrazeny na Obr. 4.3B, ale asynchronni spektrum
tuto moznou zédmeénu vyvraci.

Dale jsme se zamérili na spektralni zmény tykajici se dvou pasi ve spektru
(Obr. 4.4). Pryvnim piikladem je dvojice pasii, které méni svoji intenzitu podle
predpisii: a; = 2 -k, pos; = 30, by = 20 a ay = 1 - k2, posy = 70, by = 20.
Spektrum i s vysledky je zobrazeno na Obr. 4.4A. Analogickym piikladem je
druhé spektrum (Obr. 4.4B), které zobrazuje pasy ménici se opaénym smérem
podle predpisii: a; = 5 -k, pos; = 30, by = 20 a ay = 1/k?, posy = 70, by = 20.
rozsifeni piipadu z Obr. 4.3A, kdy dva takovéto pasy nechame pohybovat proti
sobé. Lze je charakterizovat pomoci: a; = 1, pos; =40+ k, by =20 a ay =1,
posy = 60 — k, by = 20. Ze synchronniho spektra je patrné, Ze jsou deteko-
vany tii pasy: prvni a posledni jsou na puvodnich pozicich a prostfedni pas je
silnd zména intenzity v oblasti kolem 50 cm ™!, kde dochazi ke spojovani pasi.
Asynchronni spektrum obsahuje ¢tyfi podkovovité pasy, mezi jejichz rameny
se nachézi dalsi klasicky péas opa¢ného znaménka.

Posledni pripad je kombinaci Obr. 4.4B a C, ale s tim rozdilem, Ze pasy
se nepohybuji k sobé, ale od sebe. Spektrum lze zapsat jako: a; = 10 + £,
pos; = 40 + k, by = 20 a ay = 10/k?, posy, = 60 + k, by = 20. Synchronni
i asynchronni spektrum nesou urcité znaky ze spekter pohybujiciho se pasu
(Obr. 4.3A) a lze si také povsimnout detekce posuvu pasu v kroskorela¢nich
pésech.

V8echny tyto provedené testy byly ve velmi dobré shodé s jiz d¥ive publiko-
vanymi vysledky (Noda 2004) a tedy muzeme piredpokladat, Ze nami pouzity
algoritmus pro vypocet 2D spekter je spravny. Vzhledem k tomu, Zze chceme
2D korela¢ni analyzu aplikovat na metody vibra¢ni spektroskopie, kterd ma
ve spektru jak kladné, tak i zaporné pasy, provedli jsme dikladné otestovani
i u téchto typu spekter (Obr. 4.5). Dfive jiz byly provedeny prace, které se
tomuto tématu vénovaly (Ashton et al. 2006), ale v testovacich spektrech byly
pouzity pasy slozené ze tii bodi.
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Obrazek 4.4: Simulované pochody ve spektrech pomoci Gaussovskych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
ptipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice past rostouci stejnym
smérem a neménici svoje pozice (prvni péas roste linedrné z 2 a.u. na 4 a.u. a
druhy roste kvadraticky z 1 a.u. na 4 a.u.), B) dvojice opa¢né se pohybujicich
péast neménicich svoje pozice (prvni pas linearné roste z 5 a.u. na 10 a.u. a
druhy kvadraticky klesa z 10 a.u. na 2 a.u.), C) dva pasy pohybujici se k sobé
beze zmény intenzity (linearni pohyb z 41 cm™! na 42 em™' a z 59 em™! na
58 cm™ 1), D) dvojice pésii, ktera kombinuje zmény z p¥ipadi B a C (zména po-
zice stejna jako u C, zména intenzity linedrné 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 prvni piiklad zvolili dva pasy opac¢nych intenzit a oba jsme
nechali rist smérem k vySsim absolutnim hodnotam. Jejich pozici a zménu lze
zapsat pomoci: a; = —bk, pos; = 30, by = 20 a as = 2k?, poss = 70, by = 20.
Zobrazené spektrum i s vysledky je na Obr. 4.5A. Z porovnani s obrazkem 4.4B
je patrné, ze synchronni spektrum je v obou piipadech stejné. Z toho Ize snadno
usoudit, ze pokud mame ve spektru dva pasy s opacnym znaménkem, je nutné
Nodova pravidla obratit, protoze 2DKoS zaznamend pouze odliSnost smeéri
pohybu, nikoliv zménu v intenzitéach.

Dalsim simulovanym piipadem bylo slévani takovéhoto dubletu, které je
mozné popsat pomoci: a; = —1, pos; = 40+k, by =20 a ay = 1, posy = 60—k,
b, = 20. Z pohledu na synchronni spektrum je zde vidét analogie se spektrem
na Obr. 4.4C. V tomto piripadé vSak diky pastim s odlisnymi znaménky vznika

vvvvvv

Yoy

v asynchronnim spektru pripominaji asynchronni spektrum pohybujiciho se
péasu (viz obr. 4.3A) a vznikly jejich slozenim.

Ttetim pripadem je stéhovani celého dubletu. Tento pohyb je mozné popsat
pomoci: a; = —10, pos; = 45+ k, by = 20 a ay, = 10, poss = 55 + k, by = 20.
Spektrum i s vysledky je zobrazeno na Obr. 4.5C. Je zde tedy také analogie se
situaci na Obr. 4.4C a je tak vidét, ze synchronni spektra se v obou piipadech
shoduji. Asynchronni spektrum je v tomto pfipadé podobné&jsi pohybujicimu
se pasu (viz obr. 4.3A).

Poslednim pfipadem je kombinace piipadu na Obr. 4.5A a B, kdy nechame
dva VOA pésy pohybovat k sobé, zatimco se méni jejich intenzita. Spektrum
i s vysledky je zobrazeno na Obr. 4.5D. V synchronnim spektru jsou deteko-
vany pouze dva pasy, pravdépodobné diky velké zméné intenzity, ktera prehlusi
zménu pozice, ale v asynchronnim je detekovana uz i pozi¢ni zména.

Jako posledni testovaci sadu jsme si vzali spektralni jevy, které jsou né-

jakym zpisobem podobné tém jiz testovanym a sledovali jsme, zda o této
podobnosti bude vypovidat i 2D spektrum (Obr. 4.6).
Je to tedy prosté slozeni piipadu na obr. 4.3C. Toto spektrum je popsano
pomoci parametri: a; = 10, pos; = 40/(20 + k), by = 20 a ay = 10, posy =
60/(20 4+ k), by = 20. Ze synchornniho i asynchronniho spektra vidime, ze
se jedni o prostou kombinaci obrazcli pro jeden rozsitujici se pas. V tomto
pripadé se tedy ptfedpoklad o podobnosti potvrdil.

Dalsim simulovanym spektrem je tentyz jev, ale aplikovany na VOA spek-
trum. Timto jsme chtéli ovérit predpoklady o chovani past pii zméné zna-
ménka. Spektrum lze popsat pomoci: a; = —1, pos; = 40/(20 + k), by = 20 a
as =1, posy = 60/(20 + k), by = 20. Z pohledu na synchronni spektrum je pa-
trné, ze pasy jsou na stejnych mistech jako v piedchozim piipadé (obr. 4.6A),
ale nékteré z nich maji prohozena znaménka. Jedn& se o pésy, které piislu-
Seji mimodiagonélnim blokim a jedna se tak o vzajemné korelce obou pésii.
Obrazec samotného pasu zménou znaménka nijak ovlivnén nenf.

Déle jsme si vzali opét zdvojeni piipadu na obr. 4.3A, tedy posuv dvou
past, které se nachéazeji v tésné blizkosti. Parametrizovano jako: a; = 10,
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Obrazek 4.5: Simulované pochody ve spektrech VOA pomoci Gaussovskych
tvari spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve
v8ech p¥ipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice VOA past méni-
cich své intenzity v ,opa¢ném® sméru (prvni z —5 a.u. na —10 a.u. a druhy
z 2 a.u. na 8 a.u.), B) dvojice VOA past, které se pohybuji smérem k sobé
beze zmény intenzity (pohyb z 41 cm™' na 42 cm™! a druhy z 59 ¢cm™! na
58 cm™ 1), C) dvojice VOA pésii, které se spole¢nd pohybuji jednim smérem
(pohyb z 46 cm™! na 47 em™! a druhy pas z 56 cm ™! na 57 em™!), D) dvojice
VOA pési, které kombinuji spektralni zmény z B a C (prvni roste linearné
z —b a.u. na —10 a.u. a posouva se z 46 cm ™! na 47 cm~! a druhy kvadraticky
z 2 a.u. na 8 a.u. a posouva se z 54 cm~! na 53 cm ™).
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pos; = 40 + k, by = 20 a ay = 10, posy = 60 + k, b = 20. Z pohledu na
synchornni spektrum je vidét, Ze obrazec je opét prostym slozenim piipadu
to je dano pfilisnou blizkosti obou ptivodnich past, ¢imz doslo ke sliti nékolika
oblasti v 2D spektru.

Jako posledni modelovy piiklad jsme si vzali lehkou obménu jevu na ob-
razku 4.4D. V tomto pfipaé se oba pasy pohybuji smérem k sobé a nikoliv
stejnym smérem. Tento posuv lze parametrizovat nésledovné: a; = 10 + k,
pos; = 40 + k, by = 20 a ay = 10/k?, posy; = 60 — k, by = 20. U synchron-
niho spektra nevidime zadny rozdil oproti prikladu na obrazku 4.4D, ale asyn-
chronni spektrum ma drobnou zménu ve znaménku dvou pasu. Jsou to pasy,
které prisluseji korelaci pasu na 60 a.u. se sebou samym po posuvu. Doslo zde
ke zméné znaménka, coz v sobé zahrnuje poradi zmén a tedy nadm odhaluje, Ze
se pas pohybuje jinym smérem.

Vsechny tyto spektralni udéilosti jsme namodelovali také pomoci Lorentzo-
vych pasi. .

L=k——/"—0w (4.2)

14 (aopoel

Divodem byla skutecnost, ze v pripadé cistych vibraci by tvar spektralnich
pasi byl dan pravé Lorentzovym pasem. Ve spektrech proteinu jsou vSak ¢isté
vibrace spiSe vzacnosti a skutec¢né spektra se svym tvarem bliz{ Gaussovym pé-
stim - pas je pak smési obou tvari. Proto je dilezité znat obrazce pro oba tvary
spekter. Pro modelovani jsme pouzili stejné parametry pro snadné porovnani
vysledku. Jak je vidét z obrazki 4.7, 4.8, 4.9 a 4.10, jsou korela¢ni obrazce Lo-
rentzovych pasu ponékud odlisné, ale muZzeme na né piirozené aplikovat stejna
rozhodovaci pravidla.
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Obrazek 4.6: Simulované pochody ve spektrech pomoci Gaussovskych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
ptipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice rozsifujicich se past (oba
z 7,65 cm™! na 7,84 cm™!), B) dvojice VOA pasti, které méni svoji polosiiku
(oba z 7,65 cm™! na 7,84 cm™!), C) dvojice pasi, které se spole¢né pohybuji
jednim smérem (pohyb z 41 cm™! na 42 cm™! a druhy pas z 61 cm™! na
62 cm™!), D) dvojice pésii, z nichZ jeden roste a zéroveit se pohybuje (roste
linearné z 11 a.u. na 12 a.u. a posouva se z 41 em™! na 42 cm™!) a druhy
klesa a zaroven se pohybuje opa¢nym smérem (klesa kvadraticky z 10 a.u. na
2,5 a.u. a posouvé se z 59 cm~! na 58 cm™!).
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Obrazek 4.7: Simulované pochody ve spektrech pomoci Lorentzovych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
piipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) jeden pas posouvajici se k vyssim
vlno¢tim (z pozice 51 cm™! na 52 cm™!), B) jeden pas ménici zarovei pozici
(stejné jako v piipadé A) i intenzitu (z 11 a.u. na 12 a.u.), C) pas neménici
svoji polohu a ménici svoji polositku (z 7,65 cm™ na 7,84 cm™!), D) dva
piekryvajici se pasy (na pozicich 48 a 52 cm™!), z nichZ jeden roste a druhy
klesa (oba linearné, prvni z 11 na 12 a.u. a druhy z 10 a.u. na 5 a.u.).
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Obrazek 4.8: Simulované pochody ve spektrech pomoci Lorentzovych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
ptipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice past rostouci stejnym
smérem a neménici svoje pozice (prvni péas roste linedrné z 2 a.u. na 4 a.u. a
druhy roste kvadraticky z 1 a.u. na 4 a.u.), B) dvojice opa¢né se pohybujicich
péast neménicich svoje pozice (prvni pas linearné roste z 5 a.u. na 10 a.u. a
druhy kvadraticky klesa z 10 a.u. na 2 a.u.), C) dva pasy pohybujici se k sobé
beze zmény intenzity (linearni pohyb z 41 cm™! na 42 em™' a z 59 em™! na
58 cm™1), D) Dvojice past, ktera kombinuje zmény z p¥ipadi B a C (zména po-
zice stejna jako u C, linearni pokles intenzity z 11 a.u. na 12 a.u. a kvadraticky
pokles intenzity z 10 a.u. na 2 a.u.).
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Obrazek 4.9: Simulované pochody ve spektrech VOA pomoci Lorentzovych
tvari spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve
v8ech piipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice VOA péast ménicich
své intenzity v ,opa¢ném“ sméru (prvni z —5 a.u. na —10 a.u. a druhy z 2 a.u.
na 8 a.u.), B) dvojice VOA pasii, které se pohybuji smérem k sobé beze zmény
intenzity (pohyb z 41 cm™! na 42 cm™! a druhy z 59 cm™! na 58 cm™!), C)
dvojice VOA pasii, které se spolecné pohybuji jednim smérem (pohyb z 46 cm ™!
na 47 cm~! a druhy pas z 56 cm™! na 57 ecm™!), D) dvojice VOA past, které
kombinuji spektralni zmény z B a C (prvni roste linearné z —5 a.u. na —10 a.u.
a posouva se z 46 cm~! na 47 ecm™! a druhy kvadraticky z 2 a.u. na 8 a.u. a
posouva se z 54 cm ™! na 53 cm ™).
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Obrazek 4.10: Simulované pochody ve spektrech pomoci Lorentzovskych tvari
spolu s jejich synchronnimi a asynchronnimi 2D korela¢nimi spektry. Ve vSech
ptipadech bylo namodelovano 11 spekter. A) dvojice rozsifujicich se past (oba
z 7,65 cm™! na 7,84 cm™!), B) dvojice VOA pasti, které méni svoji polosiiku
(oba z 7,65 cm™! na 7,84 cm™!), C) dvojice pasi, které se spole¢né pohybuji
jednim smérem (pohyb z 41 cm™! na 42 cm™! a druhy pas z 61 cm™! na
62 cm™'), D) dvojice pasii, z nichz jeden roste a zarovei se pohybuje (roste
linearné z 11 a.u. na 12 a.u. a posouva se z 41 em™! na 42 cm™!) a druhy
klesa a zaroven se pohybuje opa¢nym smérem (klesa kvadraticky z 10 a.u. na
2,5 a.u. a posouvé se z 59 cm~! na 58 cm™!).
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4.3 Ramanova spektra lysozymu

Nameétena data byla zpracovana postupem uvedenym v kapitole 3.4.3. Z téchto
vysledki vytvorime diferen¢ni spektra proteinu pro ¢asovou i teplotni zavislost
(obr. 4.11 a 4.12). Pokazdé bylo od aktuéalniho spektra odecteno prvni nameé-
fené a celkovy rozdil byl vynasoben faktorem 10, respektive 2 pro c¢asovou,
respektive teplotni zavislost.

$
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1302
1553
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VIS S I S
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’ T
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Obrazek 4.11: Diferen¢ni spektra pro ¢asovou zavislost Ramanovych spekter

lysozymu. Diferenc¢ni spektra byla vytvorena odec¢tenim prvniho spektra a pro
snadnéjsi zobrazeni vynasobena faktorem 10.

P1i opakovaném méfeni se bohuzel ukizalo, 7ze zmény, které jsou pozorova-
telné v Casove zavislosti (obr. 4.11), jsou sice ¢astecné realné, ale bohuzel jsou
natolik malé, Ze jsou prekryty artefaktem, ktery vznikd vlivem posunu kalib-
race. To muze byt zpusobeno nepatrnymi fluktulacemi teploty v laboratofi (a
to i pies pouziti klimatizace). Z Casové zavislosti Ramanovych spekter tedy
nelze ziskat zadnou podstatnou informaci a tudiz jsme ani neprovadéli 2DKoS.
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Obrazek 4.12: Diferenc¢ni spektra pro teplotni zavislost Ramanovych spekter
lysozymu. Diferenc¢ni spektra byla vytvofena odec¢tenim prvniho spektra a pro
snadnéjsi zobrazeni vynasobena faktorem 2.

Naproti tomu zmény v teplotni zavislosti jsou dostatecné ztietelné a jiz
z téchto diferenc¢nich spekter lze fici néco o zménéach, které ve spektru probi-
haji. Ze zmény tvaru a intenzity pasu na 1659 cm™! lze usoudit, Ze dochézi ke
vzrustu obsahu -skladanych listi a poklesu a-helixii (Tensmeyer et al., 1996).
Dale jsou patrné posuvy v pasech, které ptisluseji aromatickym postrannim
fetézcim: tryptofan na 1553 cm~! a 760 cm™! a tryptofan a fenylalanin v ob-
lasti 1012 ecm™!. Dale je patrny posuv pasu piislusejici disulfidovému mistku
v konformaci gauche-gauche-gauche na 508 cm ™! (to znamena, ze fragment C,-
Cp-5-5-C4-C,, zaujima takovou konformaci, kdy torzni tihel S-S vazby je cca
90° a velikosti obou dihedralnich thli mezi koncovym uhlikem a vzdalenéjsim
atomem siry jsou piiblizné 60°).

Na teplotni zavislost byla také aplikovana faktorova analyza, jejiz vystup je
na obrazku 4.13. Je zde vidét, ze pti ohfivani dojde nejprve k vyrazné zméne ve
spektru, kterd se poté zpomali. Druhé subspektrum zachycuje néjakou pozvol-
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nou zmeénu, ktera probihé po celou dobu zahiivani pfiblizné stejné rychle. Tteti
subspektrum poté zachycuje pravdépodobné spektrum fibrilovaného proteinu,
protoze se jeho pritomnost ve spektru nejprve zvysi a poté postupné ubyva.
Dochazi tedy k rozpadu fibrilarni struktury a ptrevlada agregovana forma ly-
sozymu, coz také zachycovala predchozi subspektra.

Dale byla provedena 2DKoS z teplotni zavislosti, jejiz vysledky jsou na
obrazcich 4.14 a 4.15. Zmény pasu jsou shrnuty v tabulce 4.1. V 2D spek-
tru si lze povSimnout nékolika velkych zmén. Ta nejpatrnéjsi je v oblasti okolo
1660 cm~! a odhaluje dva pésy, které se méni v opaéném sméru. Jedn4 se o pie-
lévani intenzity mezi pasy na ca 1680 a 1640 cm ™!, p¥icemz pas na 1680 cm ™!
roste. Jedna se tedy o vzrust podilu f-skladaného listu a pokles podilu a-helixu
(Tensmeyer et al., 1996), coz potvrzuje vysledky z diferen¢nich spekter a také
predchozi studie (Shasilov et al., 2007; Shasilov et al., 2008). Dale je z téchto
vysledki vidét, ze rozbalovani proteinu je vicestupnové. Nejprve dochazi k na-
ristu obsahu (-skladanych list (pas na 1680 cm™!), nasleduje abytek obsahu
a-helikdlni struktury (pas na 1640 cm™!) a poslednim krokem je opét nariist
obsahu (-skladanych listi (pas na 1229 em™!). Zaroven také dochéazi k vy-
stavovani tryptofanu vlivu vodniho prostiedi (pomér pasi 1360 a 1340 cm™!
se snizuje ~Overman et al., 1995). Toto vystavovani piredchazi vzristu obsahu
druhé ¢asti 3 struktur, ale jiz bohuzel nelze fici, v jakém ¢asovém vztahu je
k ostatnim zménam.

vy (em™h) vy (em™1) S A

1680 (3-skl. 1.1) 1640 (a-helix!) - +

1680 ((3-skl. 1.1) 1448 (s cH,, cHs, Lys, Tle, Leu 2:3) - —

1680 (3-skl. 1.1) 1229 (B-skl. 1.1) + +

1680 (B3-skl. 1.1) 1129 (Tle, Val, Leu, Trp 23) — —

1640 (a-helix!) 1229 (3-skl. 1.1) — —

1448 (5 cH,, CHs, Lys, Tle, Leu 2:3) 1229 (,B—Skl. 1.1) — X
1361 (Trp dublet 123) 1229 (B-skl. 1.1 - +
1229 (B-skl. 1.1) 1129 (Ile, Val, Leu, Trp >3) — —

Tabulka 4.1: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost Ramanovych spekter ly-
sozymu (+ a — zna¢i znaménko kroskorela¢niho pasu a x znadi, Ze pas se
v daném spektru nevyskytuje). Prifazeni pasti byla provedena podle: ! — Ten-
smeyer et al., 1996; 2 — Overman et al., 1999; 3 — Tuma, 2005.
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Obrazek 4.13: Vysledky faktorové analyzy pro teplotni zavislost Ramanovych
spekter lysozymu.
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Obréazek 4.14: Synchronni spektrum 2DKoS teplotni zévislosti Ramanovych
spekter lysozymu (kladné pasy jsou znaceny ¢ervené a zaporné modie).
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Obréazek 4.15: Asynchronni spektrum 2DKoS teplotni zavislosti Ramanovych
spekter lysozymu (kladné pasy jsou znaceny ¢ervené a zaporné modie).
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4.4 Spektra Ramanovy optické aktivity lysozymu

Tyto vysledeky byly ziskdny zarovein s méfenim Ramanovych spekter. Data
byla zpracovana postupy uvedenymi v kapitole 3.4.2.

Ziskana spektra casové zavislosti jsou zobrazena na obrazcich 4.16 a 4.17.
Za povsimnuti stoji skutecnost, Ze spektrum v ¢ase T' = 18h je velmi podobné
spektru pii teploté t = 30°C. Z toho lze usoudit, Ze pii teplotnim méfeni pro-
béhl nejprve velmi zrychlené cely proces fibrilace, ktery je zachycen v ¢asovém
méfeni a poté doslo k rozkladnym procesim pii denaturaci a pravdépodob-
nému vzniku oligomernich struktur. Tomu nasvédcuje i fakt, ze spektrum pii
teploté ¢ = 60°C svym tvarem pripomina spektra z nizsich c¢asu.
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Obrazek 4.16: Série naméfenych ROA spekter lysozymu pro ¢asovou zavislost.

Nejprve byla na vysledky casové zavislosti fibrilace lysozymu aplikovana
faktorova analyza, a to jak na pivodni vysledky, tak na vysledky premérené.
Vystupy jsou vidét na obrazcich 4.23, 4.24 a 4.25. Z obrazku 4.24 je patrné, ze
takto maly ¢asovy krok (40 min.) neni vhodny, protoZe ve vzorku dochézi k sil-
nym fluktulacim. Pravdépodobné pozorujeme lokalni tvorbu a rozpad fibril. Je
proto vhodnéjsi zvolit ponékud delsi ¢asovy tsek, kde by doslo k vystfedo-
vani téchto déji. Z obrazku 4.25 je vidét, ze pii zdvojnasobeni ¢asového kroku
(80 min.) dojde k ¢astetnému vyrovnani téchto fluktulaci a pokud zvolime
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Obréazek 4.17: Série naméfenych ROA spekter lysozymu pro teplotni zavislost.

¢asovy krok 2 h (viz obr. 4.23 a 4.26), je prubéh tvorby téchto fibril jiz do-
statec¢né linearni. Z toho lze nahlédnout, Zze u prvntho méfeni byl ¢asovy krok
zvolen spravné. U druhého méfeni se v Case 4 h objevuje zafez, ktery by mohl
byt zpisoben nékolika faktory. Jednou moznosti je tvorba usazeniny, ktera se
nasledné rozpustila, nebo také mohlo jit o necistotu ve vzorku, kterd zpiso-
bila lok&lni ohfev a rozpusténi vytvorenych fibril. Vzhledem k této nekvalité
opakovaného métfeni jsme se pii zpracovani vénovali pouze prvnimu meéfeni,
u kterého se tato chyba neobjevuje.

Pro dalsi zpracovani bylo vzato jen prvnich 8 spekter, protoze ta se naché-
zeji na nabézné hrané kiivky v koeficientech prvniho subspektra. Tato spektra
tedy zachycuji tvorbu fibril a zbyl4 spektra zachycuji sedimentaci vzorku a
nenesou tedy zadnou informaci o procesu fibrilace. Vysledky 2DKoS jsou zob-
razeny na obréazcich 4.18 a 4.19 a shrnuty v tabulce 4.3..

Ze spekter teplotni zavislosti byla také provedena faktorova analyza, jejiz
vystup je na obrazku 4.22. Z pohledu na priibéh koeficienti prvniho subspektra
je ziejmé, ze hlavni déj probéhne velmi rychle jednim smérem a poté pomalu
probiha opa¢nym smérem. To potvrzuje domnénku, Ze pri tomto méfeni nej-
prve probéhne fibrilace a poté proces denaturace vlivem teploty. Toto tvrzeni
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Obréazek 4.18: Synchronni spektrum 2DKoS teplotni zavislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pasy jsou znaceny ¢ervené a zéaporné modie).
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Obréazek 4.19: Asynchronni spektrum 2DKoS teplotni zavislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pasy jsou znaceny Cervené a zaporné modie).
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se vSak neshoduje s predpokladem, Ze denaturace a fibrilace jsou stejné pro-
cesy (Arnaudov et al., 2005). Skutec¢nost, Ze se jedna o rozdilné procesy by také
vysvétlovala vysledek pozorovani z piedchozi prace autori (Arnaudov et al.,
2003), ve které zjistili, ze fibrily vytvorené zahiatim vzorku lze po kratké dobé
vratit zpét, ale u starsich fibril jiz to neni mozné. Autofi usuzuji, ze po delsi
dobé dochazi k upevnéni vazeb, ale naSe zjisténi napovidaji spiSe denaturaci
vzorku.

Z téchto dat byla provedena 2DKoS, jejiz vysledky jsou na obréazcich 4.20
a 4.21. Piehledné jsou pak shrnuty v tabulce 4.2.

vy (em™1) vy (cm™1h) Synch. Asynch.
1667 (a-helix) 1647 (a-helix) + —
1667 (a-helix) 1613 (a-helix) + —
1667 (a-helix) 1459 (CH,, CHjs) + —
1667 (a-helix) 1432 (CHy, CHj) + —
1667 (a-helix) 1343 (a-helix) + +
1667 (a-helix) 1117 + +
1667 (a-helix) 1008 + +
1647 (a-helix) 1551 (Trp) + +
1647 (a-helix) 1343 (a-helix) + +
1647 (a-helix) 1302 (a-helix) + +
1647 (o-helix) 1117 + +
1647 (a-helix) 1008 + +
1613 1343 (a-helix) + +
1613 1008 (a-helix) + +
1551 (Trp) 1432 (CH,, CHj;) + —
1551 (Trp) 1343 (a-helix) + +
1551 (Trp) 1008 + +
1459 (CH,, CI) 1343 (a-helix) n .
1459 (CH,, CH,) 1302 (a-helix) ¥ +
1459 (CH,, CH,) 1117 ¥ T
1459 (CH,, CHa) 1008 ¥ T
1432 (CH,, CHy) 1343 (a-helix) T n
1432 (CH,, Cll,) 1302 (a-helix) ¥ +
1432 (C, Cll,) 1117 ¥ n
1432 (CH,, Cl) 1008 ¥ +
1343 (a-helix) 1244 (3-vlakna) + —
1244 (p-vlakna) 1008 + —

Tabulka 4.2: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost ROA spekter lysozymu
(+ a — znadi znaménko kroskorela¢niho pasu). Piifazeni pasiu bylo provedeno
podle Barron et al., 2000.
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Obrézek 4.20: Synchronni spektrum 2DKoS ¢asové zavislosti ROA spekter ly-
sozymu (kladné péasy jsou znaceny ¢ervené a zaporné modie).
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Obréazek 4.21: Asynchronni spektrum 2DKoS ¢asové zéavislosti ROA spekter
lysozymu (kladné pasy jsou znaceny Cervené a zaporné modie).
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Obrazek 4.22: Vysledky faktorové analyzy pro teplotni zavislost ROA spekter
lysozymu.
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Obréazek 4.23: Vysledky faktorové analyzy pro ¢asovou
lysozymu (méfeno s ¢asovym krokem 2 h).
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Obréazek 4.24: Vysledky faktorové analyzy pro ¢asovou zavislost preméfenych
ROA spekter lysozymu, u nichz byly bloky vzaty samostatné (doba akumulace

40 min.).
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Obréazek 4.25: Vysledky faktorové analyzy pro ¢asovou zavislost preméfenych
ROA spekter lysozymu, u nichz byly bloky spojeny po dvojicich (doba aku-
mulace 80 min.).

60



0,10 X X
0334 X X
X
X
0,05 0,32
0,31
0,004 X
0,30
X
0,05
0,29 4 X
X
0,10 T T T T T T T T T 0,28 T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 2 4 6 8 10
VInoget (cm™") Cas
0,08 0.4
X
X X
0,064 0.2 x
X
0,044 0,0 %
X
0,024 0.2
X
0,00 0,4
! ! »
0,02 0,6
! ! x
0,04 T T T T T T T T T 0,8 T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 2 4 6 8 10
Vinocet (cm™) Cas
0,10
008 0.6 x
0,06 0,4
0,04 X
X
02
0,02 , 5t
0,00
' 0.0 X
0,02 B 5
004 ] 0.2
X
-0,06 4 X
0,4 x
0,08 T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 2 4 6 8 10
Vinoget (cm™") Cas
7000000
6000000 - x
5000000 -
4000000
3000000
2000000 -
1000000 | %
X X X x x X x x
o T T T T T
0 2 4 6 8 10
Subspektrum

Obréazek 4.26: Vysledky faktorové analyzy pro ¢asovou zavislost preméfenych
ROA spekter lysozymu, u nichz byly bloky spojeny po trojicich (doba akumu-
lace 2 h).
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v (cm™) vo (cm™1) Synch. Asynch.

1667 (a-helix) 1647 (a-helix) + +
1667 (a-helix) 1551 (Trp) + +
1667 (a-helix) 1432 (CH,, CHj) + +
1667 (a-helix) 1343 (a-helix) + +
1667 (a-helix) 1302 (a-helix) + +
1667 (a-helix) 1117 + +
1667 (a-helix) 1008 + +
1667 (a-helix) 083 ¥ +
1667 (a-helix) 965 ¥ +
1667 (a-helix) 891 ¥ T
1551 (Trp) 1462 + —
1462 (CH,, CHy) 1117 ¥ +
1462 (CH,, CH,) 083 ¥ T
1462 (CH,, CH,) 065 ¥ T
1343 (a-helix) 1244 (F-vlakna) + -
1343 (a-helix) 083 ¥ +

Tabulka 4.3: Korela¢ni tabulka pro ¢asovou zavislost ROA spekter lysozymu
(+ a — znadi znaménko kroskorela¢niho pasu). Pfifazeni pasu bylo provedeno
podle Barron et al., 2000.

Dale jsme se pokusili o vyuziti hlavni vyhody 2DKoS, tedy o jeji hete-
rospektralni variantu. Jako vstupni data jsme si vzali teplotni zavislost ROA a
Ramanovych spekter lysozymu. Vysledek heterospektralni korelace je zobrazen
na obrazku 4.27 a zmény ve spektru jsou piehledné shrnuty v tabulce 4.4. Tato
metodika nam umozni prenést vysvétleni nékterych pasi z Ramanova spektra
na jejich pravdépodobné ekvivalenty v ROA spektru.

Je zde kuptikladu vidét, Ze jsou spolu korelovany pasy v Ramanové spektru
na pozicich okolo 500 cm™! (disulfidové miistky — Tensmeyer et al., 1996) s pasy
v  ROA spektru na stejné pozici. To by potvrzovalo hypotézu, 7e na stejné
pozici by se mély nachéazet signaly od téchto mustki i v ROA spektrech (Zhu
et al., 2005; Kapitan et al., 2005; Kapitan et al., 2006b). V soucasné dobé
existuji teoretické vypocty modelovych molekul s disulfidovymi mustky, které
tuto teorii potvrzuji (Bednarova et al., 2009). Toto méfeni by se tedy dalo
povazovat za prvni potvrzeni této teoretické predpovédi u redlného proteinu.
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Obrazek 4.27: Heterospektralni korelace teplotni zavislosti Ramanovych (svisla
osa) a ROA (vodorovna osa) spekter lysozymu.
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vy (ecm™1) vo (cm™1) Synch.
1667 (a-helix®) 1680 (B-vlaknal)
1667 (a-helix’) 1012 —
1647 (a-helix’) 1680 (B3-vlaknal) +

1462 (CHg, CH3 ) 1640 (a-helix!) —
1462 (CHg, CH3 ) 1553 (Trp W3 %) -
1462 (CH,, CH3 ) 1448 (§ CHo, CHs, Lys, Ile, Leu 23) —
1462 (CHg, CH3 5) 1336 (Trp dublet!?3) -
1462 (CHo, CH3 °) 1258 (amide IIT, Trp?3) -

1368 1680 (B-vlaknal) —
1368 1640 (a-helix!) —
1368 1553 (Trp W3 %) —
1368 1448 (§ CHo, CHs, Lys, lle, Leu 23) —
1368 1336 (Trp dublet!?3) -
1368 1258 (amide III, Trp*?) -
1343 (a-helix’) 1680 (B3-vlaknal) -
1343 (a-helix’) 1640 (a-helix!) -
1343 (a-helix®) 1553 (Trp W3 %) —
1343 (a-helix®) 1448 (6 CHo, CHs, Lys, Ile, Leu 3) —
1343 (a-helix’) 1336 (Trp dublet!?:3) —
1343 (a-helix’) 1258 (amide 111, Trp?) —
1008 1680 (B3-vlaknal) -
1008 1448 (§ CHo, CHs, Lys, lle, Leu 23) +

Tabulka 4.4: Korela¢ni tabulka pro heterospektralni teplotni zavislost ROA
(v1) a Ramanovych (15) spekter lysozymu (+ a — znac¢i znaménko kroskore-
la¢ntho pésu). Piifazeni pasti byla provedena podle: ! — Tensmeyer et al., 1996;

— Overman et al., 1999; 3 — Tuma, 2005; * — Miura et al., 1995; > — Barron
et al., 2000.

64



4.5 FTIR spektra NKR-P1

Z FA spekter druhych derivaci FTIR spekter proteinu NKR-P1C (viz obr. 4.29)
vidime, Ze proces denaturace probih& ve dvou fazich. K prechodu dochazi pii
teploté ca 35 °C. Zastoupeni prvniho subspektra je nejprve konstantni a poté
dojde k poklesu jeho obsahu. Zaporny pas na pozici 1655 cm™! odpovida po-
klesu pritomnosti av—helixu nebo neuspofadané struktury (Tensmeyer et al.,
1996). Tyto struktury od sebe nelze rozlisit bez dodate¢ného méfeni v D2O.
Vzhledem k tomu, 7e struktura tohoto proteinu neni zndma, nemizeme ani
usuzovat, které z téchto struktur tento ubytek nalezi. Obsah obou struktur je
pravdépodobné v proteinu piiblizné stejny, a proto se zde budou uplatiovat
oba pifspévky. Kladné pasy, které jsou piftomny na 1632 resp. 1662 cm™ !,
odpovidaji nariastu obsahu f—skladanych listi resp. neusporadané struktury
(Tensmeyer et al., 1996). Druhé subspektrum obsahuje pouze jeden vyznamny
pés na pozici ca 1640 cm~!. Jeho zastoupeni postupné vzriistd az do teploty
35 °C a pak dochéazi k postupnému poklesu. To by naznacovalo tvorbu tepelné
indukovanych struktur, které se pak s postupnou denaturaci proteinu zacinaji
rozpadat. Treti subspektrum ma klesajici tendenci a jedné se tedy pravdépo-
dobné o néjaké teplotné zavislé procesy.

Celkové lze tedy usuzovat, ze denaturacni procesy jsou zde spojeny s né-
rustem obsahu [-struktur.
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Obrazek 4.28: Druha derivace FTIR spekter (vyhlazeno Savitzki-Golayovou
funkei pres 25 bodi) proteinu NKR-P1A (a) a NKR-P1C (b).

P¥i pohledu na FA nederivovanych spekter (viz obr. 4.30) je patrné, ze doslo
ke zméne spekter u teplot 55 a 60 °C. Hlubsi zmény téchto spekter vsak bohu-
zel nejsou patrné, a proto jsme se nederivovanym spektrim dale nevénovali a
pro provedeni 2D korelace jsme si dale vzali pouze spektra druhych derivaci.
Tyto vysledky jsou na obréazcich 4.33(a) a 4.33(b). Piehledné jsou shrnuty
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Obrazek 4.29:

lasti amidu 1.

Faktorova analyza druhych derivaci (vyhlazeno Savi-
tzki-Golayovou funkei ptes 25 bodi) FTIR spekter proteinu NKR-P1C v ob-
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v tabulce 4.5. Bohuzel vSak vzhledem k nizké objasnénosti FTIR spekter ne-
bylo mozné pritfadit dostate¢né mnozstvi pasu, a tudiz ani interpretace téchto
vysledki neni dost dobife mozné.

vy (em™h) vy (em™1h) S A

1685 (Asn, v(C=0), B-skl. 1.1 1670 (otocky!) + —
1685 (Asn, v(C=0), B-skl. 1.1) 1635 (Arg, vs(CN3HZ ) ?) — +
1685 (Asn, v(C=0), B-skl. 1.T) 1615 + -
1668 (otocky!) 1648 - —

1662 (otocky?) 1635 (Arg, vs(CNsHY) 2) + +

1648 1635 (Arg, vs(CN3H; ?) + -

1648 1615 — +

Tabulka 4.5: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu I spekter
druhych derivaci FTIR spekter NKR-P1C (4 a — znaci znaménko kroskore-
la¢ntho pasu). Prifazeni pasii provedeno podle: ! — Barth et al., 2002; ? — Barth,
2000.

Z FA spekter druhych derivaci FTIR spekter proteinu NKR-P1A (viz
obr. 4.31) vidime, Ze proces denaturace také probiha ve dvou fazich. K pre-
chodu dochézi pti teploté ca. 30 °C. Zastoupeni prvniho subspektra nejprve
roste a pfi teploté ca. 30 °C dochazi ke klesani. Subspektrum obsahuje vyrazny
pas na 1635 cm ™!, ktery vyjadiuje zastoupeni S—skladanych listt, piipadné
argininu a valen¢ni vibraci CN3HZ . Dalsi pas je na 1657 cm™!, ktery od-
povida obsahu a—helixu a neuspofadané struktury (Tensmeyer et al., 1996).
Posledni vyznamny pés je na 1685 cm™!, ktery odpovida obsahu S-skladanych
listi, piipadné aspariginu a valenéni C=0 vibraci (Barth et al., 2002). Za-
stoupeni druhého subspektra pomalu roste po celou dobu ohfivini a vyja-
diuje tedy pravdépodobné proces denaturace. Obsahuje kladny vyrazny pas
na 1635 cm™!, ktery odpovida obsahu S—skladanych listi, pfipadné argininu
a valen¢ni vibraci CN3H a zaporny pas na 1645 cm~!. Tteti subspektrum se
ve vSech spektrech vyskystuje se zhruba stejnym zastoupenim a také jeho tvar
odpovida spise ndhodnym zméndm nez néjaké tendenci ve spektru.

Opét je z téchto vysledki mozné usuzovat na spojeni narustu obsahu [-
struktur a procesu denaturace.

7 FA nederivovanych spekter proteinu NKR-P1A(viz obr. 4.32) opét nelze
ziskat hlubsi informace, a proto jsme 2D korela¢ni analyzu opét provedli pouze
z derivovanych spekter (viz obr. 4.34(a) a 4.34(b)). Jeji vysledky jsou piehledné
shrnuty v tabulce 4.6. Opét neni mozné dostatecné dobfe interpretovat spektra
a jejich zmény. Lze vSak konstatovat, ze zmény u obou forem proteinu probihaji
ponékud jinym zptsobem. To je patrné zejména na posunu vétSiny 2D obrazci
smérem k nizsim vlnoc¢tim u proteinu NKR-P1A. To v8ak muze byt do jisté
miry dano jejich rozdilnou sekvenci a tedy i strukturou, coz je také patrné i
na samotnych spektrech (viz obr. 4.28).
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Obrazek 4.30: Faktorova analyza oblasti amidu I FTIR spekter proteinu
NKR-P1C.
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Obrazek 4.31: Faktorova analyza druhych derivaci (vyhlazeno Savi-
tzki-Golayovou funkci ptes 25 bodi) FTIR spekter proteinu NKR-P1A v ob-
lasti amidu I.
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Obrazek 4.32: Faktorova analyza oblasti amidu I FTIR spekter proteinu
NKR-P1A.
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vy (em™h) vy (cm™1h) S A

1690 (3-skl. 1.1) 1645 — X
1690 (3-skl. 1.1) 1652 + X
1662 (otocky!) 1645 - X
1662 (otocky!) 1630 (HisH;, v(C=C)!?) — —
1645 1630 (HisH;, v(C=C)!?) — -

1635 (Arg, vs(CN3HZ ?2) 1610 — —

Tabulka 4.6: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu I spekter
druhych derivaci FTIR spekter NKR-P1A (4 a — znaci znaménko kroskore-
la¢niho pasu a xznadi, 7Ze se pas ve spektru nevyskytuje). Pfifazeni provedeno
podle: ' — Barth et al., 2002; 2 — Barth, 2000.

4.6 Ramanova spektra NKR-P1

Z FA Ramanovych spekter proteinu NKR-P1A v oblasti amidu I (viz obr. 4.36)
lze nahlédnout, Ze probihajici zmény jsou pomérné chaotické. Prvni subspek-
trum obsahuje vyrazny pés na pozici 1665 cm™! (3-skladané listy — Tensmeyer
et al., 1995) a déle mensi pas na 1615 cm™!. Zastoupeni tohoto subspektra je
vSak velmi neusporadané a nevykazuje zadnou vyznamnéjsi tendenci. Druhé
subspektrum obsahuje vyrazny pas na pozici 1628 cm~! a na pozici 1680 cm ™!
(G-skladané listy — Tensmeyer et al., 1995). Tyto pasy maji opa¢né znaménko a
samotné zastoupeni tohoto subspektra také silné osciluje okolo nuly a tedy na-
znacuje néjaké ndhodné oscilace ve vzorku. Pouze tieti subspektrum vykazuje
vyraznéjsi tendenci, kdy u vyssi teploty klesa jeho zastoupeni. Toto spektrum
obsahuje vyrazné kladné pasy na pozicich 1622 em~!, 1638 cm™! a 1665 cm ™.
Dale obsahuje zaporné pasy na pozicich 1610 cm™! a 1690 cm ™.

Z téchto vysledktu bohuzel nelze kviili jejich ndhodné tendenci ziskat zadné
podrobnéjsi informace o procesu zmén ve vzorku. Zda se vsak, ze je opét mozné
spojit denatura¢ni procesy s tvorbou [(-struktur.

Pti analyze vysledka FA v oblasti amidu IIT (viz obr 4.38) si pov§imneme
vyrazného pésu na pozici 1235 cm™! (S-skladané listy — Tensmeyer et al.,
1995) v prvnim subspektru. Zastoupeni tohoto subspektra je pomérné stalé az
na teploty 85 a 90 °C, kdy dojde k poklesu jeho zastoupeni. Druhé subspektrum
obsahuje zaporny pés na stejné pozici a také kladny pas na pozici 1278 cm™1.
Zastoupeni tohoto subspektra je nejprve konstantni, ale od teploty 60 °C zacCne
jeho podil stoupat. To naznacuje, 7e toto spektrum zachycuje zmény souvisejici
s denaturaci. Posledni subspektrum obsahuje velké mnozstvi dubletu, které
tak pravdépodobné zachycuji posuvy pozic nékterych pasi v této oblasti. Dale
obsahuje také nékteré mensi zmény ve spektru.

Z FA Ramanovych spekter proteinu NKR-P1C v oblasti amidu I (viz
obr. 4.37) je vidét, 7ze k denatura¢nimu ptrechodu dochazi zhruba v oblasti
ca. 40 az 60 °C. Prvni subspektrum obsahuje vyrazny zaporny péas na pozici
1665 cm ™! (3-skladané listy — Tensmeyer et al., 1995) a dva drobnéjsi zaporné
pésy na pozicich 1618 a 1605 cm ™!, Druhé subspektrum obsahuje zaporny pas
na pozici 1625 cm™! a kladny pas na 1680 cm~! (3-skladané listy — Tensmeyer
et al., 1995). Jeho profil zastoupeni kopiruje zastoupeni prvniho subspektra.
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Obrazek 4.35: Ramanova spektra teplotnich zavislosti proteint NKR-P1A (a)
a NKR-P1C (b). Znaceny jsou pasy nativniho proteinu (¢erné). Teplotni krok
je 5 °C a rozsah teplot je 5-95 °C pro NKR-P1A a 5-90 °C pro NKR-P1C.

Posledni subspektrum obsahuje nékolik dubletii, které vyjadiuji posuvy pési
a jeho zastoupeni postupné od teploty ca. 60 °C klesa.

Opét se zde potvrzuje, 7ze denaturace proteinu je spojena s tvorbou (-
struktur.

P#i analyze vysledku FA v oblasti amidu III (viz obr 4.39) se v prvnim sub-
spektru nachazeji zaporné pasy na pozicich 1235 (G-skladané listy — Tensmeyer
et al., 1995) a 1252 cm™!. Zastoupeni tohoto subspektra je velmi neusporadané
a nesleduje zadny rozumny trend. Odchylky od primérné hodnoty zastoupeni
jsou vSak pomérné malé, a proto miuzeme obsah tohoto subspektra povazovat
za konstantni. Druhé subspektrum obsahuje zdporny pas na pozici 1230 cm™!
(B-skladané listy — Tensmeyer et al., 1995) a dalsi slaby zaporny pas na pozici
1293 cm™!. Zastoupeni tohoto spektra je az do teploty 65 °C konstantni a pak
zac¢ind pomalu naristat. Treti subspektrum obsahuje pomérné vyznamny pas
na pozici 1218 cm™!. Zastoupeni tohoto subspektra pomalu vzrista ze zapor-
nych hodnot ke svému maximu okolo teplot 55 °C a poté si jiz drzi viceméné
konstantni hodnotu.

Opét se zde potvrzuje, ze denaturace proteinu je spojena s tvorbou (-
struktur.

Vysledky 2DKoS pro oblast amidu I, resp. amidu III pro protein NKR-P1A
jsou zobrazeny na obrazku 4.40, resp. 4.41. Piehledné jsou pak shrnuty v ta-
bulce 4.7, resp. 4.8. Bohuzel v oblasti amidu I nelze pfifadit spolehlivé vSechny
pasy k prislusnym sekundarnim strukturam a neni tedy mozné urcit jednotlivé
kroky denatura¢niho procesu. V oblasti amidu III je situace s pfifazenim sice
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Obrazek 4.36: Faktorova analyza oblasti amidu I Ramanovych spekter proteinu
NKR-P1A.
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Obrazek 4.37: Faktorovéa analyza oblasti amidu I Ramanovych spekter proteinu
NKR-P1C.
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lepsi, ale na prifazeni a-helikdlnich struktur nelze spoléhat, protoze mohou byt
prekryty vibracemi postrannich fetézctu (Tensmeyer et al., 1995).

vy (em™1) vy (em™1) S. A.
1685 (F-skL. L.1) 1625 R
1642 (a-helix)) 1625 ¥ | -
1642 (a-helix!) 1590 (Trp, Phe®?) + -

1630 1625 + —
1625 1600 + +

Tabulka 4.7: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu I Ramano-
vych spekter NKR-P1A (+ a — znadi znaménko kroskorela¢niho pasu). Pii-

fazeni pasti provedeno podle: ! — Tensmeyer et al.; 2 — Overman et al., 1999;
3 — Tuma, 2005.

vy (em™) vy (em™) S. Al

1277 (a-helix, Tyr!'?) 1235 (3-skl. 1.1) — +
1265 (a-helix!) 1235 (3-skl. 1.1) — +
1245 (neusp. struktura') 1225 + +
1235 (B-skl. 1.Y) 1215 (Phe, Tyr, Trp'?) + —

Tabulka 4.8: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu III Ra-
manovych spekter NKR-P1A (4 a — znadi znaménko kroskorela¢niho pésu).
Prifazeni past provedeno podle: ! — Overman et al., 1999; 2 — Tuma, 2005.

Vysledky 2DKoS pro oblast amidu I, resp. amidu III pro protein NKR-P1C
jsou zobrazeny na obrazku 4.42, resp. 4.43. Prehledné jsou pak shrnuty v ta-
bulce 4.9, resp. 4.10. Situace ohledné pftifazeni jednotlivych pasi je zde velmi
podobné jako u prvni formy tohoto proteinu. Opét nelze spolehlivé rozhodnout
o pofadi jednotlivych procesi. Z téchto vysledki je ale opét vidét, ze zmeény
v téchto oblastech probihaji u obou forem proteinu ponékud jinym zpiisobem.

vy (em™1) vy (em™) S. A.

1690 (F-skL. L) 1630 — 1 -
1660 (neusp. struktura') 1630 + +
1610 1600 (Phe, Tyr%3) + +

1600 (Phe, Tyr*?) 1590 (Trp, Phe®?) + -

Tabulka 4.9: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu I Ramano-
vych spekter NKR-P1C (4 a — znadi znaménko kroskorela¢niho pasu). Pii-

fazeni past provedeno podle: !~ Tensmeyer et al.; 2 — Overman et al., 1999;
3 — Tuma, 2005.
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Obrazek 4.41: Synchronni (a) a asynchronni (b) spektrum oblasti amidu III
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vy (em™) vy (em™1) S. A.
(

1295 (a-helix') 1275 (a-helix") + +
1295 (a-helix) 1225 B -
1283 (a-helix, Tyr!'?) 1225 - —
1277 (a-helix!) 1215 (Phe, Tyr, Trp?) + +
1230 (3-skl. 1.1) 1215 (Phe, Tyr, Trp?) — —

Tabulka 4.10: Korela¢ni tabulka pro teplotni zavislost oblasti amidu III Ra-
manovych spekter NKR-P1C (+ a — zna¢i znaménko kroskorela¢niho pésu).
Prifazeni past provedeno podle: ! — Overman et al., 1999; 2 — Tuma, 2005.
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b ZAveér

V pribéhu diplomové prace bylo vytvoteno grafické uzivatelské prostiedi jako
nadstavba pro jiz existujici rutiny pro 2D korela¢ni spektroskopii (viz kap. 4.1).
Dale bylo provedeno jejich dikladné otestovani a rozsifeni metodiky pro po-
uziti na spektra vibra¢ni optické aktivity (viz kap. 4.2). Tento program byl
spolu s rozsifenim metodiky prezentovan na mezindrodni konefrenci Technical
Computing Prague 2008 (viz Ptiloha la a 1b).

Podafilo se zméftit spektra Ramanovy optické aktivity (ROA) a Rama-
nova spektra lysozymu v ¢asové a teplotni zavislosti. Na téchto vysledcich byla
nésledné provedena 2D korela¢ni spektroskopie (2DKoS) a faktorova analyza
(FA) (viz kap. 4.3). Z Ramanovych spekter teplotni zavislosti bylo usouzeno
na mozny postup pii denaturaci proteinu. K té dochézi pravdépodobné ve
tfech stupnich, kdy se nejprve zvysuje obsah [-skladanych listi, poté dojde
k ubytku a-helixu a nakonec opét k narustu obsahu (-skladanych listi. Dale se
podarilo potvrdit domnénku, Ze denaturace lysozymu a jeho fibrilace jsou dva
rozdilné procesy. Pomoci heterospektralni analyzy se podatilo pravdépodobné
potvrdit pfitomnost signalu S-S mustki v ROA spektrech. Tyto vysledky byly
prezentovany na konferenci ECSBM 2009 (viz Piiloha 2).

Déle byla zméfena spektra infracervené absorpéni spektroskopie s Fourie-
rovou transformaci (FTIR) a Ramanova spektra teplotni zéavislosti proteini
NKR-P1A a NKR-P1C. Z FTIR spekter byla pro oblast amidu I vypoc¢tena
2DKoS a také byla aplikovana FA. Pro Ramanova spektra bylo ué¢inéno totéz,
ale pro oblasti amidu I'i amidu III. Nizka kvalita FTIR spekter vSsak neumoznila
dostatec¢né interpretovat prubéh strukturnich zmeén pfi procesu denaturace. Lze
pouze konstatovat, Ze tyto zmény u obou forem probihaji odlisné a jsou spojené
s naruastem obsahu (-skladanych listii. Do stejné situace jsme se dostali i pii
vyhodnocovani Ramanovych spekter. Opét slo pouze konstatovat, Zze zmény se
déji lehce odlisSnym zpusobem a jejich spojeni s obsahem [-skladanych listii.
Potize pfi interpretaci poradi spektralnich zmén jsou dany tim, ze oba vzorky
proteinu NKR-P1 byly nekomeréniho ptivodu a nebylo je mozné ziskat v do-
statec¢né Cistoté a koncentraci. Navic samotné vlastnosti proteinu naznacuji,
ze denaturacni procesy jsou velmi rychlé a souvisi s vystavenim hydrofébni
(B-struktury.
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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: ¢ = 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: ¢ = A- N - B/, where N
is a Hilbert-Noda matrix, which is a Hilbert matrix multiplied by m 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.
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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]. Tt 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.
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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(v,t) where v is a spectral charac-
teristic (wavenumber, wavelength or Raman shift) and ¢ is a parameter of an external impulse.
That can be an evolution in time, temperature, pH, concentration etc. Only certain range of ¢
can be measured and therefore a dynamical spectrum is implemented as [3]:

(1)

g(l/, t) _ y(V, t) - g(y) if Tmmg t S Tmaxa
0 otherwise

where y(v) 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:

x(v1,v2) = (Y(v1,t) - Y(va, b)) (2)

where the symbol () is a crosscorrelation function defined as:

C(t,7) = (2(7)[¥ (1)) 3)



This spectra expresses a functional dependency between v; and 15 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]:

X(v1,12) = ®(v1,1v2) + ¥ (v, 12) (4)

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

B (v, 10) + 10 (v1, 1) = W(Tml_ T /Ooo Y1 (w) - Ya(w)dw (5)

The expression 371(01) is a Fourier transformation of spectral intensity variations y;(v,t) mea-
sured in certain spectral variable vy during an external impulse ¢. It can be written as:

Vi(w) = /_ - Y, t)e ™t (6)

As it is clear from Eq. 1, this Fourier transformation is related with a strict interval of an
external impulse between Tyin and Thpneq. Y2(w) 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:

1 Tmaz _ -
(v1,10) = / y(vi,t) - y(ve, t)dt (7)
Tinaz — Tinin Trnin
1 Tmaz _ _
U (v, 19) = TT/ y(v1,t) - Z(ve, t)dt (8)
mazr — Lmin JT,,;,

where Z(vg,t) is defined as follows:

Z(v9,t) = ;lr/oo Mdt (9)

oo Ut

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]:

R

Q)(Ul,yz) = m—1

> () - G(ve) (10)

Jj=1

where m is a number of spectra equidistantly measured between T},;, and Ty,q, with growth
defined by:
Traz — T
At — max mwn 11
——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:

0 for j =k
Njk = 1 . (12)
=7 otherwise

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,1);
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:

(v, ve) = J(1) " Ngj(v2) (13)

m—1

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:

_ (z—pos)?

G=k-e 5 (14)

where pos is a position of a peak and k is changing with an order of spectra (5i and 1—20)

The whole set of spectra can be seen on figure 4 and the output of 2DCoS can be seen on
figure 5.
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As the second testing spectra we selected Lorentzian peaks (fig 6) which are described by

the equation:

1
L=k e (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
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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.
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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.
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Figure 12: Set of spectra representing 2 ROA/VCD Lorentzian peaks moving towards each

other.

Figure 13: Synchronous and asynchronous

towards each other.

2D spectra of 2 ROA/VCD Lorentzian peaks moving



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.
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Understanding of processes of amyloid fibrils formation is one of the key tasks in searching for
proteins structural origin of human neurodegenerative diseases. Therefore, hen egg white
lysozyme (HEWL) can serve as a good model of amyloid fibril formation. Furthermore, this
protein is homologous to human lysozyme, which is one of the proteins that cause amyloid
diseases [1]. Raman optical activity (ROA) and Raman spectroscopy are very powerful techniques
for study unfolded proteins and promising experiments on lysozyme has been done [2]. Firstly, we
model changes of ROA band shapes and positions and investigate characteristic patterns in 2D
correlation spectra (2DCoS) [3]. Subsequently, temporal and thermal spectral changes in ROA and
Raman spectra of HEWL (Fig. 1) were analyzed by means of factor analysis and 2DCoS. It gave us
an opportunity to study delicate details of HEWL fibrillation and denaturation.
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Fig. 1 - A) ROA time dependency of hen egg white lysozyme (400 mg/mL, pH 3.7)
fibrillation, B) lysozyme thermal denaturation monitored by Raman spectroscopy
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