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Uvod

Jednou ze zakladnich aplikaci spektroskopickych technik je vyzkum struktury biologickych
molekul, nebot’ objasnéni vztahu mezi strukturou a funkci patii k hlavnim ukoliim biofyziky a
molekularni biologie. Mezi zdkladni metody strukturni biologie, s nimiZz je mozno studovat
systémy s atomovym rozliSenim, patii rentgenova difrakce a nuklearni magnetickéd rezonance
(NMR). Prvni z nich je v§ak mozno pouzivat jen na urceni struktury monokrystalickych vzorkd,
naopak u NMR existuje jist¢ omezeni dané velikosti studovanych systémii. V oblastech, kde
vyse zminéné metody nemohou poskytnout hledanou informaci anebo je tfeba ji uritym
zptisobem doplnit, nachazeji §iroké uplatnéni metody vibraéni spektroskopie: infraéervena (IC)
spektroskopie a Ramantiv rozptyl. Jejich hlavnimi vyhodami jsou nedestruktivnost a moznost
studovat molekuly v jejich pfirozeném prosttedi, tj. ve vodnych roztocich a v zavislosti na
fyzikalnich parametrech (pH, teplota, pfitomnost iontii apod.). Navic tyto metody umoznuji
studovat dynamiku strukturnich pfechodi (doba vibraénich prechodi 10" az 10" s je fadovs
kratsi nez doba odpovidajici nejrychlej$im konformacnich ptechodiim).

Obé metody vibra¢ni spektroskopie se 1isi jak fyzikalnimi jevy pii jejich vzniku a tedy 1
metodami méfeni, tak i riznymi vyhodami a omezenimi. IC absorpce umoZziiuje pomérné
snadna méteni s malymi néroky na mnozstvi vzorku. Velkou vyhodou Ramanova rozptylu je,
ze voda ma sama o sobé¢ v Ramanové spektru velmi slaby signal a predstavuje tedy idealni
rozpoustédlo.

Opticky aktivni (chirdlni) molekuly se vyskytuji ve dvou chemicky totoZnych ale
strukturn€ odliSnych formach, které se viici sobé maji jako zrcadlové obrazy. Ackoliv rizné
izomerni formy jedné¢ molekuly hraji v biologickych systémech naprosto odliSnou roli (napf.
proteiny se skladaji pouze z L-aminokyselin a v nukleovych kyselinach se vyskytuji pouze D-
cukry), neni mozné je pomoci béznych metod vibracni spektroskopie rozlisit. Velky piinos
proto ptedstavuji metody vibracni optické aktivity (VOA) ptinésejici do vibraéni spektroskopie
enantiomerni selektivitu. Vibracni opticka aktivita stejné jako vibra¢ni spektroskopie sestava
ze dvou komplementarnich metod — vibra¢niho cirkularniho dichroismu (VCD) a Ramanovy
optické aktivity (ROA), které diky tomu, Ze spojuji stereochemickou citlivost konvencni
(elektronové) optické aktivity s vyS$§im spektralnim rozliSenim a tudiz i bohatSim strukturnim
obsahem vibrac¢ni spektroskopie, maji zvysenou citlivost k lokalnimu prostorovému uspotadani

atomi a k jejich dynamice. VOA sonduje stereochemii molekularniho skeletu ptimo, zatimco



elektronova opticka aktivita sonduje stereochemii pouze nepiimo prostfednictvim chromoforu.
Hlavni vyhodou VOA oproti elektronovému cirkuldrnimu dichroismu (ECD) je enormni nartst
stereochemické informace obsazené ve spektru, naopak nevyhodou je nizkd rotaéni sila
vibra¢nich prechodt ve srovnani s prechody elektronovymi. Pro studium biomolekul méd ROA
vyrazné¢ vys$i aplikaéni potencidl. Pomoci Ramanovy (a tedy i ROA) spektroskopie lze
v jednom experimentu snadno zaznamenat vibraéni spektra latek rozpusténych ve vodée v celém
rozsahu fundamentélnich vlnoctl, coz je velkd vyhoda oproti pouziti infraervenych technik.
Dalsi vyhodou ROA je, ze do zna¢né miry snizuje slozitost vibrac¢nich spekter biopolymert,
nebot’ nejintenzivnéjsi ROA signal odpovidd vibraénim soufadnicim nejrigidnéjsich a
chiralnich ¢asti struktury, coz v ptipad¢ proteinli znamena piedevsim vibrace peptidové patete
molekuly, zatimco zakladni informace o postrannich fetézcich je obsazena v odpovidajicim
Ramanové spektru. Dalsi vyhodu predstavuje kratkodosahovost interakci odpovédnych za
generaci ROA signalu, takze pomoci ROA lze studovat na rozdil od ECD i lokalni struktury.

Ptes sviij nesporny potencial neni ROA pfili§ rozSifenou technikou. V impaktovanych
Casopisech lze v soucasnosti nalézt pouze prace z laboratofi v Glasgow, Ziirichu a z nasi
laboratote, a to i ptes to, ze od roku 2002 je ROA spektrometr komeréné dostupny. VétSimu
rozsifeni metody brani predevSim znacna naro¢nost experimentu i vypocetnich postupti.
Pomoci ROA spektroskopie byla studovana na jedné strané cela fada jednoduchych molekul
(chiralni organické latky, cukry, aminokyseliny), jejichZ spektra byla interpretovdna na zaklade
ab initio vypoctii. Na druhé stran¢ pro slozit¢ biomolekuly jako jsou proteiny, nukleové
kyseliny a viry je strukturni interpretace spekter zalozena na Cisté empirické korelaci mezi
spektralnimi rysy a zndmymi strukturnimi motivy.

Hlavnim cilem pfedkladané disertacni prace, kromé nezbytného vyrazného ptebudovani
ROA spektrometru na Fyzikdlnim ustavu UK a stim spojenym rozvojem a standardizaci
méficich postupti i metod zpracovani experimentdlnich dat, proto byla snaha o vyplnéni
mezery mezi studiem jednoduchych molekul a slozitych biomolekul ve vodnych roztocich a o
hlubsi pochopeni jevl ovlivitujicich generaci ROA signalu.

Predklddand dizertacni prace je clenéna do péti kapitol. V prvni kapitole jsou
zformulovany cile dizerta¢ni prace. Druhda kapitola podava strucny ptehled soucasného stavu
Ramanovy optické aktivity a jejich aplikaci s diirazem na studium biomolekul, ve tfeti kapitole
jsou shrnuty zéklady teorie ROA a metody pouZivané pii simulacich ROA spekter. Ve ctvrté
kapitole je podrobné popsdn ROA spektrometr vybudovany v ramci feSeni dizertacni prace na
Fyzikalnim ustavu Univerzity Karlovy, postupy pii ladéni aparatury, pripravé vzorkd i

vlastnim méfeni a metody zpracovani experimentalnich dat (spekter). V paté kapitole jsou



uvedeny vysledky studia vybranych molekuldrnich systémt pomoci ROA. Vétsina dosazenych
vysledkii byla publikovdna, byla piijata nebo nabidnuta k publikaci v impaktovanych
zahrani¢nich Casopisech. Reprinty nebo rukopisy téchto praci jsou zarazeny do jednotlivych
podkapitol za kratky tvodni text a jsou jejich nedilnou soucasti. V zavéru jsou shrnuty

dosazené¢ vysledky a naznacena perspektiva jejich dalsiho vyuziti.



1. Cile prace

Cile, kter¢ si predkladana préace kladla, Ize rozdé€lit do tii zakladnich okruhii. Prvni okruh tvoti
veskeré problémy spojené s vystavbou ROA spektrometru nové generace na Fyzikalnim ustavu
UK a s metodickym rozvojem, ktery by umoznil vice méné rutinni méteni spekter biologicky
vyznamnych molekul ve vodném roztoku, zejména aminokyselin, peptidi a proteinii. Druhy
okruh souvisi s budovanim vypocetniho aparatu pro simulaci Ramanovych a ROA spekter
flexibilnich polarnich latek rozpusténych ve vodé¢. Tieti okruh potom na vybranych aplikacich
demonstruje pouzitelnost jak vybudované experimentdlni zakladny tak 1 vyvinutych
vypocetnich metod pro feseni konkrétnich problémii.

Ramanova opticka aktivita dosud nepatii mezi rutinni a rozsitené spektralni techniky.
V dob¢ zadani prace nebyl na trhu komeréni spektrometr. Piistupy vyuzivané pro simulace
spekter nebyly na takové Urovni, aby pro aminokyseliny ¢i jednoduché peptidy dokazaly
uspokojivé interpretovat spektra zméfend v roztoku a prispét tak nejen k hlubsi nez
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vzniku ROA signalu v komplexnich systémech a k objasnéni jeho strukturni citlivosti.

Hlavni cile disertacni prace je tedy mozné shrnout do nasledujicich bodu:

1. Vybudovat ROA spektrometr nové generace, pokryvajici dostatecné Siroky spektralni obor
véetné oblasti nizkych vInoétd (nizsich nez 600 cm™), a ziskat tak nové strukturnd citlivé
spektralni okno zahrnujici oblast torznich a deformacnich vibraci molekularniho skeletu.
Vytvofit méfici program pratelsky k uzivateli zabezpecujici vSechny potiebné funkce
spektrometru a zdkladni zpracovani zmétenych spekter. Provést oveéfovaci experimenty a
vypracovat standardni méfici postupy.

2. Pro komplexni interpretaci Ramanovych a ROA spekter vyuzit pokrocily vypocetni aparat
kvantové mechaniky véetné metod umoznujicich zahrnout do vypoctl realistické modely
rozpoustédla. Snazit se postihnout dynamické aspekty chovani studovanych molekul
v roztoku a v simulacich je zohlednit s cilem dosdhnout nejen vyrazné lepsi shody
simulovanych spekter s experimentalnimi daty, ale také odhalit a vysvétlit spektralni
zaloZzenych na pfenosu tenzord molekularnich vlastnosti vypoctenych pro vhodné zvolené

fragmenty a otestovat jejich pouzitelnost.



3. Zmétit ROA spektra vybranych aminokyselin, peptidi a polypeptidi a na zaklade

provedenych vypocti je detailné interpretovat.

Vyse formulované cile orientovaly dizerta¢ni praci v souladu s cili vyzkumného zaméru
MSM 113200001 ,,Fyzika biologickych systémi a syntetickych makromolekularnich struktur®,
ktery byl feSen v letech 1999 az 2004, a vyzkumného zaméru MSM0021620835 ,Fyzika
molekularnich, makromolekularnich a biologickych systémt‘ feSen¢ho od roku 2005. V letech
2001-2003 byl tento vyzkum také podporovan grantovym projektem GA203/01/0031
,» Teoreticky a experimentalni rozvoj Ramanovy optické aktivity jako stereochemické sondy pro
vodné prostredi* (feSitel Petr Bouf, spolufesitel Vladimir Baumruk). V roce 2005 byla tato
dizertacni prace podpofena projektem GAUK 221/2005 ,,Ramanova opticka aktivita peptidi a

proteinti* (fesitel Josef Kapitan).



2. Ramanova opticka aktivita - prehled sou¢asného stavu

Ramantv rozptyl je neelasticky rozptyl zafeni a tedy ze své podstaty dvoufotonovy proces,
ktery se vyznaduje navic pomérné malym uéinnym priitezem (z 10° rozptylenych fotond je
ptiblizné jen jeden rozptylen neelasticky). Ramanova opticka aktivita spo¢iva v méteni rozdilu
mezi Ramanovymi spektry spojenymi s odpovidajicim pravo- (RCP) nebo levotocivé kruhové
polarizovanym zéatenim (LCP) (at’ uz jde o zateni budici nebo rozptylené). Tento rozdil je v§ak
0 3 az 5 tadl mensi nez soucet Ramanovych spekter, z ¢ehoz vyplyva nutnost velmi piesné
modulace mezi obéma kruhové polarizovanymi stavy. Vysledkem méfeni jsou vzdy dvé
spektra — vlastni ROA, tedy diferen¢ni spektrum /(RCP)—I(LCP) a zdrojové Ramanovo
spektrum /(RCP)+ I(LCP). RCP i LCP zafeni stejné jako oba enantiomery chirdlni molekuly
vykazuji vzhledem ke svym protéjskiim zrcadlovou symetrii. Jestlize je pro enantiomer (+)
definovana opticka aktivita jako AI(+)=1,(+)—1,(+), ze zrcadlové symetrie plyne, ze opacné
spektrum  optick¢ aktivity ziskdme, pouZijeme-li opa¢ny enantiomer (-), tedy
AlI(=)=-AI(+)=1,(=)—1,(-) . Praveé citlivost optické aktivity k zrcadlov€ symetrickym
vztahlim mezi enantiomery chirdlnich molekul je zdrojem jeji pozoruhodné schopnosti
specifikovat absolutni stereochemické vlastnosti chiralnich molekul v roztoku (viz obr. 2.1).

Vibrac¢ni spektrum N-atomové nelinearni molekuly obsahuje 3N — 6 fundamentalnich
pasu, z nichz kazdy je spjat s jednim normélnim vibracnim modem a kazdy nese informaci o
konformaci a absolutni konfiguraci té ¢asti struktury, kterd se dané norméalni vibrace ucastni.

Vibraéni opticka aktivita sonduje stereochemii molekuldrniho skeletu piimo, zatimco
elektronova opticka aktivita sonduje stereochemii pouze neptimo prosttednictvim chromoforu.
Enormni narast stereochemické informace obsazené ve spektru vibracni optické aktivity tak
predstavuje jeho hlavni vyhodu ve srovnani se spektrem elektronového cirkularniho
dichroismu (ECD).

Pomoci Ramanovy i ROA spektroskopie lze snadno zachytit vibracni spektra latek
rozpusténych ve vodé v celém rozsahu fundamentélnich vinoctl, coz je velkd vyhoda oproti
infracervenym absorpénim technikdm. Na rozdil od VCD, které je zpravidla pro biologické
vzorky rozpusténé ve vod¢é omezeno na relativné uzky spektralni obor (napt. oblast amidu [ a II

tj. 1450-1750 cm u peptidi a proteint), v ptipadé ROA neni problém zméfit v jednom
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experimentu cely Siroky spektralni obor (v naSem piipadé 100-2350 cm™). Pfirozenym

objektem zajmu ROA jsou téméf vSechny flexibilni, biologicky vyznamné molekuly.
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Obr. 2.1: Zrcadlova symetriec dvou enantiometrii alanyl-alaninu a jejich spojitost k zrcadlové symetrii ROA
spekter.

2.1 Experimentalni pristupy k méreni ROA

Ramanova opticka aktivita je spojena s kvantovym pfechodem mezi stejnou dvojici stavl
jako pfi vibra¢nim cirkularnim dichroismu, coz umoziiuje ptimé srovnani VCD a ROA spekter
meétenych ve stejném spektralnim oboru. Ramantiv rozptyl je vSak dvoufotonovy proces, a
proto je ROA ve srovnani s VCD komplikovangjii , jak teoreticky, tak experimentalng."

Pti praktickém experimentalnim uspofaddani je tak mozno volit geometrii rozptylu a
modulacni schéma, to jest polarizaci dopadajiciho a rozptylené¢ho zafeni. Geometrie rozptylu je
charakterizovana uhlem mezi dopadajicim a rozptylenym zafenim; zpravidla métime pfimy
(0°), pravouhly (nejc¢astéji uzivany v normalni Ramanové spektroskopii, 90°) anebo zpétny
(180°) rozptyl. Pokud jde o modulacni schéma, miizeme volit z n¢kolika pfistupti k méteni

spekter ROA podle toho, do které faze rozptylového procesu vstupuje kruhova polarizace (viz
obr. 2.2).
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Obr. 2.2: Diagram energetickych hladin molekuly a polariza¢nich stavii dopadajiciho a rozptyleného zateni u ctyf
zékladnich modulacnich schémat pouzivanych v ROA. Stokestiv proces je znazornén pro piechody mezi
vibracnimi stavy g0 a gl zakladniho elektronového stavu s virtualnim vibronickym stavem oznacenym
prerusovanou carou. Podle piijaté konvence se horni index vztahuje k polarizaci budiciho zafeni a dolni index
k polarizaci rozptyleného zafeni.

Principidlné nejjednodussi formou ROA je metoda ICP (incident circular polarization),
ktera je zalozena na modulaci polarizace budiciho zafeni. V tomto ptipadé potom detekujeme
bud’ polarizované nebo depolarizované ptipadné veskeré rozptylené zareni.

Dalsi formou ROA je metoda SCP (scattered circular polarization) u niz je rozptyl buzen
linearn¢ polarizovanym zafenim a detekuje se pritomnost pravo- a levotoCivé kruhové
polarizované slozky v rozptyleném zatfeni. U metod DCP; a DCPy; (dual circular polarization)
je kruhové polarizované zafenim budici a v rozptyleném zafeni detekujeme piitomnost kruhové
polarizované slozky se shodnym (DCPj) respektive opacnym (DCPj) smyslem kruhové

polarizace.
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Vibraéni opticka aktivita byla teoreticky pfedpovézena na konci 60. let.” Prvni usp&sna
méfeni ROA byla provedena v roce 1972 L.D. Barronem’ na zafizeni pouZivajicim pravothlou
geometrii, modulaci budiciho zatfeni (ICP) a skenovaci spektrometr.

Z teorie ROA vyplyva, ze geometrie zpétného rozptylu je z hlediska ziskaného poméru
signal/Sum nejptiznivéjsi. Az do roku 1999 se zdalo, ze nejvyhodnéjsi je 1 ICP modulace, na
niz byly zaloZeny spektrometry vybudované na Univerzit¢ v Glasgow ve skupiné profesora
Barrona.*® Tyto spektrometry umoziiuji méfeni $irokého spektra latek od jednoduchych az po
komplexni systémy jako jsou napt. viry. Podle tohoto zatizeni byl v letech 1995-97 vybudovan
spektrometr na Fyzikalnim ustavu MFF UK.° Na odli§né strategii byla zaloZena aparatura na
Univerzité v Syracusach,” ® kde bylo vyuZito pro nastaveni polarizaénich stavii jedné nebo
dvou ctvrtvlnovych desticek. Z experimentalniho hlediska je mnohem flexibilng;si, nebot
umoziluje mefeni v geometrii ptimého, pravouhlého i zpétného rozptylu vSechny formy ROA
(ICP, SCP, DCP; a DCPy)). Toto zafizeni bylo podrobn& popsano v praci ' pro pravouhlé SCP
uspotadani a dalsi vylepSené zafizeni vyuzivajici zpétného rozptylu a DCP; je popsano napf.
v praci.” ROA signél je pro DCP; a ICP stejny, zatimco odpovidajici Ramanova spektra jsou
rozdilnd, nebot’ zatimco v ICP méfime totdlni rozptyl, v DCP; méfime pouze anizotropni
rozptyl a v Ramanové spektru tedy chybi polarizované pasy. Z toho vyplyva i vyhoda DCP;
strategie, protoze piislusnd ROA spektra nejsou tolik nachylnd ke vzniku polariza¢nich
artefaktl projevujicich se ptedevsim pro siln€ polarizované pasy. Diky jistym experimentalnim
omezenim vSak toto zafizeni poskytuje asi o fad slabsi ROA signal neZ aparatura zbudovana v
Glasgow a v minulosti byla pouzita pouze pro studium chiralnich kapalin, aminokyselin a
jednoduchych peptidi, které je mozno ptipravit vysoce koncentrované vzorky.

K prevratu v designu ROA experimentu doSlo v roce 1999 publikovanim originalni
konstrukce Dr. Huga'® (viz obr. 2.3) umoziujicim méfit v SCP nebo DCP modulaci.
Spektrometr je navrzen tak, aby bylo mozno zaznamenavat soucasné pravo- a levotoCiveé
kruhové polarizovanou slozku v rozptyleném zafeni. Tim je automaticky ode¢tena Sumova
slozka vznikajici tepelnymi fluktuacemi ve vzorku, malym residudlnim kolisanim stability
laseru (zpsobenym napft. prichodem prachové Castice laserovym svazkem) apod., tzv. "flicker
noise". Sum je v tomto piipadé jen Cisté statistické povahy a je mozno ho vyhlazovacimi
procedurami (napf. Savitzky-Golayovym algoritmem) minimalizovat. To piedstavuje
obrovskou vyhodu oproti ROA spektrometriim méficim obé odecitané komponenty v riznych
casech, nebot’ zde méa Sum jinou charakteristiku a neni mozno jej odstranit bez ztraty kvality
spekter (o tomto problému bude podrobnéji pojednano ve 4. kapitole). I pfes to, Ze se jedna o

zafizeni velice slozité, byla v roce 2002 firmou BioTools Inc. uvedena na trh jeho komerc¢ni
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verze, spektrometr ChiralRAMAN. Piistroj také vyziva pokrocilé techniky na potlacovani
artefaktd zalozené na vytvafeni "virtualnich enantiomerd".!' Toto otevird pouziti této dosud
mimoiadné€ experimentalné néaroéné spektroskopické metody Sirokému spektru uzivatelt.
Vysoce kvalitni spektra proteinii o objemu vzorku ~30 pul, koncentraci ~30 mg/ml a vykonu
laseru na vzorku ~500 mW je moZno na tomto zafizeni ziskat béhem cca 2 az 5 hodin'? (coZ je
zhruba desetkrat krat$i ¢as neZ u naSeho ICP pfistroje ¢i ROA spektrometru v Glasgow). Je
vSak tfeba poznamenat, ze méfeni neni patrné rutinni zalezitosti ani na téchto spektrometrech

nebot’ od uvedeni pfistroje na trh dosud nebyly publikovany Zadné vysledky z jinych skupin

v 12
nez z Glasgow.
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Obr. 2.3: Schéma ROA pfistroje umoziiujici souasné méteni pravo- i levoto€ivé kruhové polarizované slozky
rozptyleného zafeni. Délené kolo (chopper wheel) na vstupu spektrografu je pouzito pouze u DCP varianty
experimentu (neni tieba u SCP). Prevzato z prace.'”

2.2 Molekularni systémy studované pomoci ROA

Soubor normalnich vibracnich modi s ptispévky vibracnich soufadnic postrannich fetézcl i
hlavniho fetézce molekuly miize byt velice komplikovany. Velkou vyhodou ROA metody je,
ze je schopna proniknout slozitost vibracnich spekter, nebot’ nejsiln€jsi ROA signaly jsou Casto
spojeny s vibracemi nejpevnéjSich a zarovenl chiralnich ¢asti struktury, které urcuji danou
konformaci molekuly (na rozdil od konvenc¢niho Ramanova rozptylu, kdy napf. u proteint
dominuji pfispévky od postrannich fetézci). Zakladnimi aplikacemi ROA spektroskopie jsou:

1. urovani absolutni konfigurace opticky aktivnich molekul v roztoku, 2. méfeni enantiomerni
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Cistoty (analytickd aplikace velmi zajimava pro farmaceuticky primysl), 3. studium struktury

biomolekul v roztoku.

Jednoduché a organické molekuly

Velké mnozstvi jednoduchych chirdlnich latek bylo méfeno v pocatcich ROA, a to bud’ ve

v

formé¢ cistych chirdlnich kapalin nebo koncentrovanych roztokli. Nejzndméjsi jsou patrné

studie terpenovych organickych kapalin trans-pinanu a o-pinenu'®™'®

. Tyto latky byly od
pocatku pouzivany pro kalibraci a ladéni ROA aparatury diky velkému ROA signalu. Skupina
dr. Huga se slozitymi organickymi latkami zabyvéa i v soucCasnosti a pokousi se na nich testovat
fundamentélni aspekty chirality molekul a rizné vypocetni aspekty ROA. Jmenujme napf.
studie (-)-(M)-o-[4]Helicenu'’, (45)-Galaxolidu'®, (45)-4-methylisochromanu a (4S)-izomeru
Galaxolidu' a zvlasté (R)-[H-2(1), H-2(2), H-2(3)]-neopentanu.*’

Vyzkum téchto "jednoduchych" (bench mark) systému je tedy stale aktualni a spektra
fady z nich nebyla doposud uspokojivé interpretovana. Za vSechny uved'me jen jeden ptiklad a
to kyselinu vinnou®' jako prototypu jednoduchych aviak flexibilnich systéma.

Struéné zminme jesté jednu velkou skupinu latek, ktera se v soucasnosti opét dostava do
centra pozornosti. Jde o sacharidy, které jsou pro ROA ideédlnimi systémy, nebot’ poskytuji
informativni vibra¢ni pasy v celém rozsahu fundamentalnich vlnoc¢ti. Pomoci ROA byla
studovéana cela fada monosacharidi,*>* ktera poskytla zakladni databézi jejich rysti v ROA

spektrech. Byla studovana i tada di- a polysacharidi, u nichz je pro celkovou konfiguraci

molekuly uréujici konformace glykosidické vazby C-O-C.*> %

Aminokyseliny

Bilkoviny Zivych organismi se skladaji z 20 aminokyselin. VSechny kromé& glycinu, ktery neni
chirélni, se v pfirozenych bilkovinach vyskytuji v L- form€. Aminokyseliny, vyskytujici se ve
vodnych roztocich zpravidla ve formé podvojného iontu, obsahuji dvé nabité funkéni skupiny:
aminoskupinu (-NH3") a karboxylovou skupinu (-COO"), takze ptedstavuji idedlni modelovy
systém pro studium interakci nabitych ¢asti molekuly s rozpoustédlem.

Nejjednodussi chirdlni aminokyselina, L-alanin, je soucasné i nej¢astéji se vyskytujicim
zbytkem v proteinovych fetézcich. Pro svoji jednoduchost a velmi dobrou rozpustnost ve vodé

predstavuje alanin vhodny objekt jak pro ROA spektroskopii,” >’ tak i pro modelovani spekter
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pomoci potitatovych simulaci.’*** Vyzkumu alaninu se &aste¢né vénovéna i tato préce.
V literature Ize nalézt ICP ROA spektra i1 jinych aminokyselin, jako L-serinu, L-systeinu,
L-valinu, L-threoninu a L-isoleucinu.*® Pon&kud piekvapivé dosud nebylo publikovano ROA

spektrum L-prolinu.

Peptidy a polypeptidy

Zakladnim strukturnim prvkem peptida a proteint je peptidova vazba. Jedna se o vazbu (C-N)
mezi amidovou a karboxylovou skupinou dvou sousednich aminokyselin. Pfi spojeni vice
aminokyselin timto zplsobem vznika peptidovy fetézec. VSech Sest atoml peptidové vazby
(viz. obr. 2.4) lezi ptiblizn€ v jedné roviné. Zména konformace hlavniho fetézce je umoznéna
rotaci rovin sousednich peptidovych vazeb (se spolenym C,) kolem vazeb C-C, (thel y) a

o—N (thel ¢). Peptidové fetézce mohou vytvaiet riizné typy sekundarnich struktur, jak je

uvedeno v tab. 2.1.

o COL o COL

C' (03
Ca Cao

Amid | Amid Il Amid Il
1600—1700 ¢cm’ 1480-1580 ¢cm’! 1200-1340 cm™!

Obr. 2.4: Schematické znazornéni tvaru tfi zakladnich vibra¢nich méda peptidové vazby, které hraji prvoradou
roli pfi ur€ovani konformace proteinového fetézce metodami vibracni spektroskopie.

Vibrace atomu peptidové vazby odrazeji silové poméry a geometrii uspofadani hlavniho
fetézce a hraji tedy pifi urCovani konformace proteinového fetézce metodami vibracni
peptidové vazby, jejichz frekvence jsou citlivé ke struktufe hlavniho polypeptidového fetézce
bez ohledu na postranni fetézce, je znadzornén na obr. 2.4. Vibrace amidu II neni
v nerezonan¢nich Ramanovych spektrech pozorovatelnd. Oblast amidu III se konvencné
udavala az do 1300 cm™, studie skupiny prof. Barrona viak ukazuje, Ze vInocet t&chto

vibra¢nich modi saha az k 1340 ¢m™ 233638
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Tab. 2.1: Zakladni typy sekundarnich struktur.*

Torzni tihel (°) Stoupani na

Typ sekundarni Pocet jednotek na

struktury o v ® jednu obratku amji:gliisl’ii?g/ou
antiparalelni f3 -139 135 -178 2.0 34
paralelni f3 -119 113 180 2.0 3.2
o-helix -57 -47 180 3.6 1.5
310-helix -49 -26 180 3.0 2.0
m-helix -57 =70 180 4.4 1.15
polyprolin I helix -83 158 0 3.33 1.9
polyprolin II helix -78 149 180 3.0 3.12

Studium peptidit pfirozené¢ predstavuje nezbytny mezikrok k pochopeni struktury
bilkovin. Pomoci ROA byly studovany piedevsim jednoduché dipeptidy, u nichz bylo mozné
provadet ab initio simulace. Byly provedeny studie modelovych latek jako N-acetyl-N'"-methyl-

d,**** L-alanyl-L-alaninu®" **** a dalich latek, napi. cyclo(L-Pro-L-Pro).*®

L-alaninami

Dale byla pomoci ROA studovana zavislost konformace alaninovych oligopeptidii na
délce tetézce (Ala, az Alas), kterd ukazala, ze s rostouci délkou fetézce vzrista tendence
k tvorb& levoto&ivého polyprolin II helixu (PPII).*’ Je znamo, Ze homopolypeptidy poly(L-
lysin) a poly(L-glutamova kyselina) méni svoji sekundéarni strukturu v zavislosti na pH roztoku
a teploté. Slouzi proto jako velmi vhodné modely zékladnich typl sekundéarni struktury —

a-Sroubovice, B-skladaného listu a ndhodného klubka (random coil).** **-°

Proteiny

Jak jiz bylo uvedeno, vyhodou ROA je, ze se do znacné miry snizuje slozitost vibra¢nich
spekter biopolymerii, nebot’ nejintenzivnéjsi ROA signal odpovida vibracnim soutradnicim
nejrigidnéjSich a chirdlnich ¢asti struktury, coz v ptipadé proteinli znamena ptredevsim vibrace
peptidové patete molekuly. Zakladni informace o postrannich fetézcich je pfitom obsazena
v odpovidajicim Ramanové spektru. Dalsi vyhodou piedstavuje kratkodosahovost interakci
odpovédnych za generaci ROA signalu, takze pomoci ROA lze studovat (na rozdil od ECD) 1
lokalni struktury (vlasenky, B-smycky, kratké useky Sroubovic apod.).

Vibrace hlavniho peptidovéhoietézce molekuly je moZzno nalézt ve tfech zdkladnich

51, 52,

oblastech Ramanova spektra : (a) oblast valen¢nich vibraci patefe molekuly ~870—

1150 cm™ pochazejici pievazné od valenénich vibraénich soufadnic Co—C, Co—Cp a Co—N,
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(b) rozsitena oblast amidu IIT ~1230-1340 cm — Cy—N a Co—C valenéni vibrace kombinované
s rovinnymi deformaénimi vibracemi N—H a Co—H a (c) oblast amidu I ~1600-1700 cm™ —
prevazn¢ C=0 valencni vibrace, viz. téz obr. 2.4). Ukazuje se, ze prave rozsifend oblast amidu
IIT je pro uréovani struktury obzvlast¢ dulezita, nebot” diky interakcim mezi N-H a C,—H
deformac¢nimi vibracemi zde pozorujeme fadu ROA past velmi citlivé odrazejicich geometrii
polypeptidového fetézce.

Na obr.2.5a je uvedeno charakteristické Ramanovo a ROA spektrum albuminu
z lidského séra jako typického zéastupce proteinit s vysokym obsahem «-helixu. Intenzivni
kladny ROA pés 1340 cm™ je piipisovan hydratované formé o-helixu, zatimco méng intenzivni
kladny pas 1300 cm™ o-helixu v pfevazné hydrofobnim prostiedi.®® Stejné pasy byly
pozorovéany i u jinych o-helikalnich polypeptidii a globularnich proteint®* ** ** a u proteint
obalky neporusenych filamentarnich bakteriofagt *°. Relativni intenzita t&chto pasti vypovida o
tom, nakolik je dany protein exponovan do rozpoustédla. Dalsim charakteristickym znakem
o-helixu je negativni 1640 cm™ a pozitivni 1665 cm™ ROA dublet v oblasti amidu I a dale
pozitivni pasy v oblasti 870-950 cm™.

Na obr. 2.5b jsou uvedena spektra konkanavalinu A jako typického zastupce proteinu
s vysokym obsahem [-struktury a minimalnim obsahem o-helixu (podle PDB krystalové
struktury 2CNA 43,5% [ skladany list, 1,7% o-helix, 1,3% 3jo-helix, zbytek vlasenkové
struktury a smycky). B-struktue lze piifadit ostry zaporny pas 1241 cm™, podobné pasy byly
pozorovany i v ROA spektrech jinych proteini s vysokym obsahem B-struktury,”® *®>* ve
kterych se ob&as vyskytuje jiny zaporny pas 1220 cm™, ktery je pravdépodobné dalsim otiskem
této struktury, s nejvétdi pravddpodobnosti hydratované. Pozitivni pas 1295 cm™ je moZno u
konkanavalinu A pfipsat vibracim B-smycek. Negativni-pozitivni ROA dublet amidu I 1658—
1677 cm™ je také charakteristickym rysem B-struktur a lze jej snadno rozpoznat od past
odpovidajicich o-helixu, které maji vinoet niz&i o piiblizné 520 cm™. Proteiny obsahujici
vyznamnou ¢ast [-skladaného listu obsahuji vétSinou také charakteristické pasy smycek a
ohybi. Negativni pasy v oblasti 1340—1380 cm™ odpovidaji pravé ohybiim u B-vlasenek. Tato
oblast dovoluje rozlisit paralelni a antiparalelnimi -skladané listy, nebot’ pouze antiparalelni
vétsSinou obsahuji vlasenkové struktury (paralelni byvaji spojeny pievazné o-helikalnimi
strukturami). Mnoho proteint obsahujicich B-struktury jevi v ROA spektrech silny pozitivni
pas v oblasti 1314-1325 cm™ stejné jako neuspofadané formy poly(L-lysinu) a poly(L-

34,49

glutamové kyseliny)™ ™, a lze je ptitadit struktufe polyprolinu II.
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Na obr. 2.5¢ je uvedeno Ramanovo a ROA spektrum slepic¢iho lysozymu jako typického
ap proteinu (podle PDB krystalové struktury 11se 28,7% [ skladany list, 6,2% a-helix, 10,9%
310-helix) a spektrum také obsahuje charakteristické rysy obou téchto hlavnich struktur. Do
oblasti pasti 1297-1300 cm™ piispivaji vyznamnou mérou také vibrace 3ip-helixu a
pravdépodobné také pasy z jinych zdroji, jejichz dekonvoluci se doposud nepodafilo provést.*®
Silny pozitivni pas 1554 cm™ odpovida vibraénimu médu W3 indolového kruhu tryptofanu,
jehoz poloha v Ramanovych spektrech odrazi velikost torzniho whlu [x*'| popisujiciho orientaci
tryptofanového postranniho fetézce vzhledem k hlavnimu fetézei.”® ROA k tomu pridava jeste
moznost urcit znaménko torzniho uhlu a tedy ziskat o tomto postrannim fetézci kompletni

stereochemickou informaci®’ dostupnou jinak pouze pomoci metod s atomarnim rozligenim.
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Obr. 2.5: Typickd Ramanova a ROA spektra zdkladnich proteinovych struktur. (a) albumin z lidského séra:
pfevazné o-Sroubovice, (b) konkanavalin A z fazole: -barel a (c) slepi¢i lysozym: zastoupeny o i B struktury.
Pievzato z publikace.™
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Skupina prof. Barrona dale publikovala celou fadu praci zabyvajicimi se neusporadanymi
strukturami a roli levoto¢ivého polyprolin II helixu pfi misfoldingu. Toto téma je velice
aktualni p¥i studiu p¥i¢in vzniku degenerativnich chorob zapfiGin&nych tvorbou plakil apod.*®
50, 53, 59-61

Na soubor naméfenych ROA spekter je také mozno aplikovat vhodné statistické metody
jako napf. analyzu hlavni komponenty'? (principal component analysis, PCA), které umoZituji
rozpoznat hlavni spolecné a rozdilné strukturni vztahy ve zpracovanych spektrech (obr. 2.6).
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Obr. 2.6: Zobrazeni zavislosti prvnich dvou nejvyznamnéjsich koeficientl z analyzy hlavni komponenty (PCA)
souboru 75 ROA spekter polypeptidii, proteinti a virti. Z obrazku se ziejma jasna separace jednotlivych typd
sekundarnich struktur respektive shlukovani strukturné blizkych proteini. Koeficient 1 dobie popisuje prechod od
vysokého obsahu o-$roubovice (vlevo) k vysokému obsahu B-skladaného listu (vpravo), koeficient 2 zase pfechod
od silng usporadanych struktur (dole) k siln& neuspotadanym (nahote). Pievzato z prace.™
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Nukleové kyseliny

Reseni struktury a funkce nukleovych kyselin je jednim z centralnich témat molekularni
biologie. Studium nukleovych kyselin pomoci ROA je v soucasnosti stdle v pocatcich.
Z doposud provedenych méfeni se ukazuje, Ze ROA je citliva tfi rtizné zdroje v chirdlnim
usporadani nukleovych kyselin: (a) chirdlni stohovani jinak nechiralnich part bazi, (b) chiralni

povaha glykosidické vazby C-N mezi bazi a cukrem a (c) vnitini chiralita cukernych cykli.** ¢

(a) calf thymus DNA
n
“b—(
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ROA 913 1487
1049 1317, 1379 /\M
_L.‘ 0+ W)\AWMI f’*l\ /\ n/’lh Jd A A Ar’*. JI‘EH
w P wwv W,
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I 93 X 10 979 . 1254 ‘
(b) Mg " bound tRNAH'e
: ﬂ
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I32x10°
919 1481
q. 1268
C 0 MMMM/\WA u/\/ﬁ\"\fw 5
< v Fh
1386 1528
I 1.4)‘( 10° ' 1248 (
(¢) Mg”'-free tRNA™ J\\
in
m’—l
1 40x10°
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—ETO/\»IM’\.A/’\.A,/\ M/LMnfkw
o AR AV "»\vj \\V/w w U\\j AV IRALT
1091 |
116x10° 992 1243 1386 1530
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Obr. 2.7: Typicka Ramanova a ROA spektra vybranych nukleovych kyselin. (a) dvousroubovice DNA typu B:
konformace cukrii C2'-endo, (b) tRNA v piitomnosti iontii Mg”*" zaujimé kompaktni terciarni strukturu tvaru
pismene L: Sirsi rozsah konformace cukri, (c) tRNA bez pfitomnosti iontll zaujima volnou strukturu jetelového
listu s pievazujici konformaci cukrii C3'-endo. Prevzato z prace.*®

ROA pasy v oblasti ~900—1150 cm™ pochazeji od vibraci cukernych fetézci a fosfatové
skupiny. Do oblasti ~1200—1550 cm™ piispivaji vibrace cukrii i bazi a nakonec oblast ~1550—
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1750 cm™ obsahuje charakteristické pasy bazi odpovidajici specifickému stohovani (stacking).
Typicka spektra nukleovych kyselin jsou uvedena na obr. 2.7. Spektra DNA (z teleciho
brzliku) a obou RNA (tRNA™™, phenylalanin specific transfer RNA, v pfitomnosti Mg2+ iontl
a bez nich) se 1isi nejvice v oblasti cukernych fetézcl, nebot’ DNA zaujima dvousroubovici
typu B (konformace cukerné¢ho kruhu C2'-endo), zatimco tRNA dvojSroubovici typu A
(konformace cukerného kruhu C3'-endo). Mezi ROA spektry obou RNA je rozdil mensi, 1isi
ale také v oblasti vibraci cukr-fosfatového fetézce ~900-1150 cm™. To lze vysvétlit tim, Ze
tRNA v piitomnosti iontd Mg*" zaujimé terciarni strukturu tvaru pismene L a cukerné cykly
zaujimaji $iri rozsah konformaci (vysledny ROA signal je nizky), zatimco bez Mg** se vytvaii
otevieny ttvar podobny jetelovému listu®’ s prevazujici C3'-endo konformaci cukri poskytujici
vyrazny charakteristicky ROA signal v oblasti vibraci cukr-fosfatového fetézce (negativni pas

992 cm’™, pozitivni 1048 cm™ a negativni 1091 cm™).

Viry

Znalost struktury vird na molekularni urovni je nesmirn¢ dulezitd pro pochopeni mechanismu
jejich ptsobeni. Konvencni Ramanova spektroskopie predstavuje velmi uzitecnou metodu
studia intaktnich virG na molekularni urovni, nebot’ mize soucasné vySetfovat jak proteinovou
obalku tak i jadro obsahujici nukleovou kyselinu.”> ROA, jez miZe byt pouzita pro zkoumani
vird nejriiznéjsich typa véetné vlaknitych, helikalnich, ty¢inkovych a ikosahedralnich, potom
svoji schopnosti proniknout slozitosti zkoumané stuktury jenom zvySuje vyznam Ramanovy
spektroskopie pro strukturni virologii. Dosud publikovand ROA spektra rGznych vird,
napiiklad vlaknitého bakteriofagu fd, viru tabdkové mozaiky, bakteriofagu MS2 a dalgich’ **
% jenom potvrzuji, ze ROA jako velmi citlivd konformaéni sonda nejen poskytuje pomérné
detailni strukturni informaci, jinymi metodami pro vzorky v roztoku obtizné zjistitelnou, ale
muze byt vyuzita i pro srovnavaci studie.”® V ROA spektrech dominuji pasy z proteinovych
obalek virii a pomoci statistickych metod (PCA) je mozno urcit sekundarni strukturu hlavnich
podjednotek,” rozsah hydratace o-helix@, piipadng v priznivém piipadé i konformaci
postrannich fetézci tryptofanu (napf. u bakteriofagu fd>”) v obélkach virt. U mozaikového viru
vigny (CPMV, cowpea mosaic virus) se odectenim ROA spektra prazdné kapsidy viru od
spektra celého viru (coz je pfistup, ktery mizeme nazvat diferenéni ROA) podafilo urcit
konformaci RNA jako jednovlaknovy A-typ’’, coz byla velmi cenna informace, kterou z rtg.

krystalové struktury neni mozno ziskat.
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3. Simulace spekter — Teorie Ramanovy optické aktivity

Metody citlivé na chiralitu molekul hraji dtlezitou roli v mnoha oblastech. Diky rozvoji ab
initio vypocetnich metod a pocitatové techniky se vSak ukazuje, ze na zdklad¢ srovnéani
experimentalnich dat VOA (u nichz je bohaty strukturni obsah vibracni spektroskopie jesté
rozSiten o stereochemickou citlivost optické aktivity) s vysledky =ziskanymi pomoci
teoretickych simulaci je mozno uréit absolutni konfiguraci molekuly v roztoku.”!

VZzdy je tfeba mit na zfeteli, Ze v kvantové-chemickych vypoctech existuji omezeni, ktera
jednozna¢né urceni konformace (konformaci) dané latky znesnadiuji. Jde naptiklad o pouziti
kone¢ného souboru bazovych funkci,”” zanedbani anharmonickych efektdi a specifické
interakce s rozpoustédlem.

V této kapitole jsou zminé€ny metody pouZzivané pii simulaci ROA spekter a feSeni

konforma¢né dynamickych problémi u studovanych systémi.

3.1 Born-Oppenheimerova aproximace a separace stupnit volnosti

Schrodingerovu rovnici pro vinovou funkci molekuly v nerelativistickém pftiblizeni 1ze napsat
jako

HTOT lPN,n :EN,anN,n > (31)
v niZ je celkovy Hamiltonian H™ definovan jako

A" =1 +T +V(r,R)

nuc__i L 2 el _ hz 2
T = 2ZA:MAVA , T = ZmEZV" : (3.2)
2 2 2
VeR)=Y Y Lt yy il s
A B>4 RAB A i Ty jo>i Ty

kde R je poloha jader, r poloha elektrontl, indexy 4 a B &isluji jadra, i a j elektrony, T3 je
operator kinetické energie jader, T operator kinetické energie elektrond a V(r,R) je
potencialni energie zahrnujici interakci mezi jadry 4 a B s atomovymi Cisly Z,4 a Zp, mezi jadry
a elektrony a mezi elektrony navzédjem. Pfedpokladejme, Ze je mozno celkovou vlnovou funkci

rozd¢lit na soucin vinové funkce jader a elektronti:
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¥y, (L R) =23 (R)y, (r,R), (3:3)
kde n a N jsou kvantova cisla pro jadra a elektrony a poloha jader. Elektrony jsou mnohem
leh¢i nez jadra (v piipade vodiku 1822x) a v (3.1) je tedy mozno zanedbat ¢len

Sy Wl 20 who ), (3.4
cozZ je podstatou Born-Oppenheimerovy aproximace. Potom mizeme Schrédingerovu rovnici
separovat na jadernou a elektronovou cast. V elektronové casti Schrodingerovy rovnice pak
vystupuje poloha jader R pouze jako parametr:

[T +V (@, Ry, =€, Ry, (3.5)
Je-li elektronovy problém vyfeSen, Schrodingerovu rovnici pro jadernou ¢ast y“(R) je

mozno napsat jako

[T +e, Rz R)=E,, 23R, (3.6)
v niz se elektronova energie €, (R), kterd uZ v sob€ zahrnuje repulzi jader, stdva potencidlem
pro pohyb jader.

Pro N jader zahrnuje Schrodingerova rovnice pro jadra (3.6) 3N stupiiti volnosti, které
muzeme pro nelinearni molekuly (na které se dale omezime) rozd¢lit na 3 translacni, 3 rotacni
a 3N — 6 vibracnich. Pii feSeni problému jader je dale vhodné transla¢ni, rotani a vibracni
stupné volnosti oddé¢lit. Separaci translaéniho pohybu je mozno udélat jednoduse, nebot
kinetické energii odd¢lit translaéni pohyb molekuly jako celku. Separace rotacniho pohybu je
mozna jen piiblizné (napft. diky Coriolisovym silam). Pro velké molekuly s velkym momentem
hybnosti, jako jsou biologické molekuly, je to viak dostateén& dobré priblizeni.”

Soufadnou soustavu svdzanou s molekulou zpravidla volime pomoci Eckartovych
podminek. Prvni a druhd Eckartova podminka specifikuje, ze pfi pohybu jader nevznika

celkovy transla¢ni nebo rota¢ni pokyb:

N N
> m,AR, =0, > mR)XAR, =0, (3.7)
A=1 A=1

kde R je rovnovazna poloha jadra 4 a AR , jeho vibra¢ni odchylka. Podrobnou diskuzi o

Coa « . y . 73
separaci vibracniho a rota¢niho pohybu lze nalézt napt. v monografii.
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3.2 Harmonicka aproximace a zavedeni normalnich vibraénich médu

Potencial pro pohyb jader &£, (R) v rovnici (3.6) je mozno rozvinout do Taylorovy fady:

0 0 5 de 0
£,(R,...,R)=eR’ ... RO+ > Y (R, -R, )+
J=laRJ,a

o=x,y,z

(3.8)

N

2
41 >y L(Rm — R, NRyy = RY,)+...

2 o fmmyz R aRJ,a aRK,ﬂ

Prvni ¢len je mozno polozit rovno nule, pro rovnovaznou polohu jader je i d€/dR rovno nule,
prvni nenulovy €len je az kvadraticky. V harmonické aproximaci zanedbavame vSechny dalsi

¢leny, takze je mozno vibraéni ¢ast Schrodingerovy rovnici jader napsat jako

R R

H R)=|-—) — = TAX.AX R)=EF ¢ (R), 3.9
VIB ¢n( ) 2 P Mi aXiz +2i’j:1f;_/ i J ¢n( ) n¢n( ) ( )
kde
d’e
= 1 3.10
f X, X, G10)

je kartézska silova konstanta, prvek v matici silového pole (FF - Hessian). Rovnici (3.9) je

mozno vytesit transformaci kartézskych soufadnic do normélnich modi Qy:

3N
0,=D.8/AX,, k=12,.,3N, (3.11)
Jj=1
takze
3N 3N s 3N 1 82 3N 82
SAXAX =) 0,0, a — = (3.12)
;f’ ! kzz; e ,Z:; m, 90X ; 00;
a vibra¢ni hamiltonian v rovnici (3.9) bude mozno napsat jako
3N 1 az y 3N
Hyp=Y | 5 +0 0 |=>H, (3.13)
Jj=1 2 an J=1

Rovnice (3.11) definuje 3N normalnich méda Q, zatimco vibrac¢nich stupnii volnosti je pouze
3N —6. Pro mody odpovidajicich translacim a rotacim je vSak @, =0. Celkovou vlnovou

funkci z rovnice (3.6) je mozno vyjadfit jako soucin vlnovych funkei zavislych na jedné

normalni vibra¢ni soufadnici

3N-6

v, =[1e,©) (3.14)

a jednotlivé rovnice, na néz se Schrodingerova rovnice rozpadne budou:
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1
H ¢, :(2+anha)jqoj. (3.15)

S-matici definovanou v rovnici (3.11) obdrzime tak, ze spocteme matici silového pole (3.10) a

tu pak diagonalizujeme, takze S-matici 1ze vypocist ze vztaht (3.11) a (3.12).

3.3 Teorie Ramanovy optické aktivity

V tomto oddile budou uvedeny vyrazy nutné pro popis ruznych forem ROA. Na pocatku je
nutno uvést vyraz pro intenzitu / Ramanova rozptylu souboru molekul, jejichz referen¢ni
poloha pro roztok je zprimérovana pies vSechny mozné orientace vzhledem k laboratorni
soustavé. Polarizacni vektory budiciho a rozptyleného zateni se vztahuji k laboratorni soustaveé

a ozna¢me je €' a e’. Potom je

I@,2")= 90K<€d* 7,525

o

2

>, (3.16)
kde dolni indexy oznacuji kartézské slozky tenzora (pouzivame Einsteinovu sumacéni konvenci,
vlnovka zna¢i komplexni c¢islo). Lomené zavorky znaci stfedovani pies rotace molekuly,
konstanta K je

2, BO 2
:910(“’ f;;R ] , (3.17)

kde wje thlova frekvence rozptyleného svétla, 1y je magneticka permeabilita, £* je velikost
vektoru elektrického pole budiciho zafeni a R je vzdéalenost od bodu rozptylu k detektoru
Meéfit absolutni hodnotu intenzity Ramanova rozptylu je ale velmi obtizné, proto se Casto misto
faktoru K pouziva jind vhodna konstanta. Ve vyrazu (3.16) je uvedena komplexné sdruzena
hodnota polarizacniho vektoru rozptyleného fotonu, nebot’ reprezentuje emisi a nikoliv

absorpci. Obecny vyraz pro komplexni Ramanoviv rozptylovy tenzor @, se sklada z tenzoru

elektrické dipolové polarizovatelnosti a dale pak tenzori Ramanovy optické aktivity

(kvadrupodlova a magneticka polarizovatelnost): ™
y i~ im Ll y
T,y =0, + c{% 15Gay + €013 G+ (@ynid, ,—on' A, )} . (3.18)

kde &5, je Levi-Civitlv jednotkovy antisymetricky tenzor tetiho fadu, ay je thlova frekvence
budiciho zateni a n' a n® jsou vektory §ifeni budiciho, resp. rozptyleného zafeni.Zde uvedeny
obecny vyraz rozliSuje roli vstupujiciho a rozptyleného fotonu a je ho tedy mozno pouzit i

v ptipadé rezonanéniho a prerezonanéniho Ramanova rozptylu.'
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Obr. 3.1: Diagram geometrie rozptylu, kde & je uhel rozptylu (méfeno od sméru $ifeni dopadajiciho svazku),
uhly @ a ¢ jsou thly polarizace (hlavni osy polariza¢ni elipsy) pro dopadajici a rozptylené zafeni.

Tenzory wuvedené v rovnici (3.18) jsou tedy: tenzory elektrické dipolové

polarizovatelnosti (o), magnetické dipolové-elektrické dipolové optické aktivity ((N}aﬂ,éaﬂ ),

elektrické dipolové-elektrické kvadrupolové polarizovatelnosti (Za, 5y ?laﬁ ):

kone¢ny m, takze w

mn

o, = L 5 | Al 1R ) 25 5 A ) 5.199)
T famn| @, — @ +1T; ®,, +0,+1I;
6L | Al i s 1om
h#m,,,_ ®,, —,+1T ®,,+o,+1I;
g, = 3 | i Bpln) (a7}l .19
h Jema| @ = @ +1I ®,,+0,+iI;
7, =Ly [(ldk8sn) (om0 1) el (5.19)
Ton g o, -0, +iT, @, + @, +iT,
B O.|i\i A/ 7
I L AR AV 5 1oe
R o ,, —, +11“j w,, + @, +11“j |

kde w, =w,-w, a w,, =0, -, jsou thlové prechodove frekvence mezi stavy j a n nebo
m. I'; je Sitka elektronové hladiny j a je nepfimo imérna jeho dobé€ Zivota. Pocatecni stav je n a

=w, —w, znac¢i zménu uhlové frekvence (Ramaniiv posuv). Operatory
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elektrického dipolového, magnetického dipolového a elektrického kvadrupdlového momentu

jsou definovany jako:

P =2 € s (3.20a)
k
o=l 3.20b
ma_2;n’lk8aﬂyrkﬁpky, ( . )
0. =S e (rony~126,) 3.20
= 5 4 €\ lip =1k Oup ) (3.20c)

kde 04sje Kroneckerovo delta, s¢ita se ptes viechny ¢astice v molekule, které maji naboj ey,
hmotnost my, polohovy vektor ry a moment hybnosti px. Oznacime-li kartézské slozky vektorti
v laboratorni soustavé velkymi fimskymi pismeny a slozky v soustavé spojené s molekulou
feckymi pismeny, pak je vyraz pro vyslednou intenzitu stfedovanou pies vSechny mozné

orientace molekul v molekularni soufadné soustavé déan jako

~Ad* i ~d ~ 0% *
Rele; e,e. @) &aﬁaygklwlmlcylw>+

i ~ % 1 ~ %k

e
I(réd*’ei)zgohr ' nD(lé‘p&GW+3a)0A%5g +
+-Imjel"ejele) a

of . 1 . <lAa lB/i’ IC;/ ID(S lE£>
+ ng(igpgygpe — 3a)?lng

(3.21)
kde symbol /4, je smérovy kosinus mezi laboratorni soufadnici 4 a soufadnici v molekulové
soustave o

Ramaniv rozptyl je dvoufotonovy proces, intenzita Ramanova rozptylu / je tedy urcena
polarizacnimi stavy dopadajiciho a rozptyleného fotonu (horni indexy i resp. j). Pro elipticky
(nebo linearn€) polarizované zéteni je tthel mezi hlavni polariza¢ni osou a vertikdlnim smérem
reprezentovan tthlem & pro dopadajici zafeni a thlem ¢ pro zareni rozptylené, uhel rozptylu je
pak ¢, jak je znazornéno na obr. 3.1.

Intenzitu rozptylené¢ho zéfeni je pro danou geometrii a polarizacni stavy zafeni mozno
vyjadfit nékolika rliznymi zplsoby. Déle je stru¢né nastinén formalismus vyuZivajici
Muellerovy matice. Intenzitu rozptyleného zafeni je dana jako:

16.0.6=5(sy ms)=X S s0m,57, (3:22)
2 2 1,J=0
kde S je Stokestiv vektor a M je Ramanova/ROA Muellerova matice. Ctyfi komponenty

Stokesova vektoru jsou dany jako
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S, 1

Sy | | Pcos2ycosly (3.23)
S, - Pcos2ysin2y |’ '
S

3 Psin2ysin 2y
kde Sy je celkova intenzita svételného svazku, P je stupen polarizace od 0 do 1 a thly wa y
znaCi azimut a elipticitu podle definice na obr. 3.2. §; reprezentuje rozdil v intenzité mezi
vertikalné¢ a horizontalné polarizovanym zafenim, S, reprezentuje rozdil mezi zafenim
polarizovanym podél thli +45° a konecné S3 je rozdil v intenzité mezi pravo- a levotocive

kruhov¢ polarizovanym zatenim.

Y\

Obr. 3.2: Polariza¢ni elipsa pro zafeni pohybujici se ve sméru osy Z. Uhel wje azimut a y elipticita.

Muellerova matice je matice 4x4, jejiz jednotlivé komponenty jsou slozité vyrazy a
obsahuji invarianty tenzorti polarizovatelnosti a optické aktivity (veli¢iny standardné
pouZivané v teorii Ramanova rozptylu’®) a je mozno je nalézt v literatute'. V Muellerové
matici dale vystupuje hel rozptylu &

Pro ICP ROA strategii realizovanou bez polarizace rozptyleného zaieni (oznaCovano

nékdy jako "unpolarized" nebo "total" ICP) jsou Stokesovy vektory dany jako':
S'=(1 0 0 x1) S‘=2 0 0 0) (3.24)
a pfislu$na intenzita Ramanova rozptyleného zateni:

4@ =" My £M,,), (.25)

kde Myy a Mys jsou prvky Mullerovy matice. Odpovidajici soucet cirkularnich intenzit (CIS) a
jejich rozdil (CID) je tedy mozno vyjadfit jako

& -1 = K21, 421, cosé— 1, sin? &), (3.26a)
C
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18E)+11(€) = 2K(2R, = Ry sin” &), (3.26b)
kde konstanty jsou sloZité kombinace tenzorovych invariantd a je mozno je nalézt v literatute,’

stejné tak jako intenzity Ramanova rozptylu pro jiné stavy polarizace zafeni.
Nerezonanc¢ni aproximace

Pro energie dopadajiciho zaieni dostatecné vzdalené od energie absorpcnich prechodd, tj. v tzv.
nerezonancni aproximaci, se uvedené vztahy pro intenzitu Ramanova rozptylu podstatné
zjednodusi. V tomto pfiblizeni obecné komplexni tenzory polarizovatelnosti a oba elektrické
kvadrupdlové tenzory optické aktivity budou mit jen redlnou slozku, zatimco magneticky
dipdlovy tenzor optické aktivity bude Cist¢ imaginarni. Komplexni tenzory lze separovat na

redlnou a imaginarni ¢ast jako:

T=T-iT". (3.27)

Pro Stokestiv rozptyl mame tedy
=1 3 g Rl 2L )= (3.280)
Y L (3.28b)
Auir = 3 Bt e Rl 815018, )= 4, (3289

a v nerezonan¢nim pfibliZeni zlistavaji tyto tenzorové invarianty

1
pley = Bary oty — e ay,) (3.29a)
’ 1 ’ ’
PG = (3Gl = s Gy (3.29b)
1
B(A)* = 3P0 ap € Ay (3.29¢)
1 ’ 1 ’
a=-a, a G=-G,,. (3.29d)
3 3
Hledané vyrazy pro CIS a CID jsou pak rovny:
I(R)+I(L) = 4K(D, o> + D, B(a)*) (3.30a)
8K ) . .
I(R)-I(L) == (D,aG’+ D, B(G')’ + D, B(4)*) (3.30b)
C
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kde koeficienty D,-Ds zavisi na zvoleném experimentalnim uspotfadani a jsou uvedeny v

tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Hodnoty koeficientd D;-Ds v rovnicich (3.30) popisujicich CID a CIS intenzity. Indexy u typu
modulace znaci u-nepolarizovany, p-paralelni polarizace, d-kolma polarizace, *-polarizace pod magickym uhlem.

¢ Typ D, D, D; D, Ds
0° ICP, 45 7 90 2 2
SCP, 45 7 90 2 2
DCP, 45 1 90 2 2
DCPy 0 6 0 0 0
90° ICP, 45/2 72 45/2 72 v
ICP4 0 3 0 3 1
ICP* 45/3 10/3 45/3 10/3 0
SCP, 45/2 72 45/2 72 v
SCP, 0 3 0 3 -1
SCP* 45/3 10/3 45/3 10/3 0
DCP, 45/4 13/4 4512 13/2 1/2
DCPy 45/4 13/4 0 0 0
180° ICP, 45 7 0 12 4
SCP, 45 7 0 12 4
DCP, 0 6 0 12 4
DCPy 45 1 0 0 0

Pro zjednoduseny model polarizace vazeb” se uvedené vztahy v piipadé idealizovanych
osové symetrickych vazeb jesté dale zjednodusi (nebot' v tomto piipadé S (G')2 =4 (A)Za
aG'=0) a pro metodu ICP dava uspofadani ve zp&tném rozptylu oproti pravouhlému
uspofadani Ctyfikrat vétsi CID signal. Pomér signdl/Sum je v piipadé¢ zpétného rozptylu
2-/2 krat vétsi. Dobu méfeni nutnou na ziskani stejn¢ kvalitnich spekter je tak oproti
pravouhlému uspofadani mozno zkratit az osmkrat.”

Z uvedenych vztahii také vyplyva, Ze v geometrii zpétného rozptylu davaji vSechny tfi
metody ICP,, SCP, a DCP; stejny CID signal, prvni dvé jmenované dévaji navic i stejny CIS

signal. V kapitole 2 jsou porovnany experimentalni aspekty jednotlivych metod.

3.4 Ab initio metody vypocétu ROA intenzit

Interpretace ROA spekter byla v centru pozornosti uz od doby, kdy byla namétena prvni

spektra. Byly vyvinuto nékolik zjednoduSujicich modeld, z nichZz nejzndméjsi je
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pravdépodobng "dvojskupinovy" model polarizace vazeb.”® Obecné je viak teorie ROA velmi
komplexni a ptiklady umoziujici jednoduchou kvalitativni interpretaci intenzit ROA past jsou
vzacné. V soucasnosti vSak pokroky ve vypoctech molekularnich vlastnosti pomoci ab initio
metod dovoluji pfimy vypocet pozorovatelnych veli¢in ROA pro relativné velké molekuly.
Vztahy pro tenzory uvedené v piredchozi sekci 1ze pouzit pro Ramantiv i Rayleightiv
rozptyl. Pro Ramaniiv a ROA rozptyl je nutno navic vyjadfit jejich variaci v zévislosti na

pohybu jader, tj. alespoil prvni derivaci podle normélnich vibra¢nich soufadnic. Pro

fundamentélni piechody, to jest pifechody ze zékladniho stavu ‘0> do prvniho excitovaného
vibraéniho stravu ‘1 p> (kde p je p-ty vibratni mod), se zajimame o maticové elementy (0a1).

Pro vyjadieni t&chto veli¢in obvykle pouziva Placzekova aproximace,” ve které se vibradni

vlnova funkce aproximuje vinovou funkci harmonického oscilatoru

i, =), 6.+ B[ G|

Op

,5(0) n,)+ - (3.31)

00,
a v rozvoji podle vibra¢ni soufadnice zanedbame Cleny s vyssi nez prvni mocninou vibracni
soutfadnice. Prvni ¢len ve vztahu (3.31) popisuje Rayleightiv rozptyl, druhy vibra¢ni Ramanav
rozptyl v harmonické aproximaci (s vybérovym pravidlem m, —n, ==£1). Pro fundamentalni
piechody 0—1p spojené s normalni vibracni soutadnici QOp jsou pak tenzory nutné pro vypocet

CID invariantti dany jako:

J J
(00651, {1, et 0) = 2;,, a’;"f a’;ﬂ (3.32a)
d JG,
(01, )(1,/Glp 0) = 2al)p azof aQ“j] (3.32b)
(0t 1, )1, €100 Ay [0) = (%Z"’ﬁ ]eaﬁ@‘g‘*’ ] (3.320)
P P p

Nahradime-li témito vyrazy hodnoty uvedené ve vztazich (3.28-30), dostaneme konecné vztahy
pro intenzitu Ramanova rozptylu a ROA. Derivace tenzorl je samoziejm¢ mozno provadét i
podle kartézskych soufadnic a ty pak pfimou linedrni transformaci pievést na derivace podle

normalnich vibra¢nich modu.

0y | [ 90 X, | 0y
( aQJ Jo B Z’:( aXl ]O[aQJ Jo B Z( aXl JOSij (333)
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To pak prakticky umoziuje pocitat silové pole (3.10) (a tedy 1 normalni soufadnice) na jiné
urovni nez derivace polarizovatelnosti a tenzori optické aktivity (3.32).

Derivace tenzorti A a G' jsou zavislé na pocatku soutadnic

Yas comry = 2% (oG Ry 9% 3.34
aXEj( )—an( )— 2 € an, (3.34a)

oA aA a 0 :

e
kde (COM) znaci spolecny a (DOG) distribuovany pocatek soufadnic (typicky v jadie j
s poziénim vektorem R’ ). Hodnoty v DOG mizeme chapat jako vnitini "chiralitu" atomd,
kterou nelze redukovat zménou pocatku soutfadnic. Zanedbani téchto hodnot je podstatou tzv.
polariza¢niho modelu, u néhoz dostaneme derivaci tenzorti ve spoleném pocatku pouze
z derivace polarizovatelnosti o

Tenzory polarizovatelnosti a optické aktivity mimo rovnic (3.28) je mozno vypocitat 1

pomoci zavislosti molekulovych orbitalli na vnéjSim elektrickém (F) a magnetickém poli (B)

(field-perturbed molecular orbitals, @, (Fy)= aﬁﬁ apod.). Tenzory je pak mozno vyjadit jako'
U =4Zk:<¢f a, '(F,;)> (3.35a)
Gy = —4ha, ; Im<¢k’ (B ﬂ)> (3.35b)
Ay = 4Zk:<¢,?®ﬂy ’(Fa)> . (3.35¢)

Praktické vypocty tenzorii optické aktivity byly po dlouhou dobu provadény programem
DALTON” a CADPAC, ve kterych byla pro uvedené vypocty implementovana pouze HF
metoda. Nova verze programu DALTON” z roku 2005 obsahuje také DFT metody, ta ale
v této praci nebyla pouzita. VéEtSina provedenych simulaci tenzori optické aktivity byla
spotena pomoci programu Gaussian 03,*° ve kterém jsou derivace zmifovanych tenzori

implementovany od roku 2004 na HF i DFT arovni.

Pti konecném vypoctu spekter je nutno vzit jest¢ do ivahy populaci stavl ucastnicich se

piechodi.®’ Pro dany vibraéni méd j pak dostaneme:
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o1 )

I)oc—
Vi l—exp(— hvjj
kT

Pfi zobrazovani simulovanych spekter bylo pouzito Lorentzovské rozsiteni Car, takZe vzorec

I (3.36)

pro celkovou intenzitu v kazdém bod¢ simulovaného spektra je dan jako:

3N-6 1

W2
a 4[ f] +1
o

kde v; je vypoctend vibracni frekvence daného modu a o polositka past.

I (3.37)

3.5 Teorie elektronové hustoty (DFT)

Elektronova vinova funkce popisujici n-elektronovou molekulu je zavisla na 3n prostorovych a
n spinovych soufadnicich. Schrodingerova rovnice pro elektrony (3.5) obsahuje pouze jedno- a
dvouelektronové prostorové vyrazy, takze celkovou energii je mozno v nejjednodussim piipadé
(HF) vyjadfit pomoci integralti, které obsahuji Sest prostorovych soufadnic. Z tohoto thlu
pohledu se zda, ze vinovéa funkce obsahuje jistou nadbyte¢nou informaci bez piimé fyzikalni
interpretace. To povzbudilo hledani funkce, ktera by obsahovala méné proménnych nez vinova
funkce, ale kterou by bylo piesto mozno pouzit na vypocet energie a dalSich vlastnosti molekul,

tj. prejit od vinové funkce k elektronové hustoté.
y(r,,ry,....r,) = p(r) (3.38)
V roce 1964 Hohenberg a Kohn ukazali, Ze u molekul s nedegenerovanym zékladnim
stavem je mozno popsat energii zdkladniho stavu, vinovou funkci a vSechny dalsi vlastnosti
molekul pomoci jednoznaéné urcené elektronové hustoty po(x,y,z) jako funkce pouze tii
soufadnic, tj. energie zdkladniho stavu je funkcionalem elektronové hustoty £, = E [p,]. To

je podstatou Hohenbergova-Kohnova teorému®

Pomoci rovnice (3.5) mizeme E, rozepsat jako:

E,=E[p]]=T[p1+V [P 1+ V. .[p] (3.39)

Operator potencialni energie elektront a jader je
Ve =D v(r,), kde v(r;) = —ZQ,

r,

i=1 o io

(3.40)

takze
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n

D ow(r)

i=1

VNe = <‘//o

a energii zédkladniho stavu je mozno napsat jako
Ey = E,[p,1=T[py1+ [ po (W) dr +7,[p,1= [ py(rw(r)dr + Flp,], (3.42)

kde funkciondl F neni zavisly na vnéjSim potencidlu (potencidlu jader). Tvar tohoto

vfo> = [ p W) dr (3.41)

funkcionalu neni dosud znam, takze rovnici (3.42) neni mozno pfimo pouZit.
Hohenberg a Kohn navic ukazali pro nedegenerované zakladni stavy molekul, Ze pro kazdou
funkci splitujici podminku

Ipzk (r)dr=na p_(r)=0pro vSechnar (3.43)

plati nerovnost £, < E [p,, ], jinymi slovy elektronovou hustotu zékladniho stavu je moZzno

nalézt variaci energie podle funkce elektronové hustoty

&;[pp] =0. (3.44)

Levy rozsifil tento teorém i na degenerované stavy molekul.*®
Piimy vypocet hustoty z (3.42) je ovSem velice nepfesny. Kohn a Sham ukézali, jak je
mozné nalézt piesn&j$i py kdyz zavedeme umélou vlnovou funkci ve tvaru Slaterova

determinantu (respektujeme nejjednodussim moznym zpiisobem pozadavek antisymetrie

vlnové funkce), kde @.(r)jsou prostorové ¢asti jednoelektronovych vinovych funkei

Wr.r,) = ﬁ;(—l)”m )0, ,(r,)0, ) (3.45)

kde o; oznacuje spinovou Cast jednoelektronové vinové funkce, s¢itd se pres vSechny mozné
permutace P. Jednoelektronova hustota je pak dana vtahem

2
s

P =30, ®) (346)

celkovou energii je pak mozno napsat jako

B == SlolVio+ [pwpwars ) [P0 arares dp) - Ga7)

kde prvni ¢len je kinetickd energie elektront 7,[p(r)], druhy potencidlni energie jader a

elektrond, tfeti potencidlni energie elektront. Problematicky je Ctvrty ¢len — tzv. vyménna

energie Eyc. Z adiabatického teorému plyne, Ze v principu existuje funkciondl E [ p] takovy,

ze KS energie mize byt rovna energii dané exaktnim feSnim Schrédingerovy rovnice. Funkce
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E ,-[p] vSak neni zndma a neexistuje ani postup, jak ji systematicky zlepSovat — to je hlavni

uloha soucdasné teorie DFT.

Provedeme-li variaci

Eislp®)_ SO oy [P0 g, Fclp(r)] (.48
o) &r) r-r 8p(r)
z podminky extrému pak dostavame Kohn-Shamovy rovnice
HKS¢1‘ = (_ AZI + V(r) + I|p(l'),|dr'+vXC (r)Jgpl (r) = g[¢[ H l = 1:' ,n, (349)
r—r
které se fesi béznou iteracni metodou. v,..(r) je lokalni potencial definovany rovnici
E
Vie(r) = Exclp®] (3.50)
dp(r)

Ptipomenime jesté, Ze v "pravé" DFT by se mélo pracovat s funkci elektronové hustoty
(zé&vislé na tfech soufadnicich) a ne s molekulovymi orbitaly a minimalizovat E[p]. Protoze
ale tento funkcional neni znam, fe$i se Kohn-Shamovy rovnice pro jednotlivé elektrony. Tyto
rovnice tedy predstavuji urcity kompromis v ptivodni myslence DFT.

Podobné jako u HF teorie je mozno KS orbitaly vyjadfit jako linedrni kombinaci
atomovych orbitall (LCAO). Tato formulace DFT se ukézala jako velice uZitecna a bylo
vyvinuto nékolik stovek funkciondlll Exc s cilem pfiblizit se realité. Z praktického hlediska
davaji moderni funkcionaly lepsi vysledky nez HF metoda. V nékterych ptipadech miize byt
vypocet DFT dokonce rychlejsi nez HF.

Vyménna korelacni energie Exc v sobé zahrnuje nékolik komponent: kinetickou korela¢ni
energii, vyménnou energii Ey, Coulombovu korela¢ni energii Ec. Casto je tedy vyhodné ji
rozdé¢lit a hledat funkciondly odd¢€lené.

Evc[p(M)]=E[p(r)]+ E[p(r)]. (3.51)

V ramci "Cisté¢" (pure) DFT je Exc je funkci hustoty nebo jejich derivaci £,.(p,Vp,Ap).
Cisté funkcionaly se d&li na lokalni (local) zavislé jen na hustoté v daném bodé E e (p),mezi
néz patii napi. aproximace lokalni hustoty (local density approximation LDA, v ptipadé
otevienych slupek je to spinova aproximace lokalni hustoty — local spin density
approximation LSDA). Hohenberg a Kohn ukazali, ze pokud se p méni pomalu se soufadnici,

je mozno funkciondl Exc lze vyjadrit ve tvaru
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ER'[p0]=[£,c(r)p(r)dr,

(3.52)

kde &,.(r)je lokalni potencidl zahrnujici vyménné a korelacni efekty. Vyménna a korelacni

¢ast funkcionalu je uvedena v tabulce 3.2.

Vyménnou korelaéni energii Exc je mozno hledat také ve formé, kdy obsahuje gradient

elektronové hustoty, coz je podstatou zobecnéné gradientové aproximace (GGA generalized-

gradient approximation), obcas také nazyvané jako ne-lokalni (nonlocal)

ESSp”.p"1= [ 1(p"(x). p” (1).Vp" (1).Vp" (x))dr (3.53)
kde ara foznacuji funkce elektronové hustoty pro elektrony s riznym spinem.
Tab. 3.2: Vyménné funkcionaly implementované v programu Gaussian03™:
, . Zkratka
Nazev Popis Samostatné | V kombinaci Ref.
Slater p*, vyménna dast LSDA HFS S 55
85
Xap‘” 3 Xalpha XA 82,84,
85
Becke 88 obsahuje Slateriv vyménny funciondl s | HFB B
korekcemi obsahujicimi gradient hustoty 86
PWI1 Perdew-Wang 91 - PWI1 87-90
modifikovany | Baroneho modifikace — MPW
PWO1 91
Gill 96 - G96 92
PBE Perdew, Burke, Ernzerhof - PBE 93,94
OPTX Handyho modifikace Beckeho — O
funkciondlu »
Tab. 3.3: Korela¢ni funkcionaly
Nazev Popis Ref.
VWN Vosko, Wilk, Nusair korela¢ni funkcional III spliiujici RPA feSeni
rovnomeérného elektronového plynu. Casto nazyvan jako LSD korela¢ni
funkcional %
VWNS5 |Jako ptedchozi ale splitujici Ceperly-Alderovo feSeni rovnomérného
elektronového plynu (funkciondl V). %
LYP Lee, Yang, Parr, obsahuje lokalni i nelokalni ¢leny 97,98
PL Perdew, lokalni funkcional 99
P86 Perdew 86, PL doplnény o gradientové korekce 100
PW91 Perdew, Wang 91, gradientové korekce §7-90
B95 Beckeho t-zavisly nelokalni funkcional (definovan pro hybridni
funkciondly) 1ot
PBE Nelokalni funkcional Perdew, Burke, Ernzerhof 93,94
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Tab. 3.4: Ostatni funkcionaly pouzivané samostatné

Nazev Popis Ref
102

VSXC Voorhis, Scuseria, T-zavisly nelokalni korela¢ni funkcional

HCTH | Handyho funkcionaly zobecnéné gradientové aproximace: HCTHO93,
HCTH147, HCTH407 103-105

Nahrazeni HF vyménné energie n&jakou jednoduchou analytickou funkci hustoty se vSak
casto ukazuje malo pfesné, proto jsou konstruovany hybridni (hybrid) funkciondly, jejichz
¢asti je 1 HF vyménna energie:

1 n n
EY = ‘ZZZW e 1/ n e e (2)), (3.54)
i=l j=1
doba vypoctu v takovém piipadé ovsem nemuze byt krat$i nez HF vypocet.

v

Neznamg;jsi jsou asi tfiparametrové Beckeho hybridni funkcionaly, které se uvadéji ve
formg'*:

E =aEy™ +(1—a)E{" +bE;" + EJ"™ + cEX" ™ (3.55)

a dale existuji tfi verze s riznym nelokalnim korelacnim funkcionalem (prvni tfi funkcionaly

v nasledujici tabulce):

Tab. 3.5: Hybridni funkcionaly

B3LYP Ttiparametrovy Beckeho hybridni funkcional (3.55):

c Egun—lucal —c EéYP +(1-¢)E ZWN 106
B3P86 T¥iparametrovy Beckeho hybridni funkcional (3.55): E/" " = E[* | 106
B3PWI1 Ttiparametrovy Beckeho hybridni funkcional

(3.55): Elm et = I 106
B1B95 Beckeho jednoparametrovy hybridni funkcional 1ol
BILYP Modifikace B1B95 s korela¢nim funkciondlem LYP 101107

MPWIPWOI1 | Modifikace BIB9S pouZivajici modifikovany Perdew-Wanglv
vyménny a Perdew-Wangtv 91 korela¢ni funkcional ol
B98 Beckeho revize z roku 1998 funcionalu B97 108,109

PBE1PBE Hybridni funkcionél Perdew, Burke Ernzerhof 1997. Pouziva vazeni

25% vymeénny a 75% korelacni funkcional 9

BHandH 05E{ +0,SE5™ + EL” X
BHandHLYP | 0,5E% +0,5E5" +0,5E5*® 4 EL77 5
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Empirické parametry umoziuji vlastnosti jednotlivych funkcionaltt vhodné "nastavit"
podle systému, pro ktery jsou ur¢eny. Mnoho autort proto nepovazuje tyto metody za ab initio,
1 kdyz je tfeba uvést, ze pocet volenych parametrti je pomérné maly (obvykle 1-3) a jsou stejné
pro vSechny typy atomu. Parametry voli zpravidla podle experimentdlni slucovacich tepel
dvouatomovych molekul nebo podle ionizacnich energii vzacnych plynd.

Matematické vyrazy vyskytujici se v DFT potencidlech jsou ¢asto pfili$ slozité na to, aby
je bylo mozné spocitat analyticky, naptf. v bazi Gaussovych funkci. Proto se integraly
vyskytujici se pfi feSeni KS rovnic pocitaji numericky, zpravidla pomoci integrace na mfizi
(gridu) uspotadané sféricky podle atomovych jader. Vysledek vypoctu je pak ovlivnén kvalitou
této numerické integrace a zavisi na implementaci v konkrétnim programu. VétSina programu
umoziluje ménit kvalitu miize, napf. pocet radidlnich bodi (radial grid), hustotu bodi na

koulich centrovanych okolo jednotlivych atomil (spherical grid) apod.

3.6 Modely rozpoustédla

Ukazuje se, ze zahrnuti modelu rozpoustédla do kvantové chemickych simulaci je naprosto
nezbytné, a to zvlasté u biologickych molekul, u nichZ voda jako velmi polarni rozpoustédlo
hraje kli¢ovou roli. K problematice zahrnuti rozpoustédla je mozno pfistupovat dvéma
rozdilnymi zpiisoby. Pfimocaré je explicitni zahrnuti molekul vody do vypoctu. To vSak sebou
nese ruzné komplikace, napf. uvazime-li, ze vypocetni ndro¢nost kvantové-chemickych
simulaci roste velmi rychle s velikosti systému. Navic jednotlivé molekuly vody mohou
specificky ovlivnit studovanou molekulu (konformaéné, zménou silového pole), takZe je Casto
nutno simulovat mnoho riznych konfiguraci vody a délka vypoctu se tak prodluzuje. Aby bylo
mozno vyhnout se uvedenym obtizim, byly konstruovany kontinualni modely rozpoustédla,
které budou rozebrany v nasledujici sekci. Uved'me jesté, ze v této praci byly na simulaci
spekter pouZity a ndsledné porovndny oba piistupy, jak explicitni zahrnuti molekul

rozpoustédla, tak 1 kontinualni modely rozpoustédla.

Onsageriiv model

Onsagertiv model je historicky nejstar§im modelem rozpoustédla.''*'"

Molekuly rozpoustédla
jsou reprezentovany spojitym médiem charakterizovanym dielektrickou konstantou &

Molekula je umisténa do sférické dutiny o zvoleném poloméru a (obr. 3.3). Dipélovy moment
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molekuly indukuje dipélovy moment v kontinuu a jeho elektrické pole pak zpétn¢ interaguje s
molekulou. Elektrostaticky efekt rozpousStédla je reprezentovan poruchovym c¢lenem, ktery

pficteme k Hamiltonianu molekuly ve vakuu Hy. Celkovy Hamiltonian potom bude mit tvar
HzHO—;ﬂ-ER (3.56)

kde £ je operator dip6lového momentu molekuly a £, je reakéni pole dutiny v dielektriku.

Obr. 3.3: Onsageriiv model rozpoustédla se sférickou dutinou.

Zakladnim omezenim Onsagerova modelu je, Ze pro molekuly s nulovym dipdlovym
momentem je poruchovy ¢len nulovy a nepopisuje tedy zadnou interakci s rozpoustédlem,

navic nezohlednuje obecné¢ slozity tvar molekuly.
COSMO model

Zakladni myslenkou kontinudlntho COSMO modelu (conductor like continuum solvent

model)113, 114

je, ze vlastnosti rozpoustédla se podobaji vlastnostem dokonalého vodice.
Prakticky je vliv rozpoustédla je simulovan pomoci stinicich nabojli indukovanych na ploskach
kone¢né velikosti okolo molekuly tvoticich hranici kontinua. Tento stinici ndboj je tfeba
pocitat numericky a iterativné tak, ze se vhodné zvoleny povrch dutiny rozdéli na velky pocet
malych plosek (segmentil). Poté se spocte naboj indukovany na téchto segmentech a
v celkovém Hamiltonianu systému pak vystupuji jeSté Cleny zahrnujici interakci segment-
segment a molekula-segment.' "

V programu Gaussian 03* se dutina vytvaii zpravidla tak, e se kolem kazdého t&Zkého
atomu vytvoii koule (vodikové atomy jsou umistény dovniti sféry nalezejici atomu, ke kterému
jsou navazany, pfi¢emz polomér sféry se odpovidajicim zplisobem zvétsi). Povrch koule je pak
rozdélen na trojuhelnikové segmenty, jejichz pocet (stejné jako pocet a polomér kouli) je pro

dané rozpoustédlo optimalizovan, ale v pfipad¢ nutnosti je ho mozno zmeénit.
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Obr. 3.4: Dutina u COSMO modelu vytvofena kolem molekuly obojetného iontu L-prolinu. Podrobny popis
konstrukce povrchu dutiny je popsan v literatuie' .

Je znamo, ze¢ COSMO dobfe popisuje solvataéni energie molekul.'"’

Oproti Onsagerovu
modelu ma navic tu vyhodu, ze tvar dutiny odrazi skutecny tvar molekuly. Elektricka
permitivita rozpoustédla a velikost dutiny zde vystupuji jako parametry. Relativni
jednoduchost modelu nam navic dovoluje spocitat energie a gradienty analyticky dostate¢né
presné a bez enormniho narustu vypo&etniho Gasu ase. Na mnoha studovanych systémech,**
18 yeetnd systémi prezentovanych v této praci, se potvrzuje, Ze pro kvalitativng piesné

simulace je nutno efekt hydratace zahrnout do vypocti biomolekul ve vodném prostiedi.

3.7 Optimalizace geometrie

Optimalizace geometrie molekuly byla od pocatku v centru pozornosti kvantové chemie.
Nejvice se osvédCily metody zaloZzené na kvadratické aproximaci povrchu potencialni
energie,'"” ale existuji i jiné pristupy.'*® U kvadratickych metod je Hessian (matice druhych
derivaci energie (3.10)) odhadnuta pro kazdy optimalizatni krok nebo je aktualizovéana
v pribéhu optimalizace. Druhy postup je preferovan, nebot’ vypocet gradientu je u ab initio
metod mnohem méné narocny nez vypocet Hessianu. Za vSechny metody uved’'me aktualizaci
gradientu pomoci Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shannova (BFGS) algoritmu.'*'

Vybér vhodného souradného systému hraje prvotadou roli v optimalizaci molekularnich
struktur. Gradient energie a Hessidn jsou v kvantové chemickych programech ¢asto pocitany
v kartézskych soufadnicich, které ovSem pro optimalizaci geometrie nejsou vétSinou piilis
vhodné. Pulay ukazal, ze pro systémy vazané kovalentnimi vazbami je nejlépe optimalizaci

provadét v redundantnich vnitfnich soufadnicich.'* 1%
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Na optimalizaci vyuzivajici redundantni vnitini soufadnice je zalozena 1 zakladni
optimalizaéni procedura v programu Gaussian 03% vyuZivajici Bernyho algoritmu.'** Tuto
procedura umoznuje také vyhleddvani pirechodovych stavi (sedlovych bodll) mezi zadanymi
lokalnimi minimy. Toto bylo pouzito pfi prozkoumavani konformacniho prostoru L-prolinu —
kapitola 5.3. Bernyho algoritmus je moZno pouZit také s vnitfnimi soutadnicemi.'*

Redundantni vnitini soufadnice vSak nejsou v nékterych piipadech (zvlasté pro slabé
vazané skupiny molekuly) pfili§ vhodnou volbou, nebot’ optimalizace konverguje velmi Spatné.
To je zpiisobeno numerickymi nestabilitami zplisobenymi velkym poctem nédsobeni matic
prechodu mezi kartézskymi a redundantnimi soutadnicemi.''

Optimalizace geometrie podle normdlnich vibracnich moédi je jiz osvédCenou
technikou,'?' pomoci které je mozno se zmifiovanym problémim vyhnout a navic lze pfimo
kontrolovat vibraéni pohyb. Ukazuje se, ze je numericky stabilnéj$i nez optimalizace
v redundantnich vnitinich soufadnicich, zvlasté¢ pro flexibilni a slabé vazané (vodikovymi
vazbami) systémy. Zakladni metoda byla dale rozSifena o moznosti fixovat rizné¢ geometrické
parametry jako vzdalenosti, Uhly nebo torzni Uhly, navic také umoziuje optimalizovat

geometrii tak, aby polohy jader byly udrzovany na konstantnim elektrostatickém potencialu.'*

Optimalizace pomoci normalnich vibra¢nich médu

Procedura je zalozena na obvyklé kvadratické aproximaci. Je tieba vypocitat gradient podle
normalniho vibraéniho modu g, druhou derivaci energie (Hessian), normalni vibraéni mody

Q" v kroku i. Optimaliza¢ni krok smérem k energetickému minimu je dan Newton-
Raphsonovym vztahem modifikovanym metodou obecné raciondlni optimalizace funkci
(rational function optimization — RFOQ)."*" '** Optimalizaéni proceduru pomoci normalnich
vibra¢nich soufadnic je mozno rozdélit do né€kolika kroki:

1. Pocate¢ni odhad Hessianu fa z n&j vypocet S matice (definice viz. vztah 3.11).

2. Vypocet gradientu g podle kartézskych soufadnic.

3. Je-li dostupny ptedchozi krok, provede se aktualizace Hessidanu f pomoci BFGS

: 121
algoritmu

(Ag(") )T Ag® (fm dx® )T dx@ . £©
dX(l’) ,Ag(i) dX(i) ,f(i) ,dx(i)

£ =0 _ (3.57)
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kde dx” =x —x“"je rozdil v kartézskych soutadnicich a Ag"”’ =g —g!™je rozdil

v gradientech. Vypocte se nova S matice.
4. Vypocte se gradient v normalnich modech
g”=s"-g! (3.58)
a pokud je mensi nez zadané kritérium, struktura se povazuje za optimalizovanou.

5. Vypocte se novy krok a vyuZzitim kvadratické zavislosti a RFO (viz diive)

0
dq" = — 2g (3.59)

Q, +/Q: +4(g")

6. Vypoctou se nové kartézské souradnice

X(i+1) — X(i) -S. dq(i+1) ) (560)

7. Zvysiseio 1 apiejde se ke kroku 2.

Optimalizace v normalnich médech je implementovana v programu QGRAD,'*" '* jehoz
vstupem jsou energie, gradienty a druhé derivace z vystupu ab initio vypocétu (pomoci
programu Gaussian 03, s kterym je QGRAD propojen) a vypocte zménéné soufadnice.
QGRAD také zajistuje vypocet normalnich vibra¢nich soufadnic (diagonalizaci silového pole)
a transformaci soufadnic.

Na zavér poznamenejme, ze neexistuje univerzalni optimalizacni metoda vhodna pro
vSechny molekularni systémy. Pro vétSinu obvyklych systémi je optimalizace v redundantnich
vnitinich soufadnicich nejvyhodnégjsi (z hlediska rychlosti vypoctu a pohodlnosti pfi zadavani).
Pro simulace vibra¢nich spekter hraje optimalizace geometrie v normdlnich mddech

nezastupitelnou roli.

3.8 Pienos tenzoru molekularnich vlastnosti

Stejn¢ tak jako vypocet silovych poli (FF, Hessian), tak i vypocet tenzorii popisujicich
vlastnosti molekul (napf. derivace tenzorli polarizovatelnosti a optické aktivity) pomoci ab
initio metod je limitovan velikosti molekul a vykonem pocitact. I pies to, Ze vypocetni
moznosti jsou neustale posouvany kupiedu, vypocet realistickych silovych poli biologickych

molekularnich systému na ab initio tirovni ziistava stale hlavnim problémem.
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Jednou z moznosti, jak zminovany problém obejit, je rozd¢lit studovany systém na
nékolik ¢asti, pro né spocitat hledané tenzory, a ty pak pfenést na cilovou molekulu. Ukazuje se,
Ze tento prenos je vyhodné provadét v kartézskych soutadnicich'?.

Vypocet silového pole velké molekuly je zaloZzen na chemické i topologické podobnosti
mezi ¢asti F velké molekuly XXXFXXX a ¢asti f malé molekuly xfx. Pfenos tenzoru silového
pole 1ze rozdélit do n€kolika krokt

1. Nalezeni kartézskych soutadnic velké molekuly. Mize byt pouzita struktura z PDB
databaze apod. nebo je velka molekula navrzena podle pozadovanych kritérii (v tomto
ptipadé je spektralni analyza jednim z testll spravnosti navrzen¢ho modelu).

2. Vypocte se silové pole malych fragmentt (molekul) na ab initio trovni.

3. Klicovy krok ptedstavuje nalezeni spravného piekryvu mezi fragmenty f'a F pro kazdy
par atomi A a g, které jsou ¢asti daného fragmentu. Nejdiive se vyberou dvé identické
odpovidajici soustavy m atomil ve fragmentech f'a F', které obsahuji nebo jsou spojeny
s atomy A a u Poté je orientace Casti f z molekuly xfr hledana tak, aby byl
maximalizovan piekryv s fragmentem F v molekule XXXFXXX. To se provadi
minimalizaci vyrazu daného metodou nejmensich ¢tveri

oW)=3 (") -U-r' () (3.61)
kde r'(F)a r'(f)oznaduji soufadnice atomil ve fragmentech f a F vzhledem k jejich

geometrickym stfedim 7" a 7". Pokud jsou geometrie f'a F' identické, rotace soufadné¢ho
systému postacuje k provedeni ptenosu silového pro tento fragment v jediném kroku.

4. Unitarni transformace U je dana Eulerovymi thly rotace a pomoci ni je mozno pomoci
linedrni transformace spocitat pienos kartézskych silovych konstant z f na F pro par
atomu A a i

oE oE

—(F)=U_U ;—— 3.62
aro,}ar;;( ) ay ﬁﬁar;arél (f) ( )

Obsahuje-li mald molekula nékolik fragmentt f, silové konstanty ziskané pfenosem z
kazdého z nich mohou byt primérovany nebo vazeny podle vzdalenosti atomi A a & od
fragmentu f apod. Naptiklad pro velkou molekulu XXXFXXXX a malou xfxfxf"x, kde f
= f'=f"=F, je mozno provést tf1 prekryvy a nepiesné¢jsi silové pole mize byt ziskédno

primérem ze vSech tfi pfenosu.
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Nekteré dlouhodosahové interakce nemusi byt pfenosem tenzorti dobie postihnuty. Pii
vhodné zvoleném postupu jsou vsak tyto interakce zanedbatelné a je moZno je zanedbat.

Derivace tenzort polarizovatelnosti a optické aktivity je mozno prenést pomoci matice U
podobné jako u silovych konstant. U G' a A tenzori je vSak tfeba dat pozor na to, Ze jsou
zavislé na pocatku soufadnic, a pouzivat lokalni systém souradnic (distributed origin gauge),
kde jsou derivace vyjadieny v systémech s poc¢atky na pohybujicich se atomech

90,5(1) _ 901,,,(0)

= 3.63
ox? ox? (3.63)
Gy (A) _9G,, (0) ) 0a,,5(0
afﬂ ajﬁ 2k aéﬂ( ) 69
04, 5,(A) _04,,5,(0) 3 %, (0) ;00,,(0)) ), 9ex,5(0)
’ = ’ -~ R} +R +R; —~ 5 3.65
ox’ ox? 2 ﬁ ox? 7 oxt ox’ (3.65)

Metodu ptenosu tenzorll je mozno pouzit také na pfenos tenzorit vyssich derivaci (napf.

pro anharmonické korekce apod.).

3.9 Pouziti molekularni dynamiky pfi studiu realnych systému.

Molekularni dynamika (MD) se ukazuje byt v mnoha piipadech velice uziteénym nastrojem pfi
modelovani realnych systémui. Je mozné ji pouzit na velké systémy cCitajici tisice atomu
s explicitnim zahrnutim molekul rozpoustédla. Piehledné zéklady teorie molekulové dynamiky
je mozno nalézt v mnoha biografiich, za viechny uved’'me alespoii dvé.'?% %!

Molekularné dynamické simulace spocivaji v numerickém feseni klasickych pohybovych
rovnic, které je mozno napsat jako

m; ¥, =F, (3.66)
kde silu F; ptisobici na ¢astici i je mozno vypocitat z potencialni energie systému
oU(r,r,,...,1y)
or,

1

F=— (3.67)

Uvedené rovnice predstavuji pro N castic soustavu 3N rovnic. Potencidlni energii je mozno
rozdélit na interakce mezi nevazanymi atomy a atomy spojenymi chemickymi vazbami. Prvni
¢ast potencialni energie je mozno rozd¢lit na jednocasticové, dvoucasticove, tricasticove a dalsi

vyrazy
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U on-bonded = Zu(ri)+22v(r[,r_/)+--- (3.68)

i i
kde jednocasticovy potencial u(r,) miiZe reprezentovat vliv vnéjSiho pole na systém nebo efekt
pusobeni stén systému apod. Dale je obvyklé zanedbavat tficasticové a vyssi Cleny a parovy
potencial vyjadfit ve tvaru
v(r,,r;)=v(r;) (3.69)

Pro systémy tekutin se velmi osvédcil Lenard-Jonestiv potencial obsahujici v sobé pfitazlivy i

vu(r)=4é{[o-j —("H (3.70)
r r

s dvéma empirickymi parametry: o urcuje Sitku a & hloubku potencialu. Jsou-li v systému

repulzni ¢len

ptitomny naboje (atomtl), je nutno pouzit také odpovidajici Coulombicky potenciél

V()= (3.71)
dre,r

kde ¢; a g» jsou dané naboje a & permitivita vakua.
Potencial atomil spojenych vazbami je mozno rozdélit do n€kolika vyrazi

U ponded = Zki (di —d,, )2 + Zkai (ai — O, )2 +

vazby i tihly i

>[4, cos(z,) + 4y, cos(27,) + A, cos3T) |+ Dk, .57

torzni uhly i oop,i

(3.72)

které popisuji postupné vazbu mezi atomy, vazebné uhly, torzni tthly a nakonec mimorovinné
(oop — out of plane) soufadnice. Uvedena rovnice obsahuje celou fadu empirickych parametrd,
které je mozno ziskat naptiklad na zaklad¢é ab inito vypocti. V minulosti byly publikovany
stovky riiznych soubort téchto parametrii pro rizné skupiny molekul, zpravidla nazyvanych
"silova pole". Mezi nejznaméjsi patii Amber94,"*? Amber99,'** Amber03,"** Charmm27."*
V nami provadénych simulacich byly pouZity programové baliky AMBERS'® a TINKER.""

138 . . r v ’ . . v ;o . ’ ’
Pro simulaci ve vodném prostiedi existuje opét cela tada silovych poli pro vodu,

nejznamg;jsi je asi TIP3P," ktery byl nékolikrat pouZit i v této praci. V ramci feseni disertadni
prace jsem provedl srovnani vlivu riznych silovych poli na tvar plochu potencialni energie pro
molekulu L-alanyl-L-alaninu. Vysledky byly porovnany jak s ab initio vypocty tak i s NMR
daty (chemické posuvy a nepfima spin-spinové interakce).'*’

Jednou z aplikaci na néz byla molekularni dynamika pouzita je prohledédvani
konformacéniho prostoru velkych molekul, u nichz neni mozné kvtli velikosti systému pouzit

ab initio metody. V idealnim ptipadé¢ je mozno tyto vysledky pfimo srovnat s experimentalnimi
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daty, coz je ukdzano v kapitole 5.4, ktera se tyka urCovanim konformace hinge peptidu a jeho
analogd.

Vyslednou geometrii ziskanou pomoci MD simulaci 1ze také pouzit pro pfenos tenzorii
molekularnich vlastnosti z mensich fragmentl ziskanych na ab initio urovni. Ptikladem tohoto
piistupu je nase prace,'*' ktera vznikla v pribshu roéniho pobytu na University of Illinois at
Chicago. Mym pfispévkem bylo provedeni simulaci homo-tetrapeptidu (H-[(S)-Bin]s-OMe) se
slozitym postrannim fetézcem. Nejprve byl pomoci MD simulaci prohledan konformacni
prostor celé molekuly a na vybrané konfigurace byly pfeneseny tenzory spoctené pro kostru
molekuly a postranni fetézce. Srovnanim s experimentalnimi VCD spektry bylo ukazéano, Ze
prevladajici konformaci molekuly rozpusténé v CDCls je 3o-helix.

MD simulace je také mozno vyuzivat na zkoumani dynamickych vlastnosti molekul
rozpoustédla v okoli rozpusSténé latky. Z atomovych konfiguraci zaznamenavanych v danych
casovych intervalech je napt. mozné vhodné¢ vybrat nejblizsi solvatacni vrstvy kolem molekuly
a ty pak pouzit jako pocate¢ni geometrii pro ab initio simulace. Tento pfistup byl vyuzit napt. u
studia aminokyseliny L-prolinu, jak je uvedeno v kapitole 5.2.

Kombinovany MD a ab initio ptistup je mozno jesté rozsifit a vyuZit elektricky potencial
tvofeny molekulami rozpoustédla v okoli studované molekuly. Ten jsme pouzili pro empirické
korekce vibracnich frekvenci a intenzit. Napf. u molekuly N-methylacetamidu se timto
pristupem podafilo dosédhnout realistického tvaru absorp¢nich pasti v oblastech frekvenci

odpovidajicich vibracim amidu I, IT a II1."*
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4. Experimentalni usporadani, metodika méreni a
zpracovani ROA spekter

4.1 Popis ROA spektrometru

Aparatura vybudovand na Fyzikalnim Gstavu UK je zaloZena na modulaci polarizace budiciho
zateni (ICP) v geometrii zpétného rozptylu. Pfi jeji konstrukci byla pouZita strategie skupiny

Laurence D. Barrona.’

fokusacni
objektiv

X
vstupni $térbina ]
spektrografu isni ceo
- 1 7. transmisni
Y ~_. . holograficka
% o kolimacni miizka
objektiv

holograficky zaveérka

clona "notch" filtr

polarizator ..
laser fokusacni

¢ocka 45°-zrcadlo

kolimaéni
cocka

EOM

Obr. 4.1: Optické schéma spektrometru pro méfeni Ramanovy optické aktivity.

Optické schéma spektrometru je znazornéno na obr. 4.1. Zdrojem zéfeni je kontinudlni
argonovy iontovy laser (Coherent Innova 305). Interferencni filtr nebylo tieba instalovat, nebot’
plazmové zatfeni laserové trubice nebylo v méfenych spektrech pozorovatelné. Za vystupem
laseru je umistén Glan-Taylortiv polarizator (GT 10, Leysop) zvySujici stupen linearni
polarizace budicitho zafeni. Svazek linearné¢ polarizovaného zéafeni vstupuje do
elektrooptického modulatoru (EOM) (Leysop EM 565), ktery generuje pravo- a levotoCive
kruhové polarizované zareni. EOM je podélnd Pockelsova cela, jejimz zédkladem je krystal
dideuterofosforecnanu draselného (KD*P). Aby se zabranilo dvojlomnym posuvim v dusledku
teplotnich zmén, je krystal umistén v teplotné stabilizovaném pouzdie, jehoz teplota je

stabilizovdna pomoci kontrolni jednotky (CAL 3200) na 28 °C s ptesnosti + 0,1 °C.
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Modulovany paprsek je fokusovan do vzorku plosko-vypuklou kiemennou cockou
(Melles Griot 01LQPO013, f=150 mm, primér 25 mm). Diky tomu, Ze aparatura vyuZziva
uspotadani zp&tné¢ho rozptylu, bylo nutno mezi fokusujici co¢ku a vzorek umistit vrtané prvky:
45°-zrcadlo, kolimujici coCku a Lyotiv depolarizator. Budici svazek prochéazi otvory o
praméru 2,5 mm vyvrtanymi ve stfedu téchto optickych prvk a vstupuje do kyvety se
vzorkem.

Pro méfeni se nejlépe osvédcCily kiemenné fluorescencni kyvety 5x5 mm (Hellma
111.057, wvné&jsi rozmér 7,5%7,5mm, Quartz SUPRASIL), které jsou umistény
v kombinovaném mechanickém drzaku (Melles Griot, Vyvojové dilny MFF UK) umoziiujicim
posuv ve sméru os x, y a z. Minimalni potiebny objem vzorku je piiblizné¢ 90 um, pro objemy
120 um a vice je méfeni velmi pohodIné. Rozptylené zareni je sbirdno pod thlem 180°
vzhledem ke sméru Sifeni budicitho zafeni a nésledné depolarizovano Lyotovym
depolarizatorem (Leysop), ktery zamezuje vzniku polarizacnich artefaktl pii odrazu na 45°-
zrcadle. Sestavd ze dvou desticek z krystalu kalcitu o tlouStkach 3,5 a 7 mm, které jsou
slepeny optickym cementem a jejichZ optické osy jsou vici sobé otoeny o thel 45,0 = 0,2°.
Velmi dilezité je, aby byla silnéjsi ¢ast Lyotova depolarizatoru oto¢ena smérem ke vzorku, coz
ovéten, jev je velmi vyrazny 1 pro oblast vibraci s nizkym vlnoctem). Depolarizator je umistén
spole¢né s kolimujici dvojvypuklou kfemennou ¢ockou (f =25 mm, priimér 25 mm, zaclonéna
na cca f/1,2, Optickd a sklaiskd dilna MFF UK) v drzaku s mikrometrickymi posuvy x a y, a
navic je vlozen do mikrometrického oto¢ného drzaku (Melles-Griot), ktery umoznuje jeho
samostatnou rotaci kolem osy z. VSechny zminované optické elementy jsou ze vstupni i
vystupni strany pokryty antireflexni vrstvou.

Depolarizovany a kolimovany svazek je rovinnym zrcadlem eliptického tvaru o
rozmérech 30 x 42 mm (Optické sklaiska dilna MFF UK) svirajicim s dopadajicim paprskem
uhel 45° odklonén o 90° od pivodniho sméru (do sméru osy -y). Povrch zrcadla je pokryt
stfibrem s ochrannou vrstvou SiO, (Vyvojové opticka dilna AV CR), které ma vyssi odrazivost
(az 93%) nez vrstva hlinikova a dale pak mensi rozdil v odrazivosti pro s a p polarizaci
dopadajiciho zafeni. Zrcadlo je umisténo na specidlnim drzaku umoznujicim jeho jemné
naklapéni kolem horizontalni a vertikdlni osy (Vyvojové dilny MFF UK) a dale na x, y, z
posuvech (Melles Griot) dovolujicich jeho pfesné polohovani.

K potlaceni Rayleighova rozptylu je do kolimovaného svazku umistén holograficky
SuperNotch-Plus filtr o priméru 2" (Kaiser Optical Systems, Inc., 514,5 nm, opticka hustota

>6.0, spektralni hrana < 150 cm™). Pfed "notch" filtr je vhodné vlozit do osy svazku
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nepropustny kruhovy ter¢ik o priiméru cca 12 mm, ktery odstraiiuje "malo depolarizované"
zafeni, tj. zafeni v blizkosti stiedu svazku, jez proSlo depolarizatorem pod malym uhlem.
Lyotiv depolarizator totiz pracuje nejefektivnéji v silné rozbihavych svazcich. Dojde tak sice
ke ztraté ptiblizné 20-30% signalu, ktera je ale bohaté¢ kompenzovan zvysenim kvality spekter
diky potlaceni artefaktti.

Prosl¢é zéteni je fokusovéno svételnym fotografickym objektivem AF Nikkor 50 mm
/1.4D (Nikon) na vstupni Stérbinu spektrografu. Mezi objektivem a §térbinou je jeSté¢ umisténa
elektronickd zavérka ovladana ptimo z kontrolni jednotky CCD detektoru.

K dosazeni co nejleps§iho poméru signal/Sum je pouzit vysoce svételny stigmaticky
jednomiizkovy (single-stage) spektrograf (Kaiser Optical Systems, model HoloSpec f/1.4)
v osovém (in-axis) uspotadani. Sitka vstupni §térbiny neni nastavitelna, ale $térbinu je mozno
vyméiovat. Pro vétSinu experimentil byla pouZita §térbina o Sitce 50 pm, kterd poskytuje pfi
budicim zafeni 514,5 nm spektralni rozliseni piiblizné 6,5 cm™ (k dispozici je také §térbina
83 um/10 cm™). Vyska §térbiny je vzdy 8 mm. Uvnitt spektrografu je zafeni kolimovéno
fotografickym objektivem Nikkor 85 mm /1.4 (Nikon), difraktovano holografickou transmisni
miizkou (HSG-514.5-LF) a nakonec fokusovano objektivem Nikkor 85 mm f/1.4 na zpétné
osvétlovany (back-illuminated) CCD detektor (LN-CCD-1340/100-EB/1, Roper Scientific)
s kvantovou G¢innosti v pouzivané spektralni oblasti az 80%. CCD ¢ip je umistén do fokalni
roviny vystupniho objektivu, ktera ma Sitku 25 mm. Vstupni matice kapalnym dusikem
chlazené¢ho detektoru obsahuje 1340 x 100 detekcnich elementd (pixeld) na plose 26,8 x
2,0 mm. Velikost jednoho pixelu je tedy 20 x 20 um. Posuvny registr detektoru je umistén
podél delsi osy detektoru. Kontrolni jednotka ST-133 je opatfena 16-ti bitovym A/D
pfevodnikem s vyrobcem garantovanou linearitou >98%. Kapalny dusik vydrzi v dobie
vy&erpané Dewarové nadobé u detektoru az 40 hodin. Cerpani nadoby je tfeba provadét
alespon jednou za rok. Pracovni teplota detektoru byla nastavena na -120 °C.

Klicovym elementem aparatury je vysoce svételny spektrograf s novou transmisni
miizkou zaloZenou na "volume-phase” technologii.'® Mezi kolimaénim a fokusatnim
objektivem prochdzi kolimovany svazek zateni, které je transmisni miizkou o ucinnosti pro
nepolarizované zateni az 80%'** odklonéno o 90°. V kombinaci s dobie korigovanou optikou
pouzitych fotografickych objektivii je mozno dosdhnout rovinného zobrazeni (stigmaticky
spektrograf) az na turovni difrakéni limity. PouZita miizka ma disperzi 2.6 cm™/pixel
(3.0 nm/mm) a na CCD detektoru je tak moZno zaznamenat oblast od cca -200 do 2400 cm™

(pti excitaci 514,5 nm).
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Dalsi provedené tpravy spektrografu

Pred dokonenim disertacni prace byla na ROA spektrometru provedeno jesté n¢kolik tprav,
které bude v budoucnu jesté tfeba dostatecné otestovat. VSechna méfeni uvedend v této praci
byla provedena jesté bez nasledujicich vylepseni.

Za EOM byla umisténa rotujici pilvlnovd desticka (Zero Order Crystalline Quartz
Retardation Plate, Standa, model WPZO.2-1@532) umoZiujici v pribéhu experimentu
vystiedovat zbytkovou elipticitu zafeni vychazejiciho z EOM.* Pillvlnové desticka je usazena
v rotujici motorizovana jednotce (Standa, model 8MR150-30) tfizené z PC. Rychlost otaceni je
mozno volit, optimalni je napt. 10°/s. Je tfeba si jest¢ uvédomit, Ze umisténim tohoto prvku do
optické drahy dojde ke zméné smyslu kruhové polarizace zafeni dopadajiciho na vzorek, to
znamena, ze pii vypoctu rozdilu akumulaci dvou signall je tfeba zaménit mensence a menSitele.

Jednim z omezeni pfi pouziti ROA jsou pomérné velké naroky na mnozstvi vzorku.
Jednou z cest k odstranéni tohoto problému je redukce objemu vzorku. Byl vyroben drzék na
specialni kyvety (Starna, 21/SHORT/4X4/10B/AR, ztenCené stény, antireflexni pokryti MgF,)
o vnitinim rozméru 4x4 mm, které umoziuji zmensit objem vzorku az na 60um, dale byly
pomérné uUspésné testovany také kyvety 3x3 mm (Hellma, 101.015-QS) s pouzitelnym
objemem 30 pum, u nichz uz ale dochazi ke zna¢né ztrat¢ signalu (30%) a za¢ina se projevovat
vyrazny signal skla (tato kyveta nema ztencené stény).

Velké rozsifeni moznosti ROA spektrometru piedstavuje méfeni vzorki za riznych dobie
definovanych teplot. Byla navrZena a vyrobena teplotni cela (mechanickd dilna FU UK),
pfipojena k cirkulaénimu termostatu Neslab RTE111, dovolujici méfeni pfi teplotich vzorku
v rozmezi od cca 5 do 90 °C. Teplotni cela byla navrzena tak, aby do ni bylo mozné umistit
ruzné typy kyvet.

Excitaéni Ar' laser byl nahrazen laserovym systémem Verdi (Coherent), diodami &erpany
Nd:YAG laser s generaci druhé harmonické s vinovou délkou 532 nm a maximalni vystupni
vykonem 2 W, coz sice pfineslo nakladnou vyménu SuperNotch Plus filtru a holografické
miizky spektrografu (za HSG-532-LF, pokryti -20 az 2350 cm’, disperze 2,4 cm™/pixel
(3,0 nm/mm), Kaiser Optical Systems, Inc.), na druhou stranu vSak znamend vyrazné nizsi

naklady na provoz a tidrzbu excitacniho laseru a snizeni hladiny hluku v laboratofi.

Ridici ¢ast ROA spektrometru

Blokové schéma spektrometru je zndzornéno na obr. 4.2. Experiment je fizen pomoci PC

(Pentium 1I/400 MHz, 128MB RAM), kterym je ovladdno spinani napéti pfivadéného na
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elektroopticky modulétor pro generovani pravo- a levotocivé kruhové polarizovaného budiciho
zateni a sbér dat z CCD detekéniho systému.

Napéti privadéné na EOM je 1000x zesilené vystupni napéti stabilizovaného
nizkonapétového zdroje (NNZ). Zesileni je dosazeno diferencidlnim zesilovacem (Leysop,
model 5000) s maximalnim vstupnim napétim £2,5 V.

NNZ je fizen dvéma TTL signaly generovanymi paralelnim PIO12 interfacem fidiciho
pocitade, jednim pro kladné a druhym pro zaporné vstupni napéti. Uroved stabilizovaného
vystupniho napéti je mozné meénit pomoci pfesného potenciometru v rozmezi 0-2,5 V

s citlivosti 2,5 mV.

Kontrolni jednotka
ccb

dici PC |_ CCD detektoru
r ?Ridlm e [ usB spektrograf
i detektor
§: Diferencialni zavérka Tenelna
& Nizkozr:jarz?t’ovy zesilovaé — |épzeﬁ | ReAR ,‘,‘2
l *l- vzorek
: /\ USB__ do
Laser I H H éL wu\m| E B
) . Elektroopticky . Teplotni Mérka
Teplotni stabilizator modulator A2 destiCka cela vykonu

Obr. 4.2: Blokové schéma ROA spektrometru. Cervené jsou oznaceny prvky, které byly do aparatury zabudovany,
ale je tfeba je otestovat. Carkované jsou naznacena elektronicka spojeni, ktera nejsou sice pro chod experimentu
bezpodminecné nutna, ale mohou byt pouzita pro automatizaci.

CCD detektor je ovladan pomoci kontrolni jednotky ST133 (Princeton Instruments).
Zékladem tidiciho softwaru je programovy balik Winspec/32 (verze 2.5.4.4) a knihovny Macro
Record Option, které umoziuji ovladat Winspec z prostiedi programu Visual Basic 6. V tomto
jazyku bylo také vyvinuto prostiedi pro ovladani, komunikaci s jednotlivymi prvky aparatury a
ukladani dat. Podrobny popis a pouziti programového prostiedi je uveden v kapitole 4.2.2.

Ptes USB je a napojen a ovladan krokovy motor zajistujici rotaci ptalvinové desticky
umisténé za EOM (Standa, 8SMC1-USBh - Microstep Driver (USB Interface)).

Stavajici fizeni spektrometru bude mozno v budoucnu jesté doplnit a umoznit tak napf.
automatickou ochranu vzorku ptfed zni¢enim apod. Jde pfedev$im o napojeni mérky vykonu
(FieldMax-TO, Coherent, part number 1058846, hlava OP-2 VIS part number 1061323
s atenuatorem 1:1000 part number 33-1298-000 s velmi rychlou odezvou — cca 100 ms) ptes
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USB a zaznamenavani vykonu prochazejiciho zafeni za vzorkem v prubéhu méieni. To by
umoznilo pifi dlouhodobych méfenich (bez pfitomnosti obsluhy) kontrolu, zda nedochézi ke
zménam (agregaci, rozptylu) ve vzorku. Kontrolni jednotka laseru mize byt také napojena na
fidici PC ptes RS 232 a v ptipad¢ potieby by laser mohl byt vypnut (pfepnutim do rezimu
STANDBY), ¢imz by bylo moZné zabranit zni¢eni drahého nebo nenahraditelného vzorku.

Pies RS 232 je také mozné ovladat z PC teplotni 14zen.

4.2 ROA Experiment

4.2.1 Sestavovani aparatury

Stavba a ladéni aparatury je naroCny proces, pii dodrzeni sprdvného potadi krokl je vSak
mozné ho zvladnout bez vétSich potizi béhem nékolika dni.

Aparatura je umisténa na aluminiové desce 60x90 cm se siti otvorti 25%25 mm (Melles
Griot), kterd umoznuje snadnou a reprodukovatelnou montaz. Drzaky jsou pfipevilovany piimo
k desce, vlle pfed utazenim Sroubli dovoluje dostatecné naklapéni k nastaveni kolmosti
optickych elementi na osu prochazejiciho svazku.

Nastaveni aparatury je mozno rozdélit do nékolika kroku:

I. Definovani optickych os

1. Nastaveni polohy laseru. Provadi se pomoci nastavovacich clonek (jedna na zacéatku, druha

na konci stolu, ptipadné jedna hned za vystupem z laseru), ptipadné podle znacky na zdi.

2. Nastaveni polohy spektrografu. Neni-li to uz provedeno, je tfteba dobie definovat optickou
drahu zatfeni vstupujiciho do spektrografu. Na zékladni desku se umisti pomocné kolejnice a
clony, kolmo na budici svazek se nastavi svazek vychazejici z pomocného He-Ne laseru
(svazek musi byt vodorovny). Podle nastaveného svazku pomocného laseru se najde spravna
poloha spektrografu: ze spektrografu se vyjme miizka, misto ni se vlozi nastavovaci kolik,

podle prochézejiciho svazku se nastavi spravna vyska a orientace spektrografu.

II. Sestaveni optické ¢asti systému a maximalizace Ramanova signalu

3. Nastaveni polohy EOM. Provede se pomoci posuvl podél os x a y tak, aby svazek prochazel

sttedem krystalu uvnitt EOM. Orientace krystalu (rotace kolem os x a y) se nastavuje podle
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reflexi na cloné za vystupem laseru (clona 1, obr. 4.4). Rotace kolem osy z se provede jen

orientacné, presnéji bude nastavena pozdéji.

Spektrograf

6 =] Zavérka
[ ] Objektiv
C— Notch
5 LYot Kyveta

N (0O

| kolimatn
Fokusacni Kolimacni
¢ocka 45° zrcadlo  €ocka

3

1 2
[ N|[eon]

Polarizator

AP—

Obr. 4.3: Opticka cast aparatury a poloha clon (oznaceny Cervené a ocislovany) pouZivanych pro nastavovani
aparatury.

4. Nastaveni kolmosti polarizatoru na vstupni svazek. Polarizator se umisti pfed EOM kolmo
na prochdzejici svazek zafeni. Jeho orientaci je tfeba nastavit tak, aby stied kruhu tvofeném
stopou od zpétné reflexe pifi rotaci polarizatoru na cloné¢ 1 souhlasil se sttedem clony.

Vzdélenost zpétnych reflexi od sttedu clony 1 by neméla piekrocit cca 1-2 mm.

5. Nastaveni orientace polarizatoru. Mérka vykonu se umisti za EOM, rotaci polarizatoru

kolem osy z se nastavi pro maximalni hodnotu vykonu prochazejiciho zareni.

|

y

Obr. 4.4: Poloha zpétnych odrazii z EOM na cloné 1 (plné body) a polarizatoru (prazdné body) v idealnim
ptipadé. Pti rotaci polarizatoru (i EOM) kolem osy z by mély zpétné reflexe rotovat kolem stfedu clony.

6. Nastaveni polohy Lyotova depolarizatoru kolmo na rovinu svazku (fokusacni ¢ocka jesté
neni v drzédku pfipevnéna!). Pokud by nebyl depolarizator nastaven kolmo na prochazejici
svazek, dochazelo by pii jeho rotaci k odklanéni rozptyleného svazku a k pohybu zobrazované

stopy v rovin€ Stérbiny spektrografu. Nésledkem toho by dochazelo k velkym zméndm
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intenzity detekovaného Ramanova zafeni a spravnou polohu depolarizatoru (rotace kolem
osy z) pii ladéni ROA signélu by pak nebylo mozno nalézt.

Na pocatku nastavovani je nutno snizit vykon laseru, Lyotiv depolarizator se posune ve
sméru osy x nebo y tak, aby jim prochézel laserovy svazek (pii méfeni tato situace samoziejme
nenastava). Zpétna reflexe na cloné 3 (viz obr. 4.5) za EOM slouzi jako velmi dobry ukazatel,
zda je depolarizator nastaven kolmo na prochdzejici zafeni. Cilem je minimalizovat primér
kruhu, po kterém se reflexe pohybuji pfi rotaci depolarizatoru a umistit jeho stfed na stied
clony. Toho lze dosdhnout podkladanim tenkych hlinikovych pliski pod néktery ze tif Sroubt
na drzédku depolarizatoru, ptipadné¢ naklopenim nebo podlozenim celé¢ho drzaku depolarizatoru

7w v

a kolimacni Cocky.

Cx

Obr. 4.5: Zpétné reflexe od Lyotova depolarizatoru na cloné 3. Cilem je minimalizovat kruh, ktery opisuji reflexe
pfi otaceni depolarizatoru a nastavit stfed kruhu na stied clony.

Nakonec se x a y poloha Lyotova depolarizatoru nastavi opét tak, aby budici zafeni prochazelo

sttedem vyvrtaného otvoru.

7w v

7. Nastaveni polohy fokusacni ¢ocky (f= 150 mm). Plocha strana Cocky je orientovana smérem
ke vzorku (to zarucuje idealni zobrazeni, ve skutecnosti ale orientace ¢ocky nema na celkovy
vysledek piilis velky vliv). Nastavuje se poloha (xy-posuv v drzdku cocky), vertikalni
(naklopeni celého drzdku kolem svislé osy) a horizontalni (podklddanim aluminiovymi plisky)
naklapéni podle odrazli na cloné 3 a prochazejicim zafeni v misté znacky na zdi. VSechny
reflexe se musi jevit stfedové symetrické. Nakonec je tfeba zkontrolovat polohu clonky 4

ptilepené piimo na drzédku Cocky, tak aby laserovy svazek prochéazel jejim sttedem.

8. Vzorkova c¢ast. Je tieba nastavil kolmost kyvety podle reflexe na clon¢ 3. Spravnou polohu
je mozno nastavit podkladanim pliskti mezi drzak kyvety a redukci. Cely systém se pak umisti

na vertikalni posuv. Tento postup je shodny 1 pro kyvety umisténé v teplotni cele.
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Kyvety 5x5 mm nemaji antireflexni pokryti a tak dochazelo u Ar" laseru k rezonanci se
stabiliza¢ni diodou laseru, coz zptisobovalo velké nestability vystupniho vykonu laseru. Tento
problém bylo moZno vyfesit tim, Ze se kyveta pfed méfenim mirn€ naklopila (opét kontrola dle

reflexe na clon¢ 3). Tento problém by u Nd:YAG laseru nemél nastavat.

9. Nastaveni kolimaéni ¢o¢ky (f = 25 mm). Coc¢ka se vlozi zpét do spoleéného drzaku
s Lyotovym depolarizatorem. Je nutno sniZit vykon laseru na cca 10 mW. Do vzorkového
prostoru se zasune testovaci lepend kyveta s bilou difuzni (papirovou) sténou (ziistava tam i u
krokti 10 a 11 nastavovaci procedury). Nastavuje se x a y poloha celého drzdku kolimacni
¢ocky a depolarizatoru tak, ze sledujeme umisténi stop rozptyleného zaieni na clonach 3 a 4.
Stopy musi byt symetrické, stejné tak jako utvary tvoiené pii zavirani clony 4. Je-li kolmost
Lyotova depolarizatoru dobfe nastavena, stopa zpétné reflexe se pii jeho rotaci nepohybuje. To
je umoznéno také tim, Zze kolimacni cocka je upevnéna oddélen¢ od depolarizatoru a pfi jeho

rotaci se neotaci.

10. Nastaveni 45°-zrcadla. Vyjme se notch filtr, objektiv a zavérka. Vlozi se clony 5 (tésn¢ za
zrcadlo) a 6 (tésn€ pred spektrograf). Pomoci kolimovaného rozptyleného zateni
prochézejiciho clonami se nastavi poloha i naklopeni zrcadla. Pfi nastavovani je tfeba také
kontrolovat, aby laserovy svazek prochdzel stiedem otvoru v zrcadle (vyjme se papirova
kyveta a zvysi se vykon laseru az na pracovni hodnotu, zkontroluje se priichod svazku sttedem
otvoru v zrcadle posuvem ve smérech x a y, sniZi se vykon laseru a vrati zpét papirova kyveta

pro doladéni spravného naklopeni 90°-zrcadla). Nakonec se clony 5 a 6 odstrani.

11. Do pracovni polohy se vrati zadvérka a notch-filtr, jejich poloha se nastavi tak, aby
kolimovany svazek prochazel jejich sttedem. Nakonec se do bajonetového drzaku umisti

fokusacni objektiv Nikkor 50/1.4.

12. Ostieni objektivu uvniti spektrografu, nastaveni CCD do zobrazovaci roviny spektrografu
(naklopeni CCD kolem horizontalni a vertikalni osy). Provadi se pomoci zafeni neonové
vybojky (Oriel, model 6032 Neon). Na notch filtr se ze strany otoCené k objektivu polozi bilé
papirové stinitko, které se rovnomérné osvétli neonovou vybojkou. Spravné horizontalni
naklopeni detektoru (pomoci Sroubu HT na spektrografu) zajisti, aby byla soucasné v ohnisku
leva i prava &ast detektoru. Obraz $térbiny je na detektoru zakiiven a ma tvar paraboly.'*

Pomoci vertikalniho naklopeni (Sroubu VT na spektrografu) se zajisti, aby stfed paraboly
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souhlasil se stfedem detektoru. Spravny sklon detektoru se nastavi v kroku 14. Zaktiveni

obrazu $térbiny je dulezity fakt, ktery je tieba pii méteni zohlednit.

13. Nastaveni polohy objektivu a drzdku vzorku. Oba tyty elementy je nutno nastavovat
soucasn¢, nebot’ jejich poloha je vzajemné zavisla. Do drzédku vzorku se vlozi kyveta o tloustce
5 mm naplnéné dostateCnym mnozstvim toluenu. Nejdiive se nastavi poloha objektivu Nikkor
50mm tak, aby byla stopa stravn¢ zobrazovana na S$térbinu (z-posuv pro posun kolmo na
Stérbinu a x-posuv pro umisténi stiedu stopy na stied Stérbiny). Zavislost signélu na z-posuvu
vzorku a y-posuvu objektivu je vzajemné zavisla a je tieba hledat optimum signalu v zévislosti
na téchto dvou parametrech soucasné. V prib&hu nastaveni je tfeba obcCas zkontrolovat, zda

stopa prochazi sttedem Stérbiny (z-posuv objektivu)

14. Nastaveni spravného sklonu detektoru. Spektrum toluenu se zobrazi v obrazovém (image)
modu a zkontroluje se, zda stopa maximalniho signalu prochazi stfedem detektoru (maximalni
intenzita pasu ve svislém sméru na stejném y-pixelu (podél svislé osy) pro pasy na levé i pravé

stran¢ detektoru). Mirnym opatrnym naklopenim a podloZzenim CCD je tfeba provést korekce.

15. Nastaveni z-polohy fokusaéni ¢ocky 15 cm. ZkuSenost ukazuje, Ze optimalniho signélu je

dosazeno v piipadé, Ze ohnisko lezi n€kolik mm pied sttedem kyvety.

Kroky 12. — 15. je tfeba provadét iterativné (pro jemnéjsi doladéni je opakovat jesté alespon

jednou).

16. Pfed notch filtr se vlozi kruhovy ter¢ik o priméru 12 mm. Nastavi se do stfedu svazku
(jeho spravna poloha by méla odpovidat stiedu notch filtru). Dale je dobré jesté jemnéji
nastavit polohu vzorku a objektivu pro optimalni signal (krok 13). Tento tercik blokuje malo
depolarizované zatfeni ve stfedu svazku (Lyottv depolarizator pracuje nejlépe v silné
divergentnim svazku, paprsky prochézejici blizko stfedu optické drahy jsou depolarizovany

nejméné a pii odrazu na 45°-zrcadlem mohou zplsobovat nejveétsi artefakty).

Kontrola ¢istoty optickych prvku

Ukazuje se, ze na optickych elementech, kterymi prochazi intenzivni svazek laserového zareni,
dochdzi ve zvySené mife k zachytavani mikroskopickych prachovych ¢astic a nasledkem toho
v lepsim ptipadé ke ztrat¢ vykonu zéafeni ve vzorku, v hor§im ptipadé ke ztraté kvality zareni

(polarizacnim artefaktiim). Je tedy vhodné alespon jednou za dva mésice zkontrolovat hodnoty
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ztrat vykonu prochézejiciho zéafeni a pokud se tyto hodnoty vyrazné zhor$i oproti udajum
uvedenym v tabulce 4.1, je nutno prvky standardni procedurou vy¢istit. Naptiklad ztrata na
fokusacni ¢occe se za dva meésice provozu zvysila az o 3%, na elektrooptickém modulatoru

Cinila tato ztrata po n¢kolikaletém pouzivani az 35%!

Tab. 4.1: Hodnoty utlumu prochazejiciho zafeni na jednotlivych elementech.

Opticky prvek ztrata vykonu (% dopadajiciho zareni)
polarizator 12
EOM 16
fokusacéni cocka (f=150 mm) 8

II1. Generace kruhové polarizovaného zareni — nastaveni elektrooptického moduliatoru

Jednim z hlavnich faktor ovlivitujicich uspéSné méteni ROA spekter je generace co nejlepsi
kruhové polarizace budiciho zafeni, ktera je zajisStovana elektrooptickym modulatorem.

Elektroopticky modulator pouzity v ROA aparatuie je zalozen na Pockelsové jevu, ktery
je linearnim elektrooptickym jevem. Elektrické napéti pfiloZené rovnobézné se smérem
prochazejiciho zatfeni indukuje v krystalu modulatoru dvojosou anizotropii (v nepfitomnosti
elektrického pole je krystal jednoosy).

Pro elektromagnetické zafeni prochazejici jednoosymi krystaly ve sméru optické osy
existuje pouze jedna hodnota indexu lomu. Primét indexového elipsoidu popisujiciho
rozlozeni indexu lomu krystalu ma v roviné kolmé k prochazejicimu svazku tvar kruznice, je
tedy stejny pro vSechny orientace polariza¢nich rovin. Pfilozenim napéti na krystal modulatoru
ve sméru rovnobézném s prochéazejicim paprskem se zrota¢niho elipsoidu stane elipsoid
trojosy, coz znamena, ze kolmy primét elipsoidu ma nyni tvar elipsy s poloosami a a b (a # b),
viz obr. 4.6. Velikost poloos a a b je nepiimo imérna indextim lomu 7y a n, urcujicim rychlost
Sifeni paprskl s danou orientaci polarizacni roviny.

Podle teorie Sifeni elektromagnetického zafeni mize anizotropnim krystalem prochéazet
pouze zafeni linearné polarizované ve sméru jedné ze dvou poloos kolmého priifezu elipsoidu
indexu lomu '*. Paprsek prochazejici krystalem modulatoru je proto v daném piipadé slozen
ze dvou ortogonalnich slozek ur¢enych povolenymi sméry v anizotropnim krystalu. Linearné
polarizované ortogondlni slozky prochazejiciho paprsku jsou navzajem zpozdény o fazovy o

fazovy rozdil J:
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27ed
= 7‘”0 _ne

A
kde d je délka krystalu a A je vlnova délka prochazejiciho zateni. Fazovy rozdil J je tedy

)

(4.1)

linearné zavisly na délce krystalu d a na indukovaném rozdilu indext lomu. Pti Pockelsové

jevu je zména indexu lomu anizotropniho prostfedi tmérna velikosti piilozené¢ho napéti a jeji
zavislosti pro nami pouzity krystal ma tvar '*:

n.=n, i%nér@% 4.2)

kde n, je index lomu v povoleném sméru anizotropniho stavu, ny je index lomu v izotropnim

stavu, U je velikost podélné ptilozeného napéti a r4; je elektroopticky koeficient.
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Obr. 4.6: Elipsoid indexu lomu.

Z rozdilu indext lomu dvou slozek prochdzejiciho paprsku plyne vztah pro fazovy rozdil

3
_ znyr,U

A

Féazovy rozdil je tedy pfimo umérny velikosti pfilozeného napéti, veli¢iny rg3, ny a vinova

5 (4.3)

délka A jsou pro dany experiment konstantni. V pfipadé nulového napéti piiloZzeného na krystal

vystupuje z EOM nemodulovany linearné polarizovany svazek, zatimco v piipadé ptilozené¢ho
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nenulového napéti vystupuje z EOM obecné elipticky polarizované zafeni. Hodnota fazového

rozdilu & bude rovna 7/4 pro tzv. ¢tvrtvlnové napéni; vtom pripadé z EOM vystupuje

v zavislosti na polarité ptilozeného napéti pravo- nebo levoto¢ivé kruhove polarizovany svazek
zareni.

Je dilezité¢ si uvédomit, ze prochéazejici paprsek je souctem ortogonalnich sloZzek
polarizovanych ve smérech nj a n.. VySe uvedena uvaha o generaci kruhové polarizace mize
tedy platit jen tehdy, maji-li tyto slozky stejnou velikost. Prakticky to znamena, ze kruhové
polarizované zafeni lze generovat pouze v piipad¢, ze sméry ny a n. budou s polariza¢ni
rovinou vstupujiciho linedrné polarizovaného zatfeni svirat piesné thel 45°.

Pockelsova cela pouZzita vna$i aparatufe obsahuje krystal dideuterofosforecnanu
draselného (KD*P), ktery pro generovani kruhové polarizovaného zafeni vyzaduje ¢tvrtvlnové
napéti ~1,5 kV. Podle firemni charakteristiky by méla propustnost krystalu ve viditelné oblasti
dosahovat pfiblizné 89%.

Elektroopticky modulator je opticky prvek, jehoz funkce je zdvisld na orientaci vici
prochédzejicimu zafeni a je tedy nutné nalézt experimentdlné jeho optimalni orientaci a
prislusna elektricka napéti, ktera jsou na néj prikladana, coz ¢ini celkem sedm stupiili volnosti.
Pfi¢na poloha (x, y posuv) a thel vii¢i dopadajicimu paprsku (naklapéni kolem os x a y) je
mozno nastavit uz pti sestavovani optického systému (krok 3), zbyvé tedy nastavit orientaci
vici polarizacni roviné dopadajiciho paprsku (rotace kolem osy z) a dvé ¢tvrtvinova napéti (pro
oba smysly kruhové polarizace vystupujiciho zatreni). Tyto tfi stupné volnosti jsou na sobé
navzajem zavislé a je tfeba je nastavovat soucasne.

Elektroopticky modulator je nutno nastavit tak, aby se po pfiloZzeni ¢tvrtvinového napéti
linedrni polarizace paprsku vstupujictho do moduldtoru zménila na kruhovou polarizaci.
K popisu kvality kruhové polarizace zafeni 1ze pouzit rezidualni elipticitu 7, ktera je zavedena

na obr. 4.7.

Obr. 4.7: Charakterizace eliptické polarizace prochéazejiciho paprsku.

60



Nastaveni EOM se provadi v uspotfadani uvedeném na obr. 4.8 s vyzitim procedury
navrzeném Diemem.'*® Uprava spodiva vumisténi EOM mezi dva linearni polarizatory,
pfiCemz analyzator (polarizator umistény za EOM) je uchycen v drzaku umoziujicim jeho
otaceni kolem osy svazku. Paprsek vystupujici z EOM dopadé po prichodu polarizatorem na

meérku vykonu.

clona kolimaéni Mérka

¢ocka vykonu
~ %@H
==

fokusacéni
éotka 45°-zrcadlo  Lyotiv
depolarizator

laser polarizator

EOM

analyzator

Obr. 4.8: Usporadani aparatury pro nastaveni EOM.

Sledujeme intenzitu / svazku dopadajictho na mérku vykonu v zavislosti na thlu ¢
vzajemné orientace obou polarizatorii. Pokud je napéti na EOM nulové, vystupujici zafeni je
line4rné polarizované a zavislost ma tvar

I=1,cos” ¢ (4.4)
kde Iy je intenzita zafeni dopadajiciho na analyzator pii ¢ =0. Plati, Ze pokud se hodnota
ptiloZeného napéti bliZzi hodnoté ctvrtvinového napéti a polarizace zateni vystupujiciho z EOM
se blizi kruhové polarizaci, zavislost /(@) je charakterizovana pfiblizenim minim a maxim
k hodnot¢ 7,/2 tak, ze v ptipad¢ idealni kruhové polarizace je I (¢)=1,/2.

V pribéhu nastavovani sledujeme hodnotu rezidualni elipticity uréené vztahem
1 min
n =arc tg[— 4.5)

Cilem je dosahnout hodnoty 77 co nejblizsi k 45°.

17. Nastaveni ¢tvrtvlnovych napéti a spravné orientace krystalu v EOM. Nastaveni je nutno
provadét v nekolika krocich:

a. nastaveni vystupniho napéti nizkonapét'ového zdroje

b. nastaveni spravné orientace krystalu (rotace kolem osy z)

c. jemné doladéni napéti na vysokonapét'ovém zesilovaci
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Diky tomu, Ze pouzity krystal v EOM neni zcela idedlni, ¢tvrtvlnova napéti generujici
pravo- a levoto¢ivé kruhové polarizované zatfeni maji v redlném piipad€ rliznou absolutni
hodnotu. Jejich nezavislé nastaveni (pfi stejné absolutni hodnoté vstupniho napéti) je mozné
pomoci kontrolnich limitd diferencialniho zesilovace (POSITIVE LIMIT, NEGATIVE LIMIT).
Citlivost celého procesu umoziiuje nastavit ctvrtvlnovd napéti piikladand na EOM
s dostate¢nou piesnosti +2,5 V.

Kroky b. a c. (nastaveni POSITIVE LIMIT 1 NEGATIVE LIMIT) je tfeba provadét
v soucinnosti a iterativn¢, zaznamenavat dosazené hodnoty elipticity, Gdaji na zesilovaci i thlu
nato¢eni EOM kolem podélné osy tak, aby bylo mozné systematické zlepSovani parametra
nastaveni aparatury.

V ptipadé velkych zmén v nato¢eni EOM kolem osy z je tieba jesté provést kontrolu
podle bodu 11.

Aparatura je velice stabilni v fadu nékolika tydni, obcas je vSak vhodné zkontrolovat a
piipadné¢ jemné donastavit Ctvrtvlnova napéti. ZkuSenost ukazuje, ze hodnota rezidudlni
elipticity nutna pro méfeni ROA spekter s minimalni arovni artefakti by méla byt lepsi nez 44°

a to pro ob¢ tocivosti. Ukazuje se, Ze bézné€ je mozné dosahnout hodnoty az 44,3°.

IV. Optimalizace ROA signalu — ladéni aparatury

Posledni fazi ladéni aparatury je optimalizace ROA signalu. Tato procedura spociva ve
sledovani zavislosti ROA signdlu na orientaci Lyotova depolarizatoru, jehoZ spravnou orientaci
je nutno nalézt experimentalné. V minulosti byly pro testovani uzivany kapalné chiralni latky
(enantiomery a-pinenu nebo trans-pinanu). V soucasnosti to vSak neni pfili§ vhodné, nebot’
tyto kapaliny poskytuji intenzivni Ramantv rozptyl a expozi¢ni doba jednotlivych akumulaci
musi tedy byt extrémné kratkd (fddove 0,1 s), aby nedoslo k piesyceni detektoru. Doba odectu
signalu z CCD detektoru je vSak relativné dlouha (v obrazovém moédu az 2 s, ve spektralnim
modu ~1s) a méfeni je tak velmi neefektivni. Druhym divodem je, ze optimalni poloha
Lyotova filtru se vétSinou mirné 1is$i pro Cisté organické kapaliny a vodné roztoky, které jsou
vétSinou na aparature studovany. Velmi dobie se osvédCilo pouziti koncentrovanych roztokt
(2 M) obou enantiomerti dialaninu (L-alanyl-L-alaninu a D-alanyl-D-alaninu), u nichz je
mozné dosahnout velmi dobrého poméru signal Sum uz za cca 10-20 minut (akumula¢ni doba
kolem 1.5 s pfi vykonu laseru na vzorku cca 500 mW). Spektrum obsahuje pasy jak silné
polarizované (p—0) tak i depolarizované (p—3/4), pro kter¢é mohou byt v ROA spektrech

(i, e 10
pozorovany silné polariza¢ni artefakty.
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Nejdiive je vhodné proméfit zavislosti ROA signalu na poloze Lyotova depolarizatoru
v rozsahu 0 — 360° s krokem 20°, vybrat nejlepsi polohu, doladit z-polohu objektivu a pak
proméfit zavislost ROA signalu v okoli této polohy s krokem 1° v rozsahu alespoil +15°. Tento
proces je nejvice Casové narocny a zabere vétSinou jeden az dva dny. Dobrym indikatorem
kvality spekter dialaninu je oblast siln& polarizovaného pasu ~880 cm™, dale pak dublet kolem

~1390 cm™, spravny tvar pasu v oblasti vibraci amidu I a oblast nizkych vino&ta (obr. 4.9).

8 Raman
EE
X
_l_ 4 J
+
D:_
8 1 —_— LAIa LAIa
ROA ICP —— D-Ala-D-Ala
x 0 M [\Mm//\ s 1“\./\
o
-2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Wavenumber (cm™)

Obr. 4.9: Ramanovo a ROA spektrum obou enantiomerit alanyl-alaninu. Koncentrace obou vzorkli ¢=2 M,
spektralni rozliseni 6,5 cm™, doba akumulace 6 hod, vykon na vzorku 434 mW. Pozadi spekter nebylo korigovéano.

4.2.2 Programové vybaveni ROA spektrometru

Pro zdznam spekter Ramanovy optické aktivity bylo nutné vyvinout fidici program, ktery
ovlada prepindni napéti na elektrooptickém modulétoru, nacitd spektra odpovidajici obéma
kruhovym polarizacim budiciho zatfeni, ukldda souctové (Ramanovo) a rozdilové (ROA)
spektrum a zahrnuje co nejvétsi rozsah funkci pouzivanych pfi ladéni aparatury i vlastnim
mefeni ROA spekter. Jednim z dilezitych cili bylo také zabezpecit ukladani (a nésledné
vyvolavani) vSech vstupnich parametri a hodnot nastaveni i Gdaji o méfeném vzorku. Tyto
udaje jsou ukladany ve formé textovych souborti a ke kazdému provedenému experimentu je

tak ulozen jednozna¢né identifikovatelny a snadno citelny zaznam.
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Program byl vyvinut v prostiedi Visual Basic 6.0 s pouzitim knihoven WinXOption pro

program WinSpec/32 ovladajici CCD detektor. Program obsahuje grafické rozhrani pro

Windows, pomoci néhoz je mozno zadavat veskeré experimentalni parametry.

K= 345 Y= 1 i=

200 400 500 a0
Pixel
1 I= 5202830336

-400000

K= 345 Y= 1 i= 1 I= -198611

200 400 500 a0
Pixel

Obr. 4.10a: Zaznam CIS a CID L-alanyl-L-alaninu ve spektralnim modu.
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Obr. 4.10b: Zaznam ROA spektra L-alanyl-L-alaninu v obrazovém modu.

Oproti konven¢nimu zaznamu ROA spekter v jednodimenzionalni podobé (intenzita

oproti pofadovému ¢islu pixelu na disperzni ose) umoznuje program také pracovat se spektry

v obrazovém (image) modu, kdy se pracuje s hodnotami intenzit jednotlivych pixelt detektoru,

tedy ve dvojdimenzionalni podobé.

Tento zplsob zaznamu spekter oteviel nové moznosti pro odhalovani a ur€ovani zdroji

artefaktll ve spektrech. Obrazovy mod je také standardné pouzivan pii sestavovani a ladéni

aparatury.

64



Tab. 4.2: Strucny piehled funkci programového vybaveni ROA aparatury

menu funkce popis
Experimental Main Zakladni parametry experimentu — expozi¢ni doba, pocet
Setup akumulaci, pocet frami a kofenové jméno soubort, do kterych
budou spektra ukladana
ROI (Region Specifikuje vyuZzivanou oblast detektoru (mensi oblast
of Interest) znamena rychlejsi odecet). Umoziuje softwarové seskupovani
jednotlivych pixeld do tzv. superpixelti, ¢imz se sice sniZuje
efektivni rozliSeni, ale zlepSuje se pomér signal/Sum

Optional Zadava se vykon laseru, dosazena elipticita budiciho zareni
(tato funkce se vyuziva i pfi ladéni EOM), nastaveni
spektrografu, informace o pouzité kyvet¢ a vzorku.

Hardware Nastaveni optickych elementd aparatury (polohy
mikrometrickych posuvili apod.).

Tools EOM Voltage Piepina polaritu napéti ptikladaného na EOM

Raman Focus Dilezity nastroj umoznujici soucasné zobrazeni méteni ve
spektralnim i obrazovém modu. Pouziva se pfi nastavovani
aparatury a zjiStovani optimalni expozi¢ni doby pted kazdym
meétrenim.

ROA Focus Jednoduchy zaznam ROA spekter bez nutnosti ukladani
experimentalnich parametrti. Pro kratka méfeni ROA spekter a
ladéni aparatury.

Calibration |[Measure Spectrum |M¢feni kalibraéniho spektra neonové vybojky.
Calibrate Polynomial Ze zméteného spektra neonové vybojky spocte polynom pro
Regression pievod pixelové $kaly na vinoctovou.
Input/Interpolation [Provede pievod pixelové Skaly na vino¢tovou zvolenou
/Output metodou interpolace. Vstupem je *.spe spektrum, vystupem je
ASCII XY *.prn soubor.
Processing  |Append S¢ita vybrané framy z jednoho méfeni do jednoho vysledného
souboru.

Binning Prevod z obrazového modu do spektralniho (s¢itaji se pixely
ve vertikalnim sméru, pro zvysSeni poméru signal/Sum je
mozné seskupovat také horizontalni pixely).

Resize Obecnéjsi procedura nez Binning. Vystupem muze byt také
zaznam v obrazovém maodu.

Spectral Math Zakladni operace se soubory v pixelové $kale. Poziva se pro

snadna sc¢itani vysledkl z riznych méfeni, odecteni signalu
rozpoustédla apod. Je nutno dbat na to, aby pouZzivana spektra
byla zaznamenana pfiblizné ve stejnou dobu a méla tedy
stejnou kalibraci (neni-li to splnéno, je nutno spektra nejprve
zkalibrovat a manipulovat s nimi az ve vlnoctové skale).

Fourier Transform

Fourierova filtrace naméfenych spekter. Pouziva se prevazné
pro odstranéni periodickych artefaktti v oblasti nizkych
vinoctl u CID spekter.

Clean Field

Umoziuje vymazat falesny signal v obrazovém moédu. Vhodné
pro odstrafiovani signalii z kosmického zateni a jinych zdroji

mimo vzorek.
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Soucasti vyvinutého programu jsou také zdkladni manipulace se spektry s plnou
podporou obrazového modu, kterd dosud v dostupnych komercnich programech nebyla

pouZivéna.

4.2.3 Méreni ROA spekter

Mefici cyklus zacina pfilozenim kladného napéti na EOM. Ramanovo spektrum je
akumulovéano a ulozeno do polel. Poté je na EOM piilozeno zaporné napéti a akumulovany
signal je uloZen do pole2. Po ukonceni jednoho cyklu jsou tato pole dat sectena a odectena,
&imz dostaneme souet intenzit I + I (CIS, circular intensity sum) a jejich rozdil I* - I (CID,
circular intensity difference), kde I a I* jsou intenzity rozptyleného zafeni odpovidajici
budicimu pravo- a levoto¢ivé kruhové polarizovanému zafeni. Spektra CIS a CID jsou
ukladana do poli poleCIS a poleCID a nasledné je zobrazeno spektrum jak Ramanovo (CIS) tak
1 ROA (CID). Méfeni se opakuje tak dlouho, dokud neni dosazeno pozadovaného poctu cykla.
Data namétfend v kazdém cyklu jsou pfi¢itana do odpovidajicich poli. Ramanovo a ROA
spektrum je na obrazovce po kazdém cyklu aktualizovano. Tento krok je mozno v piipade
dlouhych akumulaci (které probihaji bez ptitomnosti obsluhy) vypnout a vyrazné tak uSetfit ¢as
nutny k zdznamu spekter.

Pro dosazeni dostate¢ného poméru signal/Sum (S/N) je potieba relativné dlouha doba
akumulace. Proto neni vhodné uklddat naméfend data do jednoho souboru, ale rozdélit
celkovou dobu akumulace do nékolika tzv. frami a tyto jednotlivé ukladat do datovych
soubort. Doba akumulace jednoho framu mitize byt 10, 15 nebo 30 minut v zavislosti na kvalité
vzorku (pfitomnost prachovych castic, sklon k precipitaci apod.) a délce jednotlivych
expozicnich dob (pro kratké expozice je dobré volit kratsi interval pro ukladani frami).

Hlavnim limitujicim faktorem je pomérné dlouhé odecitaci doba detektoru (fadove kolem
2s). Pro velice kratké akumulace nutné pro méfeni nefedénych organickych latek (zlomky
vtefiny) tvoii pak "mrtva" (nevyuzitd) doba podstatnou &ast celkové doby akumulace. Cim
delsi akumulaéni doba, tim je pomér mezi vyuzitym a "mrtvym" ¢asem ptiznivéjsi. Pro vétSinu
vzorkll je hlavnim limitujicim faktorem intenzita vibracnich pasti vody a to od deformacni
vibrace v oblasti 1650 cm™ a dale pak intenzivni signal vibraci klastrii vody v oblasti nizkych
vlno&tl. PH méfeni spekter v oblasti nad 300 cm™, je mozné volit expozice az 10s. Pro
zaznamenavani oblasti nizSich vinocta (kterd je doposud velmi mélo prozkoumana, nicméné je

mimotadné zajimavd) jsou nejdelsi mozné akumula¢ni doby cca 5 az 6s. V oblasti pod
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150 cm™ se za&ina projevovat utlumové hrana notch filtru, s jistou davkou opatrnosti je viak

. N . -1 149
mozno méfit az do oblasti kolem 70 cm™.

4.2.4 Kalibrace spekter

Ramanova a ROA spektra jsou standardné uvadéna v relativnich vinoc¢tech. Kalibra¢ni proces
aproximuje vztah mezi pofadovym cislem detekéniho elementu (pixelu) a relativnim vinoctem
polynomem tfettho nebo ¢tvrtého stupné. Jako kalibra¢niho standard pouzivame neonovou
vybojku, ktera v pouzivané spektralni oblasti poskytuje dostatecny pocet dobie rozliSenych
uzkych past.

Vyznamnou c¢asti programu je kalibraéni procedura (pfevod pixelové Skaly na
vlnoctovou). Hlavni ¢asti procedury je knihovna KalibraceCCD.dll vytvofend J. Bokem.
Vstupem pro tuto knihovnu je naméfené jednodimenziondlni spektrum neonu, typ pouZité
miizky a volba fadu polynomu, ktery je pouzivan pro fit (pouziva se bud’ polynom tietiho nebo
¢tvrtého stupné€). Vystupem jsou pak koeficienty polynomu. Kalibra¢ni procedura nésledné
provede 1 linearizaci vlnoctové Skély (po kalibraci nejsou spektralni body vyjadiené ve
vilnoctech ekvidistantni; linearizace znamena jejich ptepocet na ekvidistantni body se zvolenym
krokem, zpravidla 1 cm™) zvolenou metodou interpolace a vypis dat ve formatu ASCIL XY.
Piesnost pouZité kalibragni procedury je lep$i nez 1 cm™.

Zaznam spektra neonové vybojky: Ze strany obracené k fokusacnimu objektivu se na
notch filtr polozi bild rozptylujici papirova maska, kterd se rovnomérné osvétli neonovou
vybojkou. Optimalni doba akumulace a vzdalenost lampy od bilé masky se nastavi v rezimu
vyhod: Je moZno jednoduSe zkontrolovat spravné zaostfeni detektoru, polohu detektoru
vzhledem k idedlni zobrazovaci roviné (tvar obrazl Stérbiny by mél byt zhruba parabolicky) a
spravné naklopeni detektoru (podle sklonu spektralnich car), tak jak je to uvedeno v ¢asti o
sestavovani aparatury.

Je-1i dobfe nastavena expozi¢ni doba (aby nedochéazelo k nasyceni detektoru), zvoli se
pocet akumulaci tak, aby celkova doba akumulace byla cca 1 minuta. Tim je v kalibracnim
spektru zarucen dostatecné dobry pomér signal/Sum. Dale je tieba provést pievod do
spektralniho médu pomoci tzv. binningu. Jelikoz pfi snimani spekter je Stérbina osvétlena
rovnomérné v celé své vysce (na rozdil od méfeni Ramanovych spekter, kdy je podstatna cast

celkového signdlu soustfedéna ve stfedni casti detektoru kolem vertikalniho pixelu 50),
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pouzivame pii binningu pouze stiedni ¢ast obrazu, a to vertikalni pixely 31-70, aby v disledku
mirného zaktiveni obrazu §térbiny na detektoru nedoslo k pfiliSnému rozsifeni neonovych car a
k zavedeni nezanedbatelné systematické chyby kalibrace.

Aparatura je pti stalé laboratorni teploté (pii experimentech by v laboratofi méla byt
zapnutd klimatizace) vysoce stabilni a zkuSenost ukazuje, ze zaznamenavani kalibrac¢nich

spekter jednou za den je vice nez dostacujici.

4.2.5 Priprava vzorku (obecné zasady)

Stru¢né se zmiiime jeSté o pripravé a zachdzeni se vzorky, které je pro méfeni ROA
spekter také velmi dulezité. Prvni a hlavni zdsadou je, Ze se vzorky je tfeba zachéazet tak, aby
nebyly kontaminovany prachem a dal§imi necistotami.

Mikroskopické necistoty pochazejici pfimo z obdrzeného vzorku je mozno s uspéchem
odstranit pfefiltrovanim pfipraveného roztoku ptres mikrofiltry Millipore o velikosti pora
0,22 um (u vzorkii s velkou molekulovou vahou je mozno pouzit 1 filtr 0,44 um). Slozit&jsi je
zabranit tomu, aby byl vzorek kontaminovan prachovymi ¢asticemi z okolniho prostiedi pfi
manipulaci a pfenaSeni do kyvety. Pfedevsim je nutno dbat na to, aby byla kyveta po vy¢isténi
a suSeni skladovana vzdy dnem vzhtru, napt. na tenké aluminiové folii. Prachové Castice je
v nékterych piipadech mozno odstranit pomoci stlac¢eného vzduchu (pozor na spreje obsahujici
misto vzduchu stlacenou kapalinu s nizkym bodem varu, kterd miiZze kyvetu pfi neopatrné
manipulaci znecistit). Také je tfeba kontrolovat plastové centrifugacni mikrozkumavky
obsahujici mikrofiltry (ty mohou pfed naplnénim ve své dolni Casti obsahovat prachové
¢astice). VSechny pouzivané nadobky (a pipetovaci $picky) je také vhodné skladovat oddélené
od ostatniho vybaveni, aby nedoslo jejich kontaminaci.

Po naplnéni je Casto nutné vycistit stény kyvety standardni procedurou (pomoci ethanolu),
je vSak nutno dat pozor na ptilisné ochlazovani vzorku, ke kterému mize odparovanim etanolu
dochazet. Pro métfeni v teplotni cele, u vzorkll interagujicich se vzduchem apod. je jesté
vhodné napipetovat do kyvety na hladinu dostatecné mnozstvi inertniho silikonového oleje.

Pokud se pfed méfenim ukéze, Ze je v roztoku pfitomna prachova castice (podle rozptylu
svétla), je nutno vzorek vyjmout z kyvety, piefiltrovat a znovu naplnit do vycisténé kyvety.
Neprovede-li se to, nc¢kolikahodinové meétfeni je v lepSim ptipadé znehodnoceno (prulet
prachové cCastice ve vzorku vyvold velkou zménu v rozptyleném zéteni), v horSim piipadé

dojde k tepelnému znic¢eni vzorku (nékteré vzorky jsou k tomu velmi nachylné).
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Nekteré vzorky vykazuji velké fluorescenéni pozadi. V praxi se osvédCilo ponechat
vzorek v laserovém svazku po dobu nékolika hodin (pfes noc), ¢imz dojde v mnoha piipadech
k dostatecnému potlaceni fluorescence. Kyvety stakto ,zneCisténym* vzorkem neni
samoziejm¢ nutno vkladat do obvyklého vzorkového prostoru, ale je mozné je umistit do
svazku zafeni tésné pied mérku vykonu (obr. 4.2) a zaroven méfit jiny vzorek (vyhneme se tak

»heuzitecné* ztracenému experimentalnimu casu).

4.3 Zpracovani spekter

Zakladni procedury pii zpracovani spekter jsou uvedeny v tab. 4.2. V této Casti se proto
zamétime pouze na metody zlepSovani poméru signal/Sum, a to pomoci spojovani pixeli (tzv.
binning) a Fourierovy filtrace.

Jiz bylo uvedeno, ze zaznamenavani spekter ROA je komplikované diky tomu, Ze od sebe
odecitdme dva soubory piiblizné stejn¢ velkych ¢isel. Z hlediska charakteristiky Sumu je také
velmi podstatné to, ze v ICP strategii jsou ob& zdrojovd Ramanova spektra zaznamenavana
v ruznych cCasech a jsou tedy (kazdé jinak) ovlivnéna nezddoucimi fluktuacemi (prulety
prachovych ¢astic laserovym svazkem, fluktuace ve vzorku apod.), které se mohou velmi
vyrazné projevit v rozdilovém (CID) spektru. Charakteristika Sumu je v tomto pfipadé velmi
neptiznivd, nebot’ zaujima vSechny prostorové frekvence a jen v omezené mife je mozno ji
eliminovat pomoci Fourierovy filtrace nebo Savitzky-Golayova vyhlazovani. Tato nevyhoda
odpada v SCP strategii, kdy jsou obé zdrojova spektra zaznamenavana soucasné a vyhlazovaci
procedury je pak mozno s uspéchem pouzit.

Nepfiznivy charakter Sumu u ROA spekter v ICP strategii je ukdzdn na obr. 4.11.
Srovname-li napfiklad spektrum 0,5 M roztoku L-Ala-L-Ala s akumula¢ni dobou 8 h se
spektrem 2 M roztoku s akumulaéni dobou 1 hod, vidime, Ze ackoliv je velikost signdlu u
prvniho spektra zhruba 2x vyS§i (coz také proporcionalné odpovidd vySSimu néasobku
akumulaéni doba % koncentrace), je vizualni velikost Sumu u obou spekter zhruba stejna! Zde
také mizeme nalézt divod pomérné vysokych narokit ROA spektroskopie na koncentraci
vzorkd. Tim padem je také vyhodnéjsi omezovat objem vzorku pii zachovani co nejvyssi
dosazitelné koncentrace nez pouzivat vétsi objem vzorku s nizsi koncentraci (to je ovSem velka

nevyhoda u peptidovych vzorki, u niz je zpravidla obtizné dosahnout vysokych koncentraci).

Nastésti se ale ukazuje, Ze aparatura je velmi stabilni a tudiZ je mozné provadét velmi dlouhé
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akumulace signalu. Napf. ptfi métfeni spekter hinge peptidu (viz kapitola 5.4) Cinila celkova

akumulacéni doba az 90 hodin.

0.25M 0.5h

(F-14 x 10°
o
(R-1Hyx10°
o

(R-1y x10°
o

(1% -1 % 10°
ll\) o N
N
=
(R-1hyx10°
n o 3]

2

h

400 800 1200 1600 17 h

Wavenumber (cm™)

(R-1hy x10°
o

400 800 1200 1600

(a) (b) Wavenumber (cm™)

Obr. 4.11: (a) Zavislost ROA signalu na koncentraci roztoku L-Ala-L-Ala, doba akumulace 8 hodin. (b) Zavislost
ROA signalu 2M roztoku L-Ala-L-Ala na dobé akumulace.

Zavislost vzhledu spektra na poctu seskupovanych horizontalnich pixelil je zndzornéna na
obr. 4.12. Ackoliv by se na prvni pohled mohlo zdat, ze se urovent Sumu vyrazné snizuje, pfi
podrobnéj$im pohledu je jasné, ze ¢ast Sumu ve spektrech setrvava a navic se snizuje efektivni
spektralni rozliSeni. V ptivodnich spektrech je také mozno 1épe vizualné rozeznat pasy s nizkou

intenzitou. Z téchto divodi jsme se rozhodli seskupovéani horizontalnich pixeli nepouzivat a
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vyuzivat tak vyhod, které prazsky spektrometr poskytuje (vyssi spektralni rozliSeni nez u

spekter namétenych v jinych laboratofich).

CIS CID
1-x binning 870 points

4 4 1-x'binning

(R +15 x 1078
(R-15 x 10°

2-x binning 435 points 2 4 2-x binning

(IR +14 x 107
(R-15 x 10°

3-x binning 290 points 3-x binning

(IR +1% x 107
(IR-15 x 107°

4-x binning 217 points 4-x binning

(R +1% x 107

(R-15 x 107

400 800 1200 1600 400 800 1200 1600
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)

Obr. 4.12: Zavislost CIS a CID spekter na poctu horizontalnich pixelti seskupenych do superpixelu. Jako zdrojové
spektrum byla pouzita 0,5 hod akumulace 2 M roztoku L-Ala-L-Ala.

4.3.1 Fourierova transformace a jeji vyuziti pfi zpracovani dat

Fourierova transformace piedstavuje velmi efektivni nastroj pro zpracovani experimentalnich

dat. Fyzikalni proces muze byt popsan napt. v casovém oboru pomoci funkce A(f) zavislé na
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Case t nebo ve frekvencnim oboru jako obecné komplexni funkce frekvence H(f) kde
—co < f <o, (misto Casu ¢ je mozno — podobné jako v naSem pfipadé — brat prostorovou
soufadnici x a misto frekvence f prostorovou frekvenci f;). Funkce 4(¢) a H(f) 1ze chapat jako

dvé reprezentace téze funkce, mezi nimiz je mozno prechazet pomoci Fourierovy transformace

HU)zTMﬂémdt (4.62)
MO:T}kaQde‘ (4.6b)

Par funkci # a H mezi nimiZ je mozZno piejit pomoci Fourierovy transformace ozna¢ime

jako h(t) & H(f).Je-li t méteno v sekundach, jednotka fje v cyklech za sekundu (nebo je-li ¢
v metrech, pak je f v cyklech na metr). Mame-li dvé funkce A(z) a g(t) a jejich odpovidajici

Fourierovy obrazy H(f) a G(f), je konvoluce funkci oznacovana jako g * & definovana jako
g#h= [ g@ht-7)dz 4.7)

Dle konvolué¢niho teorému je Fourierovou transformaci konvolu¢niho paru jednoduchy soucin

Fourierovych transformaci jednotlivych funkci

gxh < G(HH(f) (4.8)

Ve vétsSing praktickych situaci je funkce A(f) vzorkovana (zaznamenavana) v ekvidistantnich

bodech

h, = h(nA) n=...,—1,0,1,2,3,... (4.9)
kde A je Casovy/prostorovy interval (krok, v naSem piipad¢ 1 pixel) a jeho reciproky obraz je
oznacovan jako vzorkovaci interval (napf. pocet vzorkl za sekundu, pixelil na metr apod.). Pro
kazdy vzorkovaci interval A existuje specidlni frekvence nazyvand Nyquistova kriticka

frekvence definovana jako
1
= 4.10
Je=7A (4.10)

Ze vzorkovaciho teorému vyplyva, ze je-li spojita funkce vzorkovéna po intervalech A, je

Sitka pasma ve frekvenénim oboru omezena na frekvence v absolutni hodnoté mensi nez £, tj.
je-li H(f) = 0 pro vSechny | f | > f., pak je funkce A(t) kompletn€ popsana diskrétnimi body #,,.
Z teorému také vyplyva, ze je-li vzorkovana funkce, jejiz Sitka pasma neni mensi nez
Nyquistova kriticka frekvence, je spektralni hustota obrazu lezici mimo rozsah —f, < f < f.

nespravné presunuta do tohoto oboru. Tento jev se nazyva aliasing.
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Predpokladejme, Ze funkci vzorkujeme pomoci N naslednych boda
h, =h(t,), t, = kA, k=0,1,2,...,N—-1 (4.11)
a ze N je sudé. V diskrétnim Fourierové obrazu se f'se bude ménit v rozmezi od —f. do /. a bude
také obsahovat také N bodu

n __N N (4.12)

=—, n
Sy NA 2 2

V uvedené rovnici je sice N + 1 bodi (a ne N bodi), nicméné oba krajni body jsou stejné (a

rovny Nyquistové kritické frekvenci). Diskrétni Fourierovu transformaci je pak mozno psat

jako
N-1 _
H,=> he™" (4.13a)
k=0
a zpétnou Fourierovu transformaci jako
1 N-1 )
m:L_ ‘HKQMWN M13m
n=0

Ptfechod k dvojdimenzionalni diskrétni funkci (v nasem piipadé to je obraz na CCD detektoru)
je pak uz ptimocary
N,—1 N,-1

H(n,ny) =Y > h(k,k,)exp(2xik,n, / N,)exp(27ikn, | N,) (4.14a)

k=0 k=0

N,—1N;-1
! > > H(n,n,)exp(-27ik,n, | N,)exp(-2zikn, /N,)  (4.14b)

14Y2 ny=0 n;=0

h(klvkz) =

Provadi-li se Fourierova transformace pfimo, zahrnuje N* nasobeni, je to tedy O(N?)
proces. Pro velikost pole 1340x100 pixelt by tato operace trvala desitky minut (2,4GHz
procesor). Je-li v§ak pouzit algoritmus rychlé Fourierovy transformace (Fast Fourier Transform,
FFT), je mozno ji spogitat jako O(N log,N) proces '*° (transformaci uvedeného pole je tak
mozno provést za méné nez jednu sekundu). Tento algoritmus je také pouzivan v programu
pouzivaném na zpracovani ROA spekter. FFT piinasi jen jedno malé omezeni, tj. pocet bod
v kazdé dimenzi musi byt roven mocnin¢ ¢isla 2. To vSak prakticky neptinasi zadné omezeni,
nebot’ naméfenou matici je mozno vzdy rozSifit na pozadovanou velikost, doplnime-li
chybéjici elementy nulami.

Pro tplnost pfipomenime jesté¢ uved’'me vztah pro konvoluci v diskrétnim ptipadé

M/2

(res), = > siun (4.15)

k=—(M /2)+1
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kde s mtze byt napt. funkce signalu a » funkce odezvy pfistroje. Diskrétni konvolu¢ni teorém
pak zni takto: je-li signdl s; periodicky s periodou N, takze je pln€ popsdn pomoci N hodnot
S0,..-,Sn-1, pak jeho konvoluce s funkci odezvy » o konecné délce N je Fourierovym parem

k prostému soucinu SR
N/2
D> s, &SR, (4.16)
k=—N/2+1
kde § je diskrétni Fourierova transformace s a R diskrétni Fourierova transformace r.
Nyni se kone¢né dostavame kcili — pouziti Fourierovy transformace pro filtraci
experimentalnich dat. Fourierovu transformaci totiz miizeme nasobit zvolenou filtrovaci funkci
®(n,ny) tak, abychom po zpétné Fourierové transformaci dostali funkci s potlac¢enymi

zvolenymi (prostorovymi) frekvencemi.

Jsou-li nameétfend data redlnd, musi filtrovaci funkce spliiovat podminku
@ (—n,,—n,) =D (n,,n,), ktera je nejjednodussim zpisobem splnéna tehdy, pokud je ®(n1,12)

realné a sudé (symetrickéd vzhledem k pocatku).

Fourierovu filtraci je mozno v naSem piipad¢ pouzivat né€kolikerym zplisobem — jako
pasmovou propust (band pass filtr, 1ze ho pouzivat i na odstraiovani Sumu z dat) nebo pro
potlaceni urcitych prostorovych frekvenci (notch filtr). Zaméfme se nejprve na prvni velmi
dilezitou oblast, a to na filtrovani Sumu z naméfenych dat.

Nejjednodussimi filtry na odstranovani Sumu jsou pasmové propusti, u nichz se vyuziva
toho, ze signal se nachazi pouze v urcité ¢asti prostorového spektra a cilem je tedy zbylé casti
potla¢it (jde o velmi zjednoduseny piedpoklad, nebot do oblasti prostorovych frekvenci

signalu zasahuje také Sum, jednoduché filtry jsou zde uvedeny ptedevSim pro srovnani

s dokonalejSimi filtrovacimi metodami).

+N,/2
2a 2
+n} 2b
0 ) 0
N F{u n; 2b
2a 1
N,/2
-N,/2 +N,/2

0

Obr. 4.13: Obecny piipad obdélnikového filtru. Pro potlaceni vysokych frekvenci samoziejmé plati nl0 = ng =0,

konstanta 2a urcuje §itku a 25 vysku propusti.
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Obd¢lnikovy filtr je definovan jako:
®(n1,n;) = 1 uvniti obdélniku 4.17)
®(ny,n,) = 0 vné obdélniku

Obecn¢;jsi filtr mize byt popsan rovnici:
d
<l = ®(n,n,)=1

c

n n
e B Y e

kdyz

(4.18)
jinak @ (n,n,)=0

kde konstanty ¢ a d udavaji tvar filtru. Pokud je ¢ = d = 1, jde o kosodélnik (obr. 4.14), pro

¢ =d =2 je to elipsa a nakonec pokud c,d < 1, jde o ,,hvézdicovity* tvar filtru. Filtr pfechazi na

jiz uvedeny obdélnikovy filtr pro ¢,d — oo.

+N,/2

b -N,/2
+N,12

-N,/2

/ 0
-a\ a

Obr. 4.14: Kosodélnikovy filtr popsany rovnici (4.18)

Pro tplnost jesté¢ uved’'me rovnici pro filtry ménici se spojité¢ v zadaném intervalu:

C
n,

b

i

(I)(nl,nz)zmax[l— ;

,OJ (4.19)

Nyni se pokusime nalézt optimalni filtr'* pro odstrafiovani Sumu. Oznaéme u(f) jako
idealni signal neovlivnény méficim pfistrojem. MéEfici proces samoziejmé neni idealni,
namétenou funkcei oznacime jako c(¢). Naméteny signdl lze rozd¢€lit na Sumovou komponentu
n(t) a signal s(f) ovlivnény pfistrojem, tj. konvoluci idedlniho signalu u(7) s piistrojovou funkci
(1)

c(t)=s(t)+n(t) (4.20)

s(t)=r*uETr(t—T)u(T)dT nebo S(f)=R(HU(S) (4.21)

kde S, R a U jsou Fourierovy transformace s, r a . Neni-li v namétenych datech pfitomen Sum,
sta¢i na provedeni dekonvoluce pfistrojové funkce » vydé€lit naméteny signal C(f) piistrojovou

funkci R(f). Je-1i v namétenych datech pfitomen Sum, snazime se najit optimalni filtr ¢(¢) nebo
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@(f) tak, abychom jeho aplikaci na méfeny signal c¢(z) nebo ¢(f) dekonvoluovany pfistrojovou
funkei 7(2) nebo R(f) dostali signal i(f) nebo U(f), ktery je co nejblizsi ptivodnimu idealnimu
signalu u(?) nebo U(f). Funkci U(f) predpokladejme ve tvaru:

CHO) 422)
R(/)

Minimalni rozdil mezi U a U budeme chapat ve smyslu metody nejmensich &tverci, tj.

U(f)=

T|ﬁ(z)—u(t)|2 dt:T‘U(f)—U(f)‘z df jeminimalizovan  (4.23)

Dosadime-li do vyrazu (4.23) vztahy (4.20) a (4.21), dostaneme

SN S0 o
R R(f)|

= [IRO| SO =N + NG o |ar

(4.24)

nebot’ signdl S a Sum N nejsou korelovany a tedy integral jejich soucinu pies vSechny
frekvence je roven nule. Integral (4.24) je minimdlni pokud je integrand minimalizovan
vzhledem k ®(f) pro kazdé f. Provedeme-li derivaci integrandu vzhledem k @ a polozime-li ji
rovnu nule, dostaneme

SO
SO +VCNI

Diky tomu, ze rovnice (4.25) neobsahuje idedlni signal U(f), je mozno idedlni filtr nalézt

O(f)= (4.25)

nezavisle na dekonvoluci funkce S. Nyni potfebujeme uréit oddélené |S|* a |N%, coZ neni bez
dodatecného ptredpokladu nebo informace mozné. Tuto informaci nastésti obdrzime pomérné
snadno, zobrazime-li hodnotu spektralni hustoty naméfenych dat |C(f)|* oproti frekvenci f. Tato
hodnota je totiz umérna souctu |S)* + |NJ*:
SO +INOHI =leonf (4.26)
Vysledny graf je uveden na obr. 4.15. Témét vzdy v ném lze rozlisit slozku pochazejici
od signdlu S a Sumu N. Naméienymi daty prolozime kiivku odpovidajici Sumu N(f) (tu je nutno
extrapolovat v oblasti signalu), dale proloZime hladkou kiivku celkovym signdlem C(f) a
nakonec hledanou funkci signalu dostaneme jejich odectenim (v praxi je mozno zvolit i
opacnou proceduruy, tj. odhadneme funkce N a S co nejlépe tak, abychom dostali celkovy signal
O). Ptipomenme jesté, ze vysledny filtr musi spliiovat rovnici ®(f) = ®(-f). Jak je vidét i na obr.

4.15b, je hodnota optimalniho filtru blizkd jednicce v oblastech. kde je Sum zanedbatelny a
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blizka nule tam, kde hraje Sum dominantni roli. Pouzité vztahy jsou samoziejmé platné také

v dvojdimenziondlnim diskrétnim piipad¢ (nahradime-li f— n;,n,).

1 4

Log scale

IcP?
|SI? odhadnut

INJ? extrapolovan "

~——— —_— — ——

f f
(a) (b)

Obr. 4.15: (a) Konstrukce optimalniho filtru (b) Optimalni filtr dle rovnice (4.25).
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Obr. 4.16: Ur&eni parametrii pro optimalni fit (4.25), (4.27): In(S2, )=3,2, In(N2 ) =0,9,a =120, 5=40.

Aplikujme nyni tuto metodu filtrovani na redlnd data uvedend na obr.4.11 — 0,5h
akumulace 2 M roztoku L-Ala-L-Ala. Spektrum v obrazovém moddu (obr. 4.17¢) ma rozméry
870x100 pixelt, rozsitime ho proto doplnénim o nuly na 1024x128 pixelt, tak abychom mohli
pouzivat rychlou Fourierovu transformaci. Fourieriv obraz naméfeného spektra v logaritmickeé
Skale je zn4dzornén na obr. 4.17f. Nejprve pouzijeme obdélnikovy filtr (4.17), filtr dle rovnice
(4.18) a nakonec optimalni filtr pro odstranéni Sumu (4.25). U optimalniho filtru aproximujeme

signal S'a Sum N rovnicemi

ln(|S(nl,n2)|2) ~In(S2, )(1— % %J (4.27a)
In ([N () ) = In (N2, ) (4.27b)

vnichz konstanty In(S;, ), In(N., ) a a ziskime fitovanim fezu dvojdimenzionalniho

obrazu pro n, = 0 a zbyvajici konstantu b fitem fezu pro n; = 0 (obr. 4.16).
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Optimalni filtr umoziiuje bohuZzel jen v malé mife eliminovat nepfiznivou charakteristiku
Sumu u ICP strategie méteni ROA. Na obr. 4.17 je uvedeno srovnani spekter 8 hod akumulace
0,5M roztoku a 1 hod akumulace 2 M roztoku L-Ala-L-Ala po aplikaci optimalniho filtru
(namétena data viz obr. 4.11). Pfipomeinime, Ze ob¢ spektra méla vizualné ptiblizné stejnou

hladinu Sumu, zatimco uroven signalu je odliSnad. Parametry pro prvné jmenované spektrum

byly odeéteny jako ln(S2 )=5,0, ln(N2

max const

)=l,8 , a=180, b=50, pro druhé spektrum

In(S2,)=4.2, In(N;

o const ) =1,2, a=150, b =50 (parametry ziskany stejnou metodou jako na
obr. 4.16).
Ze srovnani obou spekter vyplyva, Ze spektrum (a) 0.5 M roztoku ma stale témét stejnou
kvalitu jako 2M spektrum (b).
Fourierovu filtraci mizeme pouzit jesté¢ jinym zplisobem: na odfiltrovani urcitych
prostorovych frekvenci ve Fourierové obrazu (notch filtr). Jak ukaZzeme na nasledujicim
Nejcastéji se pouziva obdélnikovy filtr uvedeny na obr. 4.13, ale s opa¢nou podminkou:
®(ny,n,) = 0 uvniti obdélniku (4.29)
®(n1,n) = 1 vné obdélniku
Postup ilustrujeme na zpracovani spekter roztoku mutantu Arc Repressoru F10H
(koncentrace 37 mg/ml, spektralni rozliseni 6,5 cm™, vykon na vzorku 660 mW a celkova doba
akumulace 37,5 hod). Na obr. 4.19 je znazornéno naméfené spektrum v obrazovém modu a
jeho Fourieriiv obraz, na némz jsou dobie viditelné artefakty majici ptivod ve velkém signalu
vibraci klastrti vody (oblast pod 600 cm™).
ObdélInikovy filtr byl pouzit 2x, pouZité parametry jsou (obr. 4.13): n’ =168, ny =0,
a=10,b=64a n =348, n) =0, a=20,b=64.
Ze srovnani pivodniho a filtrovaného spektra vyplyva velkd vyhoda tohoto postupu —
dochazi ke specifickému odfiltrovani artefakti zptisobenych rozpoustédlem zatimco zbytek

spektra ziistava v podstaté neovlivnén.
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(e) Naméiena data (870x100):

(f) FT (1024x128):

L L

(g) Obdélnikové okno

o

dle (4.17):
n'=n)=0,a=140, b =30

(h) Kosodélnikové okno

o

dle (4.18):
a=140,b=30,c=d=1

(1) Optimalni filtr

G e

400 800 1200

Wavenumber (cm'1)

1600

dle (4.25), (4.27):
In(S,, )=3.2, In(N;

max const

a =120, b =40.

Obr. 4.17: Pouziti filtrace v oblasti prostorovych frekvenci na odstraiiovani Sumu ze spekter.

)=0,9,
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Obr. 4.18: Srovnani ROA spekter roztokd L-Ala-L-Ala zaznamenanych za rozdilnych experimentalnich
podminek po aplikaci optimalniho filtru.

T R Y

(d)

Obr. 4.19: (a) Naméfena data v obrazovém modu, (b) FourierGv obraz naméfenych dat, (c) Fourieriv obraz
vynasobeny dvéma obdéInikovymi filtry, (d) Data po zp&tné Fourierové transformaci. Sipkou je oznagena oblast,
v které se vyskytuji periodické artefakty.
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Obr. 4.20: Pouziti pAsmového filtru na odstranéni artefakt ve spektrech. (a) Ramanovo spektrum mutantu F10H
Arc Repressoru (b) ROA spektrum, (¢c) ROA spektrum po tpravé pomoci Fourierovy filtrace. Spektra odpovidaji
datlim uvedenym v obrazovém modu na obr. 4.19.

Dalsi zpracovéani (odecet signdlu rozpoustédla respektive korekci pozadi v CIS a CID
spektrech) je vyhodné provadét az po kalibraci a prevodu do vinoctové skdly s uzitim

komer¢niho software pro zpracovani spekter (Grams/Al, Thermo Electron Corporation).

4.3.2 Standardizovany postup zpracovani spekter

U tady publikovanych spekter neni zcela jasné, zda jsou to neupravovana experimentalni data
¢1 jakym postupem byla upravena do prezentovaného tvaru. V ptipadé méfeni ve vodném
roztoku v oblasti nad 600 cm” v fadé piipadi neni tieba ani Ramanova ani ROA spektra
upravovat, byt by odecet signalu rozpoustédla v Ramanovych spektrech usnadnil identifikaci
malo intenzivnich pasi.

Data mé&fena na nasem spektrometru viak za&inaji jiz v oblasti kolem 100 cm™ a obsahuji
v sob¢ jak signal rozpoustédla (zpravidla vody) tak i signal pochazejici od Celni stény kyvety,

kterého se ani pfi idedlnim nastaveni nelze pfi praci s malymi objemy vzorkli v geometrii
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zpétného rozptylu zcela zbavit (signal stejného plvodu je snadno rozpoznatelny 1
v Ramanovych spektrech méfenych na komerénim spektrometru ChiralRAMAN a
publikovanych Laurencem Barronem,'? jeho mozné projevy v ROA spektrech viak nejsou
zminovany). Odecet signalu rozpoustédla a nasledna korekce pozadi (Gprava tzv. baseline)
je v ptipadé Ramanovych spekter procedura zcela standardni a neni tfeba ji blize komentovat.
Upravy ROA spekter viak dosud nejsou ani b&Zné natoz standardni a v publikacich se o nich
zpravidla taktné ml¢i. Proto zde ve strucnosti popiSeme postup, ktery jsme vypracovali, ovéfili
a nyni pro zpracovani ROA spekter standardng pouzivame.'*

V idedlnim ptipadé¢ by v ROA spektrech nemél byt pfitomen zadny signal ani od
rozpoustédla ani od kyvety. Ve skute¢nosti viak v oblasti pod 600 cm™ pozorujeme prispévek
faleSné¢ho signalu, ktery vyraznym zplsobem deformuje pozadi (v idealnim ptipad€ nulovou
uroven signalu) v ROA spektrech. Nejprve bylo snahou odstranit tento signal prokladanim
funkce modelujici pribéh pozadi vybranymi body (tedy analogickym zpisobem, jakym se
korekce pozadi provadi u Ramanovych spekter), coz se vSak ukazalo ne zcela konzistentni pro
rozdilné vzorky. Proto jsme se rozhodli zméfit za standardnich experimentalnich podminek
»~ROA spektrum® kyvety naplnéné rozpoustédlem (na obr. 4.21 oznacené jako ,solvent
spectrum®) a toto spektrum jsme potom pii korekci pozadi odecetli podobnym zpisobem,
jakym v Ramanovych spektrech odecitdme signél rozpoustédla. S ohledem na mozné zhorSeni
pomeéru signal/Sum v korigovaném spektru v disledku ne zcela ndhodnému charakteru Sumu
pritomného ve spektrech jsme odecitané spektrum nejprve vyhladili pomoci kubickych splinti
(viz obr. 4.21B, druhé spektrum od shora).

Drtiva vétsina dosud publikovanych ROA spekter byla méfena na vodnych roztocich (na
rozdil od VCD, kde je méfeni v organickych rozpoustédlech vice méné b&zné), proto nase
méteni v TFE pfedstavuje urCity prilom. Jak je ziejmé z obr. 4.22A, v Ramanové spektru jsou
pii pouzité koncentraci dominantni pasy rozpoustédla a pasy od poly(L-prolinu) maji
zkoumané latky a rozpoustédla, bylo méfeni ROA roztoku poly(L-prolinu) v TFE Uspé&$né.
Vyse popsany postup zpracovani ROA spekter se osvédcil i v tomto piipad€. V ROA spektru
kyvety srozpoustédlem vsSak byly navic v mistech nékterych Ramanovych pasi TFE
pozorovany drobné artefakty, jez vSak bylo mozno bez vétSich problémi odecist, nebot’ jejich
velikost je ve srovnani se signdlem studovaného vzorku znatelné€ niz8i. ROA signal od poly(L-
prolinu) jsme nezmé&fili pouze v uzké oblasti kolem nejintenzivngjsiho pasu TFE (~ 830 cm™),
nebot’ doba akumulace byla zvolena tak, Ze v této oblasti byl detektor nasycen signalem. Tyto

metodické vysledky ukazuji, ze méfeni ROA spekter v organickych rozpoustédlech je redlné,
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coz je mimoiadné dobré zprava naptiklad pro oblast studia vlivu interakce s rozpoustédlem na

strukturu peptida.
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Obr. 4.21: Tlustrace standardniho postupu pfi zpracovani spekter méfenych ve vodé. (A) Ramanovo spektrum
poly(L-prolinu) v H,O. V horni ¢asti je proveden odecet signalu rozpoustédla, ve spodni Casti je ukazana korekce
pozadi. Vysledné spektrum je znazornéno Cervené. (B) Odpovidajici ROA spektrum v riznych fazich zpracovani,
zdola nahoru: zméfené nezpracované (raw) spektrum, spektrum po Fourierové filtraci, zméfené spektrum

,rozpoustédla® prekryté vyhlazenou kiivkou (Cervend) a finalni spektrum po korekci vyhlazenym spektrem
»rozpoustédla“. Vsechna uvedena ROA spektra maji spolecnou intenzitni $kalu; vodorovné piimky predstavuji

nulovou Groven signalu pro kazdé spektrum.
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Obr. 4.22: Tlustrace standardniho postupu pii zpracovani spekter métenych v TFE. (A) Ramanovo spektrum
poly(L-prolinu) v TFE. V horni ¢asti je proveden odecet signalu rozpoustédla, ve spodni ¢asti je ukdzana korekce
pozadi. Vysledné spektrum je znazornéno Cervené. (B) Odpovidajici ROA spektrum v rtiznych fazich zpracovani,
zdola nahoru: zméfené nezpracované (raw) spektrum, zméfené spektrum ,,rozpoustédla® prekryté vyhlazenou
ktivkou (Cervend), spektrum po korekci spektrem ,,rozpoustédla™ a vysledné spektrum po provedeni korekce
pozadi. VSechna uvedena ROA spektra maji spolecnou intenzitni §kalu; vodorovné ptimky predstavuji nulovou

uroven signalu pro kazdé spektrum.
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5. Vysledky a diskuze

Vysledky prezentované v této kapitole odpovidaji bodu 3 cili prace (zmétit ROA spektra
vybranych aminokyselin, peptidii a polypeptidii a na zaklad¢é provedenych vypocti je detailné
interpretovat). Veskera experimentalni data byla zméfena na ROA spektrometru popsaném
podrobné v kapitole 4, ktera odpovida a napliiuje bod 1 cili prace. Vypocetni postupy vedouci
k prezentovanym simulovanym spektrim vyuzivaly metody a pfistupy detailné popsané
v kapitole 3, kterd odpovida a napliiuje bod 2 cilt préce.

Pro ilustraci vyuziti vyvinutych vypocetnich postupii byly jako modelové systémy
zvoleny dvé aminokyseliny, L-alanin a L-prolin. Tato volba nebyla ndhodna. Alanin je
z pohledu Ramanovy a ROA spektroskopie nejvice studovanou aminokyselinou, na které se da
dobfe ilustrovat jak originalita tak i pfinos ndmi zvoleného ptistupu k simulaci spekter, ktery
do vypoctu zahrnuje dynamické aspekty struktury molekul v roztoku a ktery lze asi nejlépe
vyjadfit terminem konformacni stfedovani.

Prolin byl pro nas zajimavy ztady diivodd. Ten prvni a nejpfirozenéjsi je, ze ROA
spektrum prolinu nebylo dosud ani publikovdno ani simulovéno. Prolin je jako cyklicka
molekula zajimavy i strukturné a z vypocetniho pohledu piedstavuje zajimavy modelovy
systém.

Bylo vcelku pfirozené navazat na velmi zevrubnou analyzu konformacni flexibility
prolinu v roztoku a interpretaci jeho Ramanovych a ROA spekter studiem jiného zajimavého
systtmu — homopolypeptidu tvofené¢ho pouze prolinovymi zbytky. Poly(L-prolin) rovnéz
pfedstavuje pro ROA mimofadné zajimavy systém. Je to idedlni model levoto¢ivého PPII
helixu, kterému je v poslednich letech vénovana zna¢na pozornost. Prolinovy zbytek
v peptidovém fetézci jako terciarni amid nema N-H skupinu a v Ramanovych a ROA spektrech
tedy chybi pasy odpovidajici amidu III, strukturné velmi citlivému vibraénimu modu. Pomoci
ROA nebyl dosud studovan, a tudiz pro n¢j ani nebyly nalezeny charakteristické strukturni
markery. Navic jsme mohli pln¢ vyuzit vysledky studia jeho zakladni stavebni jednotky.

Vyzkum hinge peptidu predstavuje logické zavrSeni provadénych studii. Je to peptid,
odpovidajici dvouvldknovému fragmentu nachdzejici se v centrdlni c¢asti lidského
imunoglobulinu IgG1, ktery je stabilizovany dvéma S-S mistky, jez samy o sob& predstavuji

strukturni motiv pomoci ROA dosud neprozkoumany. Z pohledu navaznosti na nami
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studované systémy je zajimavy bohatym obsahem prolinovych zbytkl (polovina vSech zbytkii,
4 v kazdém vlakn¢) a dosud ne zcela jednoznaéné stanovenou strukturou v roztoku.

Jak jiz bylo zminéno v vodu, tato kapitola ma strukturu ponékud odliSnou od
predchozich kapitol. Kazda podkapitola je vénovéana feSeni jednoho zvysSe zminénych
problémi a je tvofena strucnym textem shrnujicim pouzité piistupy a dosazené vysledky, za
kterym bezprosttedné nasleduje piislusnd publikace (rukopis, preprint nebo reprint).
V nékterych ptipadech jsou pro lepsi orientaci ¢tenatfe do ivodniho textu vkladany také odkazy
na obrazky v pfislusné publikaci. U pfilozenych publikaci je zachovano vlastni ¢islovani

stranek.

5.1 Vliv konformacni flexibility na tvar pasi v Ramanovych a ROA
spektrech alaninu

L-alanin je nejjednodussi chirdlni aminokyselina a ptedstavuje tedy velmi vhodny modelovy
systém pro hledani a optimalizaci takovych vypocetnich postupii, které vedou k dosazeni
idealni shody s naméfenymi daty. L-alanin se v neutrdlnim prostiedi vyskytuje ve formée
obojetného iontu, coz klade velké naroky ptredevsim na volbu vhodného modelu rozpoustédla.
ROA spektra L-alaninu, jeho riznych izotopicky zaménénych® & protonovanych forem®”
* pyla jiz v minulosti publikovana, nicménd pouze v oblasti nad 600 cm™. Oblast
nizkoenergetickych vibraci, ktera je, jak se ukazuje, pro interpretaci spekter neméné dulezita,
tak ziistala opominuta. Spektra alaninu také byla jiz dfive simulovdna pomoci ab initio metod,
ale dynamika postrannich skupin byla doposud povazovana pouze za vedlejsi produkt tvorby

klastri s molekulami vody.*"*

Obr. 5.1: Obojetny ion L-alaninu s nazna¢enymi moznymi rotacemi postrannich skupin.
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Detailni analyza Ramanovych a ROA spekter obojetného iontu L-alaninu prokazala, ze
tvar spektralnich pasti je do znané miry ovlivnén rotaci skupin NH;", CO, a CHj; (obr. 5.1).
Spektra L-alaninu ve vodném roztoku byla méfena jiz od 100 cm™ a porovnana s komplexnimi
simulacnimi ab initio (B3LYP/COSMO/6-31++G**) vypocty molekularnich energii a
spektralnich parametr. Spektralni pasy ve zméfenych spektrech projevuji riiznou citlivost
k rotacnimu pohybu skupin (viz obr. 5 na strané¢ 20 ptilohy 1); pasy citlivé k rotaci jsou
v Ramanovych spektrech zfetelné SirSi a naopak v ROA spektrech malo intenzivni. JestliZe pfi
vypoctech vezmeme tyto dynamické aspekty v ivahu a provedeme Boltzmannovo stfedovani
ptispévkll od jednotlivych konformérti, dosahneme nejen leps$iho souhlasu simulovanych
spekter s experimentem (viz obr. 6 na stran¢ 21 piilohy 1), ale mizeme odhadnout 1 tvar a
vysku rotacnich bariér (viz obr. 2 na stran€ 17 pfilohy 1). Vliv molekularni flexibility lze také
velmi dobie potvrdit na zakladé porovnani Sitky pastt v Ramanovych spektrech L-alaninu ve
vodném roztoku, v praskovém (polykrystalickém) vzorku a v amorfni struktuie vzniklé
odpafenim vody z kapky roztoku deponované na hydrofobnim substratu (tzv. Drop Coating

o 150-152
Deposition Raman

— DCDR metoda) sestavajicim z vylesténé ocelové destiCky pokryté
tenkou vrstvou teflonu (desticky SpectRIM™ od Tienta Sciences), viz obr. 7 na strané 22

ptilohy 1.

Gly-Pro Pro-Gly

Obr. 5.2: Priklad rigidni (Gly-Pro) a flexibilni (Pro-Gly) molekuly s naznaenymi hlavnimi stupni volnosti.
Rigidita Gly-Pro je dana tim, Ze pokud je prolin na C-konci dipeptidu, rotace kolem vazby C,-N (torzni uhel @)
bude péticlennym kruhem vyrazn€ omezena. Pro-Gly je ve srovnani s Gly-Pro flexibilngjsi, nebot’ prolin se
v tomto pripadé nachazi na N-konci dipeptidu a rotace kolem torzniho uhlu @ je v tomto ptipadé volna.

Tato prace se také snazi poukdzat na fakt, Ze u ROA spekter muze v disledku
molekularni flexibility dojit dokonce k vyruSeni nékterych past, nebot rotace kolem
jednoduché vazby v fad¢€ pfipadl nejen posouva polohu maxima pasu v Ramanové spektru, ale
vede 1 ke zmén¢ znaménka odpovidajiciho pasu v ROA spektru. Pravé to je pfi¢inou zvysené
citlivost ROA k dynamickym aspektim struktury molekul. To Ize velmi ndzorné ilustrovat na
spektrech dipeptidl skladajicich se z prolinu a glycinu nebo prolinu a alaninu. Pro flexibilnich

systémy (napiiklad Pro-Gly) pozorujeme nejen $ir§i pasy v Ramanovych i v ROA spektrech,
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ale v ROA spektrech krom toho zpravidla pozorujeme 1 méné past a celé spektrum se jevi
jakoby ,,zjednodusené®, nebot’ nckteré pasy v disledku konformacéniho stfedovéani prakticky
vymizely. Rozsiteni spektralnich ¢ar a ,,slozitost* ¢i naopak vyrazna ,jednoduchost ROA
spekter tedy miize slouzit jako velmi dobry indikator rigidity respektive flexibility daného

systému (viz obr. 8 na stran¢ 23 ptilohy 1).

87



5.2 Studium dynamiky prolinového kruhu a interakce
s rozpoustédliem

Prolin piedstavuje dilezity stavebni kdmen vétSiny peptidd a proteinti, ktery zdsadnim
zptsobem ovliviuje jejich strukturu a biologickou funkei,'> zvysuje naptiklad sklon k tvorb&
ohybii u B-skladaného listu,"* dale je také znamo, Ze toxicita n&kterych peptidi je zavisla na
jeho konformaci.'*®

Prolin je jedinou aminokyselinou vyskytujici se v biologickych systémech, kterd
obsahuje sekundarni amid. Je to také velmi zajimavy modelovy systém, ktery lze studovat
naroénymi teoretickymi technikami. Molekulu prolinu je mozné popsat pomoci tii hlavnich
stupiit volnosti: rotace skupiny COO™ a dvou pseudorotacnich parametri popisujicich

konformaci prolinového kruhu — amplitudy a faze.'*

B

Obr. 5.3: Dvé konformace L-prolinu s nejnizs§i energii, energie obou konformert je téméf stejna (viz tab. 1 na
strané 10 ptilohy 2)

Ramanova a ROA spektra roztokdi L- a D-prolinu ve form¢ obojetného iontu v H,O 1
D,O byla zméfena v oblasti 100 — 1800 cm™ a byla analyzovana s ohledem na konformagni
vlastnosti péticlenného prolinového kruhu. Byl zkoumén vliv omezené konformacni flexibility
prolinu a interakce s rozpoustédlem na nehomogenni rozsifeni spektralnich past. Interpretace
spekter je zaloZena na ab initio vypoctech zahrnujici implicitni (kontinudlni) i explicitni
modely rozpoustédla. Aby bylo mozné modelovat vliv konformacni stiedovani na spektra, byla
vypoctena dvojdimenzionalni plocha potencidlni energie popisujici zkrabaceni péti¢lenného
kruhu (viz obr. 2 na strané 15 pfilohy 2) a na jejim zaklad¢ bylo mozné vysvétlit pozorované
selektivni rozsifeni spektralnich past. Spektra v roztoku odpovidaji pfiblizné rovnomérnému
zastoupeni dvou energeticky blizkych rovnovaznych konformaci prolinového kruhu A a B (viz
obr. 5 na strané 18 pftilohy 2), zatimco spektra praSkového vzorku (v tomto ptipadé pouze
Ramanova spektra) svymi Gzkymi spektralnimi pasy a jejich polohami potvrzuji ve shodé

s vypoCty dominantni pfitomnost konformace A.
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Tyto vysledky potvrzuji, ze experimentalni data nemohou byt do vSech podrobnosti
vysvétlena a interpretovdana, pokud do vypoctu nezahrneme konformac¢ni rovnovahu,
molekularni flexibilitu a vliv rozpoustédla. Jejich dilezitost je pro riizné pasy rizna; nékteré
nejsou ke zménam geometrie molekuly ¢i prostredi prilis citlivé, nékteré jsou citlivejsi
k molekularnim pohybliim a jiné naopak k interakci s normalnimi vibratnimi mody
rozpoustédla. I nadéle vSak existuji ur¢ité odchylky mezi experimentilnimi a simulovanymi
daty, naptiklad v intenzitach né€kterych past a v ojedinélych piipadech i ve znaménku ROA.
Proto zatim neni mozné odhadnout relativni zastoupeni obou konformert v roztoku s vyssi
presnosti nez je uvadény ptiblizny pomér 1:1.

Pro alanin a prolin byl také zkoumén vliv pouzit¢tho DFT funkcionalu na piesnost
vypoctu harmonickych frekvenci. Intenzita Ramanovych a ROA past nebyla do statistického
zpracovani promitnuta, byla vSak vyuZzivéna pfi detailnim pfifazeni pésiti. Pifi statistickém
zpracovani byl hledan parametr a v linearni zavislosti

C =aFE, (5.1)
kde C; a E; jsou vypoctené respektive experimentalni frekvence vibra¢nich past ve spektralni
oblasti 200~1700 cm™. Parametr a byl hledan metodou nejmensich &tverct, tj.

>(C —aE) =min (5.2)
PoloZime-li derivaci uvedeného Clenu rovnu nule, dostaneme pro hledany koeficient a vztah:
> CE,

a=-% (5.3)

S E

V idedlnim piipadé by mélo platit, ze a = 1. V takovém pifipad¢ hledame stfedni kvadratickou

odchylku vypoétenych hodnot ve vztahu
C=E, (5.4)

ktera ¢ini

(5.5)

(5.5)
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Hodnoty uvedenych statistickych parametrii pro vypocet vibracnich frekvenci jsou
uvedeny v tabulce 5.1 (pro L-alanin) a v tabulce 5.2 (pro L-prolin). Nejlepsi vysledky (ve
smyslu nejnizsi dosazené odchylky) jsou v tabulkdch oznaceny hvézdickou (*), funkciondly
davajici nejlepsi vysledky jsou zvyraznény barevné. Ve vSech ptipadech jde o hybridni

funkcionaly B3P86, B3PWO91 a B3LYP (viz téZ tab. 3.5).

Tab. 5.1: Statistické srovnani piesnosti vypo&tu vibraénich frekvenci L-alaninu v oblasti 200-1700 cm™ pro rizné
DFT funkcionaly (a také pro HF a MP2 vypoéty ). Standardni odchylky jsou uvedeny v ecm™.

funkcional/metoda a A(C—E) | d(C—akE)
HF 1.0879 104 28
BhandHLYP 1.0419 53 23
MP2 1.0181 32 24
MPWI91PWI1 1.0061 17 16*
BILYP 1.0039 24 24
PBE1PBE 1.0038 15% 15%
B3P86 0.9994* 16* 16*
B3PW91 0.9985* 17 17
B98 0.9975 21 20
B3LYP 0.9968 21 21
HCTH 0.9828 27 18
HCTH147 0.9779 32 20
VSXC 0.9766 37 26
LSDA 0.9757 43 33
OLYP 0.9741 36 21
SVWN3 0.9722 45 31
BPWI1 0.9650 45 20
PW91PW91 0.9640 45 18
GI6LYP 0.9634 49 25
PB86 0.9606 49 19
BLYP 0.9603 52 26
PWI1LYP 0.9598 51 23
PBELYP 0.9581 53 24
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Tab. 5.2: Statistické srovnani presnosti vypoétu vibraénich frekvenci L-prolinu v oblasti 200—1700 cm™ pro riizné

DFT funkcionaly (a také pro HF a MP2 vypoéty). Standardni odchylky jsou uvedeny v cm™.

prolin v H,O prolin v D,O
funkcional/metoda a A(C—-E) | 8(C—-akE) funkcional/metoda a A(C—-E) | 8(C—akE)
HF 1.0918 101 19 HF 1.0890 96 22
BHandHLYP 1.0458 51 14%* BHandHLYP 1.0428 48 18
MP2 1.0209 27 16 MP2 1.0178 27 20
MPWI1PWI1 1.0118 19 14%* MPWI1PWI1 1.0087 19 17
B1LYP 1.0075 17 15 PBE1PBE 1.0039 22 22
B3P86 1.0055 15% 14%* BILYP 1.0037 20 19
B3PWI1 1.0048 15% 14%* B3P86 1.0022* 17% 17%*
PBE1PBE 1.0023* 19 19 B3PWI1 1.0010* 17* 17%*
B98 1.0015* 16 16 B98 0.9978* 19 19
B3LYP 1.0011* 15% 15 B3LYP 0.9973* 19 19
HCTH 0.9887 19 15 HCTH 0.9938 19 18
HCTH147 0.9835 24 15 HCTH147 0.9793 29 19
VSXC 0.9802 26 15 OLYP 0.9759 32 20
OLYP 0.9796 28 17 VSXC 0.9752 32 19
LSDA 0.9748 37 25 LSDA 0.9713 38 23
BPWI1 0.9710 35 15 SVWNS5 0.9678 40 22
SVWN35 0.9709 40 24 BPWI1 0.9668 40 19
PWI91PWI1 0.9703 35 14 PWI91PWI1 0.9664 39 18
GI6LYP 0.9682 39 19 GI6LYP 0.9635 45 23
BLYP 0.9646 42 19 BP86 0.9624 43 18
BP86 0.9640 45 22 BLYP 0.9598 48 23
PWI1LYP 0.9637 43 17 PWI1LYP 0.9593 48 22
PBELYP 0.9631 43 17 PBELYP 0.9581 49 22
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5.3 Studium konformace prolinového kruhu v poly(L-prolinu)

Konformace polyprolin II (PPII) oznacuje levoto¢ivou Sroubovici s tfemi aminokyselinovymi
zbytky na zavit (3;-helix), ktera neni stabilizovana intramolekularnimi vodikovymi vazbami a
kterd puvodné byla povazovdna pouze za jednu z moznych konformaci poly(L-prolinu)
v roztoku. Ukazuje se vSak, ze tuto konformaci mohou zaujimat i peptidové sekvence
neobsahujici prolin.”” '*® Konformace PPII je v posledni dobé& v centru pozornosti nebot’ hraje
dileZitou roli v neusporadanych polypeptidech a v tzv. misfoldingu proteind.'”

Ackoli peptidové sekvence neprolinovych zbytkli v konformaci PPII jiz byly pomoci
ROA studovany, spektra samotného poly(L-prolinu) doposud nebyla publikovana. Nase prace
se snazi tuto mezeru vyplnit. Navic se ukazuje, ze ROA spektra pfinaseji také velmi cennou
informaci o konformaci postrannich fetézct, jejichz vliv na charakter ROA spekter proteinti

dosud nebyl (snad s vyjimkou kromé tryptofanu®’) studovan.

ABABBABAAB ] o;zﬁ\

AAB

Obr. 5.4: Schematické znazornéni ptenosu tenzori z prolinového tripeptidu na dekapeptid.

Ramanova a ROA spektra poly(L-prolinu) byla zmétfena v Sirokém spektralnim rozsahu a
analyzovana s ohledem na konformaci postranniho prolinového fetézce. Analyza byla zalozena
na srovnani spekter s ab initio simulacemi poloh a intenzit spektralnich past. Byl prokazan
vyskyt obou konformerti péticlenného kruhu (viz obr. 1 na strané 4 ptilohy 3) s pfiblizné
stejnym zastoupenim.

Simulace byly provadény na 20-meru (L-Pro),. Pfenosem tenzori molekularnich

vlastnosti (kapitola 3.8) z triprolinovych fragmentii zpiisobem naznaCenym na obr. 5.4 byla
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zkonstruovana spektra rizné dlouhych oligomeri v konformaci PPII jako modelt dlouhého
fetézce poly(L-prolinu).

Na ziklad¢ ziskanych vysledkd bylo mozno usoudit, Ze ob¢ hlavni konformace
prolinového kruhu (obr. 5.3) jsou v polypeptidovém fetézci zastoupeny priblizné stejné (viz
obr. 4 na strané 12 ptilohy 3). Zméfena spektra navic potvrzuji, ze polypeptid zaujima PPII
helikalni strukturu ve vodé 1 v TFE (viz obr. 3 na strané 9 ptilohy 3). Struktura v roztoku neni
rigidni, ale je poruSovana fluktuacemi, které ovliviiuji spfazeni vibracnich médi prolinovych
kruht a zplisobuji rozsifeni ROA past. Navic se ukazuje, Ze prispévek postrannich fetézcl a
hlavniho fetézce k intenzit¢ ROA pasta je pfiblizné stejny, proto je porozuméni piivodu obou
téchto zdroji signdlu pro urcovani struktury peptidi pomoci ROA velmi dulezité. Peptidova
vazba v poly(L-prolinu) vytvafi tercidlni amid, takze v Ramanovych a ROA spektrech se
nevyskytuji pasy odpovidajici vibraci amid III, které v ptipad€ jinych polypeptidii a proteinti
slouzi jako velmi citlivy indikator sekundarni struktury (v ptipad¢ PPII struktury je takovym
indikatorem pozitivni ROA pas 1320 cm™).”

Poloha a intenzity past poly(L-prolinu) jsou pro ob& pouzita rozpoustédla s vyjimkou
pasu amidu I ndpadné shodna (viz obr. 3 na stran¢ 9 piilohy 3). P4s amidu I (pfevazné¢ C=0O
valenéni vibrace, 1648 cm” v TFE, 1633 cm” v H,0) je nejvice ovlivnén formovanim
vodikovych vazeb a polaritou rozpoustédla. Tvar (a znaménko pasti) ROA spektra poly(L-
prolinu) v oblasti 900-1010 cm” (+-++-) a 1164-1207 cm™ (++-) se zda byt charakteristicky pro
PPII konformaci a miZze slouzit jako spolehlivy indikator pfitomnosti této konformace

v peptidech bohatych na prolin (viz téz kapitola 5.4).
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5.4. Ramanova opticka aktivita hinge peptidu a jeho analogt

Hinge peptid piedstavuje dvouvldknovy fragment nachazejici se v centralni ¢asti lidského
imunoglobulinu IgG1'®, jeZ na jedné strané spojuje dva pary t&zkych fetdzct (Fab, Fc) a na
druhé strané predstavuje misto, kolem kterého se tyto fetézce mohou otacet ("hinge" = zavés,

pant, obr. 5.6) .

Obr. 5.6: Model molekuly lidského imunoglobulinu IgG1 s vyznagenou &asti odpovidajici hinge peptidu.'®’

Hinge peptid je paralelni dimer oktapeptidu H-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-OH
spojeny dvéma disulfidovymi mustky. Jednda o pomérné pevnou strukturu jednak diky obéma
disulfidovym mistkim a také diky tomu, ze je to sekvence velmi bohata na prolin. Hinge
peptid je zajimavy tim, Ze muze slouzit jako nosi¢ aktivnich sekvenci (sdm o sobé je
imunologicky neutrdlni a obsahuje Sest nezavislych koncovych skupin: -NH a -OH na
threoninovém postrannim fetézci a na C-termindlnim karboxylu). Z hlediska ROA
spektroskopie a jejiho vyuziti pro studium struktury a dynamiky peptidl a proteinii v roztoku

predstavuje hinge peptid velmi zajimavy systém, nebot’ je to pomérné rigidni peptid stfedni
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velikosti, je bohaty na prolin a obsahuje disulfidové mustky, které dosud nebyly pomoci ROA
zkoumany.

Bylo studovana ROA spektra samotného hinge peptidu, jeho jednovlaknového analogu
H-Thr-Met-Pro-Pro-Met-Pro-Ala-Pro-OH, jeho centralni casti (Boc-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-
NHCHs); a modelového tetrapeptidu (H-Gly-Cys-OH), (v obou poslednich piipadech
spojenych disulfidovymi mustky), viz obr. 1 na strané 15 pfilohy 5. U hinge peptidu a jeho
jednovldknového analogu byla také provedena molekularné dynamicka studie.

ROA spektra potvrzuji PPII jako pievazujici konformaci u hinge peptidu, odchylky od
¢ist¢ PPII konformace lze snejvétsi pravdépodobnosti pfipsat geometrickym omezenim
v disledku formovéani paralelniho duplexu, zatimco jeho jednovlaknovy analog se vyskytuje
vyhradné¢ v PPII (ve shod¢ sprovedenymi MD simulacemi). Diagnosticky pozitivni pas

3539 je ptitomny také ve studovanych na prolin bohatych

1320 cm™ piisuzovany PPII struktuie
peptidech a miize byt hodnocen jako velmi spolehlivy PPII marker. Navic se také potvrzuje, Ze
tvar ROA spekter v oblastech 900-1010 cm™ (+-++-) a 1164-1207 cm™ (++-) pochazejici od
poly(L-prolinu) (kapitola 5.3) miize slouzit jako spolehlivy indikéator piitomnosti této
konformace v peptidech bohatych na prolin (viz spektra na obr. 3 na stran¢ 16 ptilohy 5 a
spektrum na obr. 2 na stran¢ 407 ptilohy 4).

ROA pasy odpovidajici valencnim C-S vibracim byly ve spektrech spolehlivé
identifikovany, zatimco pfitomnost vyznacného ROA pasu pochéazejicitho od valen¢éni S-S
vibrace ziistdva naddle nejista (obr. 3 na strané 16 piilohy 5). Objasnéni pficin tohoto faktu
vyzaduje hlubsi prozkoumdani s vyuzitim vhodné piipravenych systémi modelujicich rtizné

konformace C,-C,-S-S"-C;-C;, fetézce, které vsak jiz piesahuje ramec této dizertace.
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Zaver

Ramanova optickd aktivita predstavuje unikatni techniku pro studium struktury biologicky

zajimavych molekul v roztoku, avSak experimentalni ani vypocetni aspekty této metody nejsou

dosud pfipraveny k rutinnimu pouziti. Tato prace se pokousi doplnit posud publikovana data a

rozsitit aplikacni potencial metody z nékolika hledisek. Pfi vypracovani této prace byla

provedena uspéSna prestavba ROA spektrometru, naméfena spektra vybranych latek a tato

spektra byla uspésné simulovana. Pfi simulaci spekter byly pouZity nové teoretické postupy

vedouci nejen k dosaZeni lepsi shody mezi vypoctenymi a naméfenymi daty, ale také k jejich

zptesnéné interpretaci.

Dosazené vysledky 1ze stru¢né shrnout takto:

1.

Byla provedend uspéSnd piestavba ROA spektrometru vcetné vytvoreni obsluzného
softwaru na jeji ovladani a zdkladni zpracovani namétenych dat. Pfebudovani spektrometru
vedlo k téméf tricetinasobnému zkraceni doby potiebné k dosazeni potfebného poméru
signal/Sum v ROA spektrech, navic se podafilo vybudovat aparaturu, ktera je schopna
zaznamenavat spektra v §irokém rozsahu fundamentalnich vlno&td (100-2300 cm™), je
dlouhodobé stabilni a umoziuje tedy provadét i velmi dlouhé akumulace (100 h). Piestoze
od roku 2002 jsou ROA spektrometry dostupné i komercné, vybudovany pfistroj je ve
svém oboru stale ojedin€ly (jediny v oblasti stiedni a vychodni Evropy). Piestoze byl
optimalizovan pro vyzkum biomolekul ve vodném roztoku, poskytuje vybornou
experimentalni zékladnu pro studium Sirokého spektra opticky aktivnich latek a ptipadné i

vyvoj analytickych aplikaci.

Byly vyvinuty nové ptistupy k simulaci spekter. Bylo prokazano, ze konformacni flexibilita
molekul vyraznym zpiisobem ovliviiuje Ramanova a ROA spektra a jeji projevy mohou

poskytnout dobrou predstavu o flexibilité respektive rigidit¢ zkoumaného systému.

Byly provedeny simulace naméfenych ROA spekter pro obojetné ionty alaninu a prolinu,
které ukazaly, Ze konformacni stfedovani hraje pfi interpretaci spekter klicovou roli a tedy
ze samotné zlepSovani vypocetnich metod (DFT funkcionalu, baze apod.) bez zapocteni

vlivu rlznych konformaci pfitomnych v roztoku nemtze vést k dobré shodé

96



s experimentalnimi daty. Na téchto "jednoduchych" systémech byly také testovany

explicitni a implicitni modely rozpoustédla.

4. Vysledky ziskané na L-prolinu byly pouzity pii studiu vlivu konformace péti¢lenného
prolinového kruhu na Ramanovo a ROA spektrum poly(L-prolinu). Ve zmétfenych
spektrech byly identifikovany charakteristické rysy odpovidajici poly(L-prolinu)
v konformaci polyprolin II a ty byly nasledné identifikovany i v peptidech bohatych na
prolin. Bylo prokédzano, Ze k celkovému signalu v  ROA spektrech poly(L-prolinu)
pfispivaji stejnou mérou vibrace od hlavniho fetézce i prolinového kruhu a pomoci
simulovanych fetézcli s riiznym zastoupenim obou hlavnich konformaci prolinového jsme

urcili, Ze obé konformace maji priblizné€ stejné zastoupeni.

5. Préce byla zavrSena studiem hinge peptidu a jeho analogli, coz jsou peptidy s bohatym
obsahem prolinu. Pomoci molekularné-dynamickych simulaci a srovnani s namétenymi a
simulovanymi spektry poly(L-prolinu) bylo dokazano, ze PPII je ptevazujici konformace u
hinge peptidu a vyhradni konformace u jeho jednovlaknového analogu. Hinge peptid je
také idealnim modelovym systémem pro studium disulfidové vazby, ktera doposud nebyla
pomoci ROA zkouména. Otisk valen¢ni vibrace v(S-S) v ROA spektrech se zatim
nepodafilo spolehlivé identifikovat, nebot’ v dané oblasti dochazi k piekryvu s jinymi
vyraznymi pasy. Na druhou stranu se ale podafilo identifikovat v ROA spektrech

charakteristickou odezvu od valen¢nich C-S vibraci.

Vybudovana experimentalni zakladna i metody simulace spekter budou vyuzivany a déle
rozvijeny v navazujicich vyzkumnych projektech, které pfitom nemusi byt orientovany pouze
na vyzkum biomolekul. Rada vysledkt metodického charakteru &i zptisobu zpracovani spekter
by mohla najit uplatnéni i1 v jinych laboratofich. Naptiklad ndmi vypracovany postup korekce
ROA spekter vyvolal ohlas u recenzentii, ktefi oceniovali nejen postup jako takovy, ale
predevsim dosud ne zcela obvyklou korektnost, s jakou ROA data prezentujeme. Dosazené
vysledky byly a nebo vbrzku budou publikovany a mohou zcela jist€¢ najit uplatnéni pfi

interpretaci ROA spekter peptida a proteint.
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