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Abstrakt: Motivaci této préace je lepsi pochopeni chemickych procest v buiice pod-
stupujici ozarovani, kdy vznika velké mnozstvi iontd a sekundarnich elektronti. Na-
sledkem interakeci téchto ¢astic se slozkami bunky dochazi k poskozeni bunéénych
struktur jako jsou DNA, lipidy a proteiny. Cilem prace bylo studium primarnich
procesu poskozeni proteini zafenim pomoci metody elektronové zachytové spek-
troskopie. Tato prace se zaméruje na interakce nizkoenergetickych elektronu, tedy
elektront s energiemi pii kterych nedochézi k ionizaci molekuly, ale k zachytu elek-
tronu (typicky 0 - 10 eV). Pfi téchto energiich je vyznamny zejména proces disoci-
ativniho elektronového zachytu, ktery casto vede k fragmentaci pii subexcitacnich
energiich. Do prace byly vybrany molekuly slouzici jako model pro peptidy. Zvoleny
byly dvé aminokyseliny L-cystein a L-valin a dva amidy navrzené jako jednoduché
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Abstract: The motivation of this work is a better understanding of the chemical pro-
cesses in cells undergoing irradiation where a large number of secondary electrons
and ions is formed. Many cellular components such as: DNA, lipids (forming mem-
branes) and proteins (performing many vital functions in the cell) get damaged due
to the interaction with these products. The aim of this work was to follow the initial
damage of proteins using the method of electron capture spectroscopy. This work
focuses on low-energy electron-induced reactions, i.e. electrons with energies that do
not cause ionisation of molecules but electron capture (typically 0 - 10 €V). These
energies are particularly important for the process of dissociative electron capture,
that often leads to fragmentation at subexcitation energies. Molecules serving as
model compounds for peptides were selected for the work. Four model compounds
were selected: two aminoacids L-cysteine, L-valine and two amides proposed as sim-
ple models for peptide bonds: formamide, and N-methylacetamide. These molecules
were studied in their isolated and cluster forms. The measurement of hydrated clus-
ters enables to examine the effect of the solvent.
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Uvod

Tato diplomova prace se zabyva interakcemi nizkoenergetickych elektront s ami-
dovou vazbou v peptidech. Jsou studovany reakce disociativniho elektronového za-
chytu na molekulach aminokyselin: L-cysteinu a L-valinu a amida: formamidu a
N-methylacetamidu v izolované formé i ve formé klastri.

Cilem teoretické ¢asti prace bylo seznameni se s problematikou nizkoenergetic-
kych elektront v radia¢ni chemii biologickych systémt a vybér vhodnych modelovych
molekul pro studium vlivu vodného prostiedi na poskozeni chromozomii sekundér-
nimi nizkoenergetickymi elektrony. Ukolem experimentalni ¢asti prace bylo seznamit
se s experimentalnimi metodami uzivanymi v Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrov-
ského AV CR ke studiu interakee nizkoenergetickych elektroni s izolovanymi mole-
kulami a jejich klastry. Dale bylo mym tkolem provést vlastni experimentélni studii
fragmentace vybranych izolovanych biomolekul a biomolekul ve vodném prostiedi
po interakci s elektrony o energiich 0 - 70 eV a nasledné interpretovat ziskana data
v kontextu poskozeni peptidi ionizujicim zafenim. Soucasti vlastnich méfeni bylo
také urcit energetické zavislosti pro zachyt elektront na vybranych biomolekuléch
ve vodnich klastrech. Provedené experimenty budou spolecné se ziskanymi vysledky
v této praci popsany a diskutovany.

Motivaci diplomové prace je lépe porozumét chemickym procesim v ozéfené
buiice. Tonizujici zafeni prochazejici hmotou dava vzniknout velkému mnozstvi iontt
a sekundarnich nizkoenergetickych elektronti. Ty hraji vyznamnou roli pfi procesech
radia¢niho poskozeni zivych organismii vzhledem k jejich velkému mnozstvi a vysoké
reaktivité. Interakce téchto vzniklych ¢éastic se slozkami v bunce pak vede k posko-
zeni vSech bunéénych struktur - DNA, lipida tvoficich membrany i proteinu, které
plni fadu pro buiiku zivotné diilezitych funkei. Existuje mnoho davodu pro zkouméni
chovani bunky ve stresovych podminkach, které mohou vést k mutaci, ¢i k bunécné
smrti. Pochopeni déji a reakénich mechanismi, které nastavaji v buiice po jejim
ozéafeni, jsou zakladem pro efektivni ochranu c¢lovéka pred zarenim, ale i vyuziva-
nim ionizujictho zareni v 1ékarskych aplikacich, zejména v radioterapii nadorovych
onemocnéni. Tato prace zkouma reakce aminokyselin cysteinu a valinu a amidu for-
mamidu a N-methylacetamidu s elektrony nizkych energii.

Pro méfeni disociativniho elektronového zachytu na molekulach L-cysteinu,
L-valinu, formamidu a N-methylacetamidu byla zvolena metoda elektronové zachy-
tové spektroskopie, EAS (Electron Attachment Spectroscopy).



Uvod do problematiky

V reSersni ¢asti této prace budou nejprve popsany zéklady interakce ionizujictho
zareni s hmotou a nésledné vlivy na jeji fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti.
Dale se zamérim na radiolyzu proteint, peptidii a bilkovin, protoze tato kapitola
a v ni obsazené souvislosti podtrhuji tcel diplomové préace zaméfené na studium
interakce sekundarnich elektronii s vybranymi modelovymi slou¢eninami pro ami-
dovou vazbu v peptidech. Také zde popisi vznik a vlastnosti sekundarnich elektront
a osvétlim princip klicové reakce této prace - disociativniho elektronového zachytu.
Poté objasnim motivaci pro studii disociativniho elektronového zachytu na vybra-
nych biomolekulach a v zavéru predstavim vybrané biomolekuly (L-cystein, L-valin,
formamid a N-methylacetamid) na zakladé jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Kapitoly 1.1 1.2 a ¢astecné i 1.3 byly zpracovany jiz diive v ramci vyzkumného
tikolu [1], na ktery tato diplomovéa prace tzce navazuje.

1.1 Interakce ionizujiciho zafeni s hmotou

Reakce ionizujiciho zafeni s hmotou dava vzniknout primérnim produktim, jez
jsou kvalitativné stejné bez ohledu na druh ionizujictho zareni. Primarnimi pro-
dukty jsou excitované a ionizované c¢astice, elektrony, molekuly nebo i horké atomy
[2]. U krystalickych latek se podél drahy svazku objevuji strukturalni poruchy jako
vakance a dislokace. [1]

Radia¢ni procesy je mozné z ¢asového hlediska délit do ¢ty po sobé jdoucich in-
tervali. Rozlisujeme tak a) fyzikalni stadium b) fyzikalné-chemické stadium c) che-
mické stadium a d) stadium biologické. Fyzikalni stadium se vyznacuje uvolnénim
elektronti a vznikem excitovanych a ionizovanych staviti. Toto stadium trva od 10717 s
do 10716 s a nabité ¢astice vytvari takzvanou stopu zaieni. Fyzikilné-chemické sta-
dium probiha od 107*° s do 107!* s a dochéazi k pfeménam elektronické excitace
na vibracni, ale i transla¢ni nebo rota¢ni pohyby molekul. Takové jevy mohou vést
k disociaci chemickych vazeb. Vznikaji radikaly a ion-radikaly. Elektrony jsou ter-
malizovany a solvatovany. Casovy interval od 10712 s do 1076 s pokryva chemické
stadium. [3] Projevuje se difuzi slozek stopy, ktera tak zanikd a nastoluje se nova
chemicka rovnovaha. Poté néasleduje biologické stadium, jehoz doba trvani miize byt
velmi specifickd. Biologické zmény jsou vyvolany chemickymi zménami, tedy zmeé-
nami chemické rovnovahy. Procesy probihajici v téchto stadiich jsou shrnuty v dalsi
podkapitole. [4] [1]



Fyzikalni, chemické a biologické zmény

Vliv ionizujicitho zareni na fyzikalni vlastnosti hmoty lze pozorovat kupiikladu
ve zméné elektrické vodivosti, tepelné vodivosti, optickych vlastnosti, povrchu nebo
krystalické m¥izky. U pevnych latek ovliviiuje kiehkost, tvrdost, pevnost, apod. [4]
Ovlivnéni fyzikalnich vlastnosti ionizujicim zafenim se vénovali napiiklad profesor
Eugene Surdutovich a profesor Andrey Solovyov. [2| Chemické zmény jsou zptso-
beny procesy radiacné-chemické povahy. Takové reakce probihaji mezi priméarnimi
produkty, jakymi jsou: elektrony, excitované molekuly, radikaly a ion-radikaly. Kazdy
z téchto produktii podléha mnozstvi riznych reakei, které probihaji s velkou rych-
losti a jejichz kinetika zavisi na nejpomalejsim dé&ji celého procesu - difizi. Ozafované
latka casto obsahuje vodu a radiolyzou vody, tak vznika H- a OH', molekularni vo-
dik, peroxid vodiku a solvatované elektrony. [4] Zmény biologickych vlastnosti pak
nastavaji ze stejnych pri¢in jako zmény fyzikalnich ¢i chemickych vlastnosti. Dochazi
k excitacim a ionizacim atomu a molekul, vznikaji radikily a sekundarni elektrony,
dochazi k prestavbé molekul uvniti bunky. Klicovou roli pak z biologického pohledu
hraji radikaly H, OH a HO,'. Cim slozitéjsi molekuly ozarime, tim nabyva radiacni
excitace molekul na vyznamu. Také vznikaji sekundarni elektrony, dochazi k elek-
tronovému zachytu a zanedbat nelze ani prichod neutronti latkou o dosahu v radu
cm, kterym vznikaji silné ionizujici protony. Pokud se z radionuklidi, které vznikly
zachytem, stanou vnitini zarice, nasledky mohou byt zavazné. [4] [1]
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Obrazek 1.1: Schématické znazornéni dilezitych procest a jejich ¢asové posloupnosti
pfi Géincich ionizujiciho zafeni na Zivou tkan. [5]

v s

K jednomu z nejtézsich poskozeni dochézi po interakci ionizujiciho zareni se sulf-
hydrylovou skupinou SH, pfitomnou v organické latce. P¥itomnost takové skupiny
je ale zaroven nutnou podminkou k uskutecénéni mitézy, bunéénému ristu a k re-
gulaci latkové vymeény uvnitt bunky. Dalsim dulezitym jevem, ke kterému dochéazi
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v, e

zatfeni s buiikou je primé poskozeni molekul deoxyribonukleové kyseliny, nachazejici
se v chromozomech ulozenych v bunééném jadru. Zmény na chromozomech maji
za nasledek genetické poruchy (mutace) nebo pifmé ohrozeni Zivota jednotlivych
bunék. Meiozou (bunéénym délenim) pak mohou prechéazet na dalsi generace. [4]
Problematikou radia¢ni biofyziky a biologie se ve svych publikacich zabyvali E. L.
Alpen [6], ¢ T. Alper [7]. [1]

1.2 Radiolyza proteini, peptidii a aminokyselin

Aminokyseliny, peptidy a bilkoviny patii mezi zédkladni kameny vSech Zzivych bu-
nék. Studie radiolyzy proteini, peptidi i aminokyselin, znalost jejich reakénich pro-
dukti a mechanismi jsou nezbytné pro pochopeni zékladi radiacniho poskozeni bi-
ologickych a biochemickych v systémech. Vlivem ozareni dochazi k poskozeni vSech
struktur v buiice (DNA, chromozomy, atd.) s rizné zavaznymi nasledky pro bunku.
[1]

Chromozomy jsou bunééné struktury schopné rovnomérné rozdélit genetickou in-
formaci do dcefinnych bunék, jedné se o komplexy slozené z nukleové kyseliny = DNA
a proteint - zde histonti. Hlavni jednotkou chromozomu je nukleozom slozeny ze 2 ko-
pif molekul 8 proteint tzv. histont, kolem kterych je stoc¢ena sekvence 146 bp DNA.
Nukleozomy jsou stocené do chromatinovych vldken a ty pak dale do struktury
chromozomu. Existuje mnoho studii zabyvajicich se radia¢nim poskozenim DNA.
S postupem casu a novymi objevy je vénovan stale vétsi prostor i pro vyzkum ra-
diolyzy bilkovin, které se diky svym jedineénym funkcim v buiice a bezprostiedni
vzdalenosti s DNA jevi jako neméné zavazné. Studiu radiolyzy proteint a peptida
byla napiiklad vénovana prace O. H. Wheelera [8]. Na téma radia¢ni chemie ami-
nokyselin a peptidi ve vodnych roztocich publikoval své vysledky jiz v roce 1978
také M. G. Simic [9]. A efektem ionizujiciho zafeni na biomolekuly, reakénimi me-
chanismy poskozeni peptidi a jejich moznym vyuzitim pro zlepsSeni radiacni terapie
se zabyvala skupina J. A. Reisze [10]. Problematiku shrnul rovnéz t¥eba W. M.
Garrison [11| anebo E. R. Stadtman [12]. [1]

Bilkoviny, peptidy a aminokyseliny se v buiice dostavaji do interakce s okyslice-
nym vodnym prostiedim. Proto, dojde-li k ozareni bunky a nasledné radiolyze vody,
ktera zcela jisté nastane, dojde velmi pravdépodobné i k radiolyze téchto zédkladnich
slozek. Vliv ionizujiciho zafeni na buiiku je dan naslednymi reakcemi ¢astic vznika-
jicich pri radiolyze vody. Dulezitymi produkty vznikajicimi pii radiolyze vody jsou
predevsim solvatované elektrony a hydroxylové radikaly. Tyto mohou déle vstupo-
vat do reakci s hmotou v bufice a zptisobovat rizné zmény vratného ¢ nevratného
charakteru, které mohou dale vést az k mutaci, ¢i bunééné smrti (nekroza nebo
apoptoza). V pripadé popisu radiolyzy postrannich fetézct peptidii a bilkovin jsem
se zaméFila na postranni retézce alifatické a ty obsahujici siru - vzhledem ke studo-
vanym aminokyselindm cysteinu a valinu. [1]
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Obrazek 1.2: Struktura chromozomu. [13]

Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny jsou vysokomolekularni pfirodni latky o relativnich mo-

lekulovych hmotnostech 10 - 10 a jejich zaklad tvoii aminokyseliny. Podle poétu
aminokyselin délime takové biopolymerni fetézce na oligopeptidy (2 az 10 aminoky-
selin), polypeptidy (11 az 100 aminokyselin) a vlastni proteiny (100 a vice). Proteiny
dale délime dle struktury a vlastnosti na fibrilarni a globulérni. Fibrilarni proteiny
(skleroproteiny) jsou nerozpustné ve vodé a maji protahly, vliaknity tvar. Naproti
tomu globularni proteiny (sferoproteiny) se ve vodé rozpousti a jejich tvar je kulo-
vity ¢i elipsoidni. Proteiny maji obecné primarni, sekundérni a terciarni strukturu,
u nékterych pak existuje i struktura kvartérni. Priméarni struktura je dana poradim
aminokyselin v fetézci, sekundarni struktura vypovida o geometrii fetézce v ramci
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mensiho tseku aminokyselin a zde rozlisujeme a-helix, §-skladany list a neusporada-
nou geometrii. Terciadlni struktura charakterizuje prostorové usporadani ve smyslu
globularni struktury (tvar klubka) nebo fibrilarni (tvar vlakna) a jejimi podjed-
notkami jsou prvky sekundarni struktury. Kvartérni struktura zahrnuje usporadani
na bézi nekovalentnich interakci (pfedevsim vodikové vazby, hydrofobni efekt) po-
v téle nékolik funkei. Plni funkei transportni a skladovaci (hemoglobin, transferin),
déle funkei stavebni (kolagen, elastin, keratin), zajistuji pohyb (aktin, myozin) a
katalyzuji, reguluji a ¥idi biochemické procesy (enzymy, receptory, hormony, apod.).
A konecné také zastavaji funkci obrannou a ochrannou (imunoglobulin, fibrin, fibri-
nogen). K proteosyntéze dochézi v buiice na ribozémech a konkrétné se jedna o pre-
nos genetického kédu z mRNA do daného potfadi aminokyselin v polypeptidickém
rétézei. Kazda aminokyselina je definovana trojici bazi - tzv. tripletem/kodonem
na mRNA. [14] [1]

Peptidy

Peptidy jsou organické slouc¢eniny tvorené aminokyselinami vazanymi kovalentni
peptidovovou vazbou -CO-NH-. Stejné tak jako bilkoviny, i peptidy se tvoii ve formé
neaktivnich prekurzori a svoji biologickou aktivitu ziskavaji az po potfebné chemické
zméné. [14] [1]

Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou slouc¢eniny obsahujici aminovou -NH, a karboxylovou -C=0
skupinu. V nejuzsim slova smyslu z pohledu biochemického a molekularné-biologického
mame na mysli 20 - 23 a-L-aminokyselin, které tvori zakladni stavebni kameny vSech
bilkovin. Protein se syntetizuje na ribozémech pripojovanim aminokyselin. Vlast-
nosti aminokyselin jsou riznorodé. Chiralni a tedy opticky aktivni jsou vSechny
kromé glycinu, jez ma na svém a-uhliku navdzané dva vodiky a tedy ma rovinu
symetrie. Chirdlni molekula obsahuje asymetricky uhlik. Nicméné nejde o nutnou
podminku. Zasadni je, aby izomery (antipody ¢i enantiomery; pravotoc¢ivé nebo levo-
tocivé) byly sobé navzajem zrcadlovym obrazem a pfitom je nebylo mozné vzajemné
prekryt zadnym pootocenim v prostoru. Jinymi slovy chiralni slou¢eniny nedispo-
nuji stiedem ani rovinou symetrie, ani rotac¢ni symetrii a jsou schopné stacet rovinu
polarizovaného svétla. Pro tuto praci neni podstatna opticka stacivost, ale spiSe
prostorové usporadani molekuly, které silné ovliviiuje zptisob prubéhu a typ reakei.
V této praci byly studovany pouze a-L-aminokyseliny. Pro kazdou aminokyselinu ob-
sahujici karboxylovou a aminovou skupinu schopné disociace existuje izoelektricky
bod, v némz se aminokyselina nachazi jako amfion-obojetny iont a celkovy elektricky
naboj aminokyseliny je nulovy. [14] [1]

Radiolyza aminokyselin

Jednim z hlavnim produktii, které vznikaji radiolyzou polarnich a-aminokyselin
v pevném skupenstvi je amoniak. Ten vznikd jako disledek redukéni deaminace
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aminokyseliny, na které se podili disociativni zachyt elektronu. Napiiklad pfi ra-
diolyze indukované v zafenim na molekuly glycinu a alaninu v pevné fazi dochézi
ke vzniku ketokyselin a mastnych kyselin jako hlavnich produkti radiolyzy. Podob-
nost radiac¢ni chemie takovychto jednodussich aminokyselin v pevném skupenstvi a
v roztoku je znac¢na. Hlavnim zpiisobem, jakym dochézi k "odstranéni" elektronu
u vétsiny a-aminokyselin v pevném skupenstvi béhem radiolyzy, je jeho zpétné po-
hlceni aminokyselinou za vzniku radikélu. Methionin a cystein, aminokyseliny obsa-
hujici thiolovou S-H skupinu, podléhaji v reakci s hydratovanymi elektrony stépeni
C-S vazby. K tomuto dochazi predevsim ve vodném roztoku, naopak v pevném
skupenstvi je popsané §tépeni relativné zanedbatelné. [11] Radiolyze aminokyselin
v pevném stavu obsahujicich siru se ve své studii detailné vénovali F. Cataldo a kol.
[15]. Radiolyzou aminokyselin s thiolovou skupinou v pevném stavu i ve vodnych
roztocich se zabyval Zhigang Ke a kol.[16] [1]

Radiolyza peptida
Radiolyza peptidia v pevném skupenstvi

Mezi hlavni poskozeni peptidu vlivem radiace patii radiolytické stépeni peptidové
vazby C-N. Toto stépeni bylo poprvé pozorovano béhem radia¢né-chemickych studii
N-acyl alaninu a polyaminoacidickych derivata alaninu [17], [18], [19]. V dusledku
radiolyzy peptidu v zafenim muze dochéazet k nékolika riznym reakcim. V prvnim
reakénim kanéle dochazi kromé vzniku dalsich produkti i ke vzniku dvou totoz-
nych dlouho Zijicich radikali, které v pripadé solvatace pevného peptidu ve vodé
bez molekularniho kysliku podléhaji dimerizaci. V druhém reakénim kandale mtize
dochazet k dehydrogenaci peptidu za vzniku dehydropeptidi. Ty jsou ale nestabilni
a ve vodném prostiedi podléhaji hydrolyze za vzniku ketokyseliny a dalstho amidu.
Také bylo ukézano, ze vznikajici koneény dlouhodobé zijici radikal je v podstaté
pro vSechny alifatické zbytky stejny. Je jim a-uhlikovy radikal RCONHCR,. V pri-
padé radiolyzy peptidii o mensi molekulové hmotnosti nez mé thyrosin a cystein
vznika jako vysledny produkt a-uhlikovy radikal, oxid uhli¢ity a N-acylamid. Po-
kud dojde k radiolyze derivatu peptidu alifatickych aminokyselin, nastane $tépeni
peptidového hlavniho Fetézce za vzniku aminu a mastné kyseliny. Jestlize budeme
hovortit konkrétné o radiolyze peptidi obsahujicich methionin a cystein, pak vazba
C=0 je vhodnym mistem pro zachyt elektronu. U derivati peptidi s postrannimi
fetézci fenylalaninu, thyrosinu (aromatické aminokyseliny) a histidinu postranni fe-
tézce derivatu soutézi o elektron s hlavnim fetézcem. Amfoterni ionty, tzv. zwitte-
rionty, di-, tri- a tetrapeptidovych derivati obsahuji C=0 vazbu u kladné nabitého
N-koncového zbytku, ktera dokaze zachytit elektron. U triglycinu tento zachyt vede
az k deaminaci. [11] [1]

Radiolyza peptidi ve vodnych roztocich

Chemické zmény, ke kterym dochézi vlivem ionizujiciho zéfeni, jsou dany reak-
cemi produktt radiolyzy vody predevsim OH' a ey, . Na hlavnim peptidovém fetézci
u peptidua glycinu a alaninu v bezkyslikatém roztoku byl pozorovan vznik amoni-

aku, ketokyseliny, mastné kyseliny a v malé mife dochézelo i k dimerizaci vzniklych
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radikalovych zbytki kyselin a vzniku labilnich derivati kyselin. Pouze u jednodus-
sich a-kyselin se solvatovany elektron e,,~ zachytaval na C=O vazbé. Tento zachyt
vedl k néslednému rozpadu na amoniak a radikalovy zbytek aminokyseliny. Hyd-
roxylovy radikdl OH atakuje vSechny C-H vazby na delsich postrannich retézcich.
Vedlejsi Tetézce nenasycenych kyselin (Phe, Tyr, His) jsou napadany OH' a e, .
U cysteinu tyto produkty radiolyzy vody reaguji pouze s SH skupinou. Pokud je pii-
tomen kyslik v dostatecné koncentraci v roztoku, pak dochézi k blokovani redukéni
deaminace. V takovém roztoku také dochéazi ke vzniku hydroperoxylového radikalu
HOy z €4, O2 a molekul vody. [11] V roce 2017 byly publikovany vysledky studie
Stépeni aminokyselin z peptidii a bilkovin vlivem ptisobeni OH-. [20] [1]

V okysliceném roztoku jsou postranni alifatické fetézce kromé glycinu a alaninu
atakovany hydroxylovym radikdlem OH" a ¢im delsi je hlavni fetézec s C-H vazbami,
tim vice dochazi k reakcim na postrannim fetézci a k hydroxylové a karbonylové
substituci. Také existuje ptripad, kdy atak hydroxylového radikalu na vedlejsi reté-
zec vede k oxidativni degradaci hlavniho peptidového fetézce. Rovnéz je dulezité
zdtiraznit obecny vliv pH na radiolyzu ve vodném roztoku. [1]

V evakuovaném roztoku jsou postranni fetézce alifatickych zbytki aminokyselin
atakovany solvatovanymi elektrony e,,~ v misté karbonylové skupiny C—=0. V nepfi-
tomnosti kysliku jsou hydroxylovymi radikaly a solvatovanymi elektrony atakovany
jak vedlejsi fetézce, tak Fetézec hlavni a dochézi i k dimerizaci. [11] [1]

V pripadé vedlejsich Tetézcii obsahujici siru v roztoku nasyceném kyslikem do-
chazi u cysteinového zbytku k ataku OH' vyhradné na thiolovou skupinu -SH a
vzniku radikalu a vody. Nicméné i zde zasadity nebo kysely charakter roztoku hraje
velkou roli a méa vliv na probihajici reakce a vysledné produkty. Methionin v pep-
tidu déva reakci s OH' vzniknout thiétheru. V bezkyslikatych roztocich dochazi
u cysteinového zbytku k relativné rychlému zachytu e,,” na skupiné -SH a vzniku
SH™ a radikalového zbytku. Radikilové zbytky jsou schopny dimerizace, napiiklad
z cysteinu se stava cystin, ktery je schopen zachytéavat solvatovany elektron. Vznika
tak aniontovy radikal a ten se pak v zavislosti na pH dal rovnomérné hmotnostné
rozpada na radikal a aniont. Jinak je tomu v piipadé methioninu, kde e,,~ ata-
kuje karbonylovou C=O skupinu na hlavnim fetézci. [11] Radia¢nimi modifikacemi
siry v aminokyselinach tvoricich peptidy a proteiny se zabyvala skupina profesora
Ch. Chatgilialoglu. [21] [1]

Radiolyza bilkovin

Radiolyza bilkovin v pevném skupenstvi

K inaktivaci jedné makromolekularni jednotky enzymu stac¢i absorbce energie
v fadu asi 100 eV. K poskozeni miize dochazet i pii nizsich davkach kvuli pritom-
nému pozadi. Bylo pozorovano, ze radiolyzou globularnich a fibrilarnich proteini
iniciovanou v zafenim za nepfitomnosti kysliku vznikaji produkty jako amidy, kar-
téza, ze prechodné procesy platné pro peptidy a polypetidy plati rovnéz i u proteinii.
Dalsim dulezitym zjisténim bylo to, Ze dochézi k rozdéleni dlouho Zijicich radia¢né
vzniklych radikalt mezi veskeré riizné aminokyselinové zbytky v proteinech. Jako
nejvice aktivni aminokyseliny ve vét§iné bilkovin byly objeveny biomolekuly prolinu,
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lysinu, methioninu, histidinu, serinu a threoninu. Pfi radiolyze fibrilarnich a globu-
larnich bilkovin v pevném skupenstvi dojde ke $tépeni hlavniho fetézce a k formaci
dvou stézejnich produkti, jakymi jsou aminokyseliny a mastné kyseliny. Zajimavy je
i efekt redukce médnatého iontu, ktery v poméru 1 kationt / 10 aminokyselinovych
zbytkil zcela blokuje tvorbu zlomi hlavniho fetézce v ozafeném pevném kolagenu
pri davece 0,25 MGy. Globularni proteiny, narozdil od fibrilarnich podléhaji stépeni
hlavniho fetézce v mensim méritku. Pii rozpousténi fibrilarnich proteint nebo poly-
aminokyselin ve vodé nasycené vzduchem jsou vzniklé radikalové fragmenty zachy-
ceny rozpusténym kyslikem. Ale u globularnich proteini brani v pristupu kysliku
do uskupeni sekundarni a tercialni struktura bilkoviny. Zlomy se tedy na hlavnim
fetézci v globularnich proteinech maskuji jako intramolekularni zesiténi (crosslinks).
Zlom hlavniho fetézce doprovazi vznik dvou uhlikovych radikili. Pokud by globu-
zachyti molekuldrnim kyslikem, coz bylo pozorovano pravé v piipadé ribonukleaz.
[11] [1]

Radiolyza bilkovin ve vodnych roztocich

Ve vodnych roztocich sycenych kyslikem dochézi k oxidativni degradaci hlavniho
peptidového Tetézce zpluisobené atakem hydroxylového radikidlu na vazbu hlavniho
fetézce C-H. Vznikd amoniak a ketokyseliny. U proteint obsahujicich vice aminoky-
selin na bazi siry a nenasycenych arométi bylo pozorovano mensi stépeni hlavniho
fetézce. V roztocich bez kysliku dochazi k zachytavani solvatovaného elektronu e,
na karbonylové skupiné C=0O peptidové vazby jednodussich proteint. Tato reakce
je konkurencni reakei zachytu e,,~ na -SH vazbé cysteinu ¢i protonovaném zbytku
histidinu. Studie chromozomalnich proteint vedly ke zjisténi, Ze e,,~ napadé carbo-
nylovou vazbu na histonu H1. Také byl zjistén elektronovy transfer pres vodikové
vazby mezi prvotnim mistem zachytu e, (karbonylovou skupinou) na hlavnim fe-
tézci a zbytky cystinu a histidinu. [11] [1]

Postranni fetézce bilkovin obsahujici siru mohou byt v misté -SH vazby napa-
déany OH' (neopravitelné poskozeni), O2~ (opravitelné poskozeni) a HyOo (neopravi-
telné poskozeni) v ramci radiacné indukovanych oxida¢nich procesi. Hlavnimi misty
pro zachyt e,,~ v bezkyslikatém roztoku jsou disulfidické zesitovani, C=0O karbony-
lova ¢ast peptidické skupiny a postranni fetézce histidinu. [11] Oxidativnim poskoze-
nim aminokyselin, peptidi i bilkovin se ve své praci vénovali napiiklad i K. S. Ambe
a A. L. Tappel [22] nebo K. J. A. Davies, M. E. Delsignore a Sharon W. Lin [23].
Poskozeni proteini singletnim kyslikem a jeho nasledky byly predmétem védecké
studie M. J. Daviese. [24] [1]

V pripadé, ze maji postranni fetézce alifaticky charakter, muze na alifatickych
zbytcich aminokyselin dochézet k ataku hydroxylovych radikali. A tfeba u histon,
jejichz soucasti jsou chromozomalni proteiny slozené z aminokyselin, bylo pozoro-
vano radiacni poskozeni proteinového fetézce a samotnych aminokyselin vlivem OH:
[25]. Pritom chromozomalni proteiny funguji jako ochranné slozky DNA a vétsina
OH: se zachyti pravé na histonech. Histony jsou také urcujici pro transkrip¢ni vlast-
nosti chromozomii a stejné tak jejich strukturu. Pokud tedy dojde k radia¢nimu
poskozeni na jednom a vice aminokyselinovych zbytcich (oxidativni $tépeni hlav-
niho fetézce histonu hydroxylovym radikalem), pak se stabilita nukleozomu snizuje
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sy

a to muze zapric¢init naslednou disfunkci bunky. v zafeni zase zpisobuje zesitovani
ve strukture nukleozomu v bezkyslikatém roztoku. Kyslik tento efekt inhibuje, nebot
reaguje s radikaly DNA a chromozomalnich proteini. [11] [1]

1.3 Sekundarni elektrony a disociativni zachyt elek-
tronu

Sekundarni elektrony jsou obecné nazyvany veskeré elektrony vzniklé vyrazenim
v disledku ionizujiciho zafeni z elektronového obalu atomu. [1]

Vznik a vlastnosti sekundarnich elektrona

Sekundarni elektrony vznikaji ve velkém mnozstvi a v disledku interakce vSech
druhti primarntho ionizujictho zafeni riznych energii. V ptipadé ionizujicitho zareni
mame na mysli S-zafeni, a-zéfeni, rentgenové zareni a paprsky v, dale hovofime
o §tépnych fragmentech a urychlenych tézkych iontech s energiemi dostate¢nymi
pro pfekonani ioniza¢niho potenciélu. [1]

Letici elektrony o dostatec¢né vysokych energiich mohou z mista primérni ionizace
unikat na vyznamnou vzdalenost a iniciovat dalsi ionizace. Takové elektrony byly J.
J. Thomsonem pojmenovany paprsky delta. Tyto paprsky jsou elektrony vyrazené
z orbitalti rychle leticimi tézkymi nabitymi ¢asticemi (napi.: ¢asticemi alfa). Lze je
pozorovat v mlzné komote v zac¢atku stopy t&zké nabité ¢astice. [4] [1]

Ne vSechny sekundarni elektrony ale dosahuji vysokych energii. Vznikem sekun-
déarnich elektronii a jejich energetickou distribuci se zabyvali naptiklad M. Dingfelder
[26] nebo S. M. Pimblott s J. A. LaVernem [27]. Tito modelovali srazeni atomu vo-
diku (*H) riznych energii s molekulami vody a jednim z vysledkt jejich prace je
pozorovany vznik 40 000 sekundarnich elektront, kazdy s energii priblizné 10 eV,
pii srazeni s 'H o energiich 100 MeV s molekulami vody. [27] [1]

Vznikem a reakcemi sekundéarnich elektroni se zabyva E. Alizadeh a L. Sanche
[28]. Na obrazku 1.3 jsou v grafu znézornény zavislosti u¢innych prutezi (pravdépo-
dobnosti) pro jednotlivé mozné déje na energii sekundéarniho elektronu. [1] Obrazek
1.4 prezentuje konvoluci téchto u¢innych prufezu s distribuéni funkei energii sekun-
déarnich elektront, a tak velmi vypovida o relativni dilezitosti téchto procesi v ra-
diacni chemii. Z grafu jsou patrné ¢tyfi mozné zpusoby interakce nizkoenergetickych
elektront s hmotou. P1i nejnizsich energiich elektront muze dochazet k pruznému
rozptylu, kdy se potencialni energie molekuly neméni [1]:

e +AB — AB+e (1.1)

k nepruznému rozptylu, kdy nastava vibra¢ni, rotac¢ni, anebo elektronicka excitace
molekuly:

e +AB — AB" + e (1.2)

17



10' L] L} Illllll L llllllll ] L] LI L L L
—— Ionizace
a9l T <o — ——  PruZny rozptyl
i 10 T DEA
= St e Excitace
N
-20
2 10
[ | =
= =
Q. B
.E\ 21
=
a 10F
W =
= B
2!

Energie (eV)

Obrézek 1.3: Zavislost u¢innych priufezt pro DEA, excitaci, pruzny rozptyl a ionizaci
na energii elektront v kapalné vodé. [28§]

k zachytu elektronu a vzniku prechodného zaporného iontu:
e” +AB — (AB™)? (1.3)
ten se poté muze stabilizovat za vzniku stabilniho anionu (associative attachment):
e~ 4+ AB — (AB™)* — AB~ (1.3. a)

nebo se rozpadnout oddélenim elektronu (autodetachment):

e~ +AB — (AB™)" — AB* + ¢~ (1.3. b)

anebo se rozpadnout na fragmenty (dissociative electron attachment). Tato reakce
je popséna v této podkapitole nize.

e +AB — (AB™)} - A" +B (1.3. ¢)

P1i vyssich energiich pak nastéva elektronové ionizace:

1. molekulova:
e +AB — ABT +2¢. (1.4)

2. disociativni:
e”+AB — A+ B" +2¢. (1.5)
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3. za vzniku iontového paru:
e +AB— A +B" +e . (1.6)

V této praci jsou stézejni elektrony o nizkych energiich, interagujici s hmotou roz-
ptylem nebo zachytem, jez je popsan v kapitole 1.4. Z hlediska radia¢niho poskozeni
je vyznamny zejména disociativni zachyt elektronu. [28] [1]

Disociativni zachyt elektronu (DEA) obecné nastéava v piipadé zachyceni elek-
tronu atomem & molekulou AB. Vznika piechodny zaporny iont (AB™), ktery se
dale rozpada nékolika reakénimi kanély na riizné anionty A~ a rtizné neutralni stépné
fragmenty B dle rovnice 1.3.c.

Studium DEA je zajimavé z mnoha duvodi:

1. Jedna se o rezonanc¢ni proces. Pravdépodobnost procesu prudce roste z 0
na hodnoty typické pro jiné disocia¢ni déje jakym je fotodisociace. Rezonance lze
najit v souvislosti s teorif rozptylu v kvantové mechanice. Problematika rozptylu se
zaobird zménou vlnové funkce ¢éstice v silovém poli atomu nebo molekuly. Pojmem
rezonance jsou oznacovany céastice nebo jejich excitacni stavy s velice kratkou dobou
zivota - v grafech pro G¢innné prufezy srazek jsou reprezentovany piky. U molekul lze
najit rezonance v blizkosti definované energetické hladiny. Kazda rezonance vypo-
vid& o vnitinich energetickych hladinéch ve strukture molekuly. Reciproka hodnota
sitky rezonance pak odpovida dobé zivota ¢astice. V interakci s elektronem rozlisu-
jeme:

Feshbachovu rezonanci - ta nastava v pripadé rozptylu, pokud se rovna energie
vazaného stavu (molekuly) a kinetickd energie srazejicich se elektron.

"Shape"rezonanci - jedna se o metastabilni zachyceni elektronu v dusledku tvaru
potencialové bariéry, kdy nedochézi k elektronické excitaci molekuly.

Specifickym typem rezonance pozorované pii vyssich energiich interagujicich elek-
tronu je tzv. Fanova rezonance. Tvar kiivky této rezonance je zptsoben interferenci
mezi dvéma amplitudami. Amplitudou rozptylu (rozptyl uvniti kontinua, proces
na pozadi) a amplitudou rezonan¢ni (excitace diskrétniho stavu, rezonané¢ni pro-
ces). Podminkou, aby se Fanova rezonance projevila, je hodnota energie rezonanc-
niho procesu odpovidajici energetickému rozsahu stavi kontinua. Za této podminky
se amplituda rozptylu pozadi méni s energii, zatimco rezonan¢éni amplituda se méni
rychle ve fazi a ve velikosti, coz zpusobuje asymetrii piku. Elektron je zachycen
na tak vysoké energetické hlading, ze mize dojit k autoionizaci (reakce simultanni).
Nicméné tuto rezonanci, jak jiz bylo naznaceno, mtizeme nalézt u elektronového
rozptylu, nikoliv u reakce DEA. [29] [30] [1]

2. DEA muze byt indukovan také solvatovanymi elektrony. DEA na rozdil od foto-
disociace miize nastat i pfi tzv. subexcitacnich energiich elektronii. Je to zpiisobeno
elektronovou afinitou produkti reakce, kterd mnohdy umozinuje disociaci i p¥i nulové
energii elektronu, nebo interakci se solvatovanymi elektrony, které jsou ve vodé va-
zény s energii 1.5 eV [31]. Role sekundéarnich elektront pfed i po solvataci v radia¢ni
chemii byla pfedmétem studie E. Alizadeh a L. Sanche. [28|
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Obrazek 1.4: Zavislost sou¢inu tc¢inného prifezu (soucet ucinnych prifezi pro DEA,
excitaci a ionizaci) a distribuce energie elektront na energii elektronu. [28]

3. DEA proces je selektivni. Specifickd energie rezonance vede k disociaci spe-
cifické vazby v molekule. Tento fakt v kombinaci se slozitym teoretickym popisem
rezonanci zpusobuje, Ze experimenty, jako jsou prezentovany v této praci, zlustavaji
primarnim zdrojem informaci o DEA procesu.

Z pohledu radiac¢ni chemie v zivych organizmech je dulezity proces DEA na mo-
lekule vody. V ptfipadé DEA na molekule vody nejprve dojde k zachyceni elektronu
o energii 5 - 25 eV, vytvoii se pfechodny nestabilni molekularni aniont, ktery
okamzité disociuje na H™ a OH radikal. S mensi pravdépodobnosti miize dochazet
i k disociaci na O~ a Hy nebo na OH™ a H. [32] DEA je vyznamny také v interakci
s dalsimi komponentami buiiky. Nejzavaznéjsi je pfimé poskozeni DNA [33], [34].
V minulosti byly proto intenzivné studovany DEA reakce komponent DNA. V této
praci se soustfedime na aminokyseliny a amidy, jak je popsano v nésledujici kapitole.
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1.4 Motivace pro studii DEA na vybranych biomo-
lekulach

Tato prace si klade za cil experimentalné studovat reakce nizkoenergetickych elek-
troni s vybranymi biomolekulami za tcelem prohloubeni porozuméni chemickym
procesum v bunkach vystavenych ionizujicimu zafeni.

Je obecné znamo, Ze bunka je tvoiena cytoplasmou s pfibliznym obsahem 75 %
vody a ze mezi zakladni stavebni kameny vSech zivych bunék patii aminokyseliny,
peptidy a bilkoviny. Jak jiz bylo popséno, vlivem priichodu ionizujictho zareni hmo-
tou dochézi ke vzniku velkého mnozstvi iontu a sekundarnich elektronii a ze sekun-
darni elektrony, vzhledem k jejich zna¢nému mnozstvi a vysoké reaktivité, zastavaji
vyznamnou tlohu v procesech radia¢niho poskozeni u zivych organismi. Predchozi
studie se soustfedily zejména na roli DEA pii poskozeni DNA. DNA se v bunéc-
ném jadie staci kolem proteint, tzv. histont, jejichZz poskozeni muze také ovlivnit
biologické funkce v buiice. Vzhledem ke znamé detekci negativnich iontt siry, vzni-
kajicich pri radiolyze peptidii a proteint, lze predpokléddat, ze DEA proces bude
dilezity zejména pro peptidy a proteiny majici ve struktuie aminokyseliny cysteinu
nebo methioninu. Motivace ke studiu aminokyseliny cysteinu byla navic podpofena
zjisténim, Ze tato aminokyselina je ze vSech diive studovanych aminokyselin (alanin,
glycin a cystein) nejvice senzitivni pii interakei s nizkoenergetickymi elektrony.
Takova citlivost aminokyseliny zavisi na formé, ve které se vyskytuje. Napiiklad
forma zwitteriontu aminokyseliny citlivost snizuje. Naopak je tomu u radikalové
neutralni molekuly. Senzitivita je také ovlivnéna délkou a charakterem zbytku ami-
nokyseliny. Pritomnost thiolové skupiny SH™ zna¢né zvysSuje fragmentaci aminoky-
seliny [35].

Dalsim dulezitym faktorem pii poskozeni peptidi DEA reakci je stabilita pep-
tidové vazby. V nedavné praci S. Ptasinské [40] bylo postulovano, ze DEA miize
efektivné disociovat peptidovou vazbu v rezonancich pii energiich 5 - 8 eV. Tyto
byly pripsany specifickému typu dipolové vazanych shape rezonanci. Vzhledem k
energetickému prekryvu pozorovanych rezonanci s energetickymi stavy studovanych
molekul je vSak mnohem pravdépodobnejsi, Ze jde o Feshbachovy rezonance. [41]
Zatimco Feshbachovy rezonance ve vodném prostiedi typicky nariistaji na intenzité,
dipoloveé vazané rezonance vznikaji kvili indukei dipolu v molekule elektronem pii-
chéazejicim z kontinua a v prostiedi roztoku tedy nejsou mozné. Rozhodli jsme se k
vyTeSeni této otézky pfispét studiem amidt ve vodnich klastrech.

Ve vysledku byly zvoleny 4 slouceniny, z toho 2 amidy: formamid a N-methylacetamid,
jejichz struktura je zachycena na obr. 1.5 (a), resp. (b) a 2 aminokyseliny: L-valin a
L-cystein, znazornéné na obr. 1.5 (c¢), resp.(d). Na obrazku dole je ukazan polypetid
slozeny z aminokyselin L-cysteinu a L-valinu. Na tomto peptidu jsou pak barevné vy-
znaceny vybrané vazby potencidlné dulezité pro tuto préci a studium DEA na téchto
aminokyselinach. Také je zde modrou barvou ohrani¢ena peptidova vazba, kterou
jsme v ramci této prace studovali na modelovych slou¢eninéch formamidu a
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Obrazek 1.5: Strukturni vzorce vybranych sloucenin formamidu (a) [36],
N-methylacetamidu (b) [37], L-valinu (c) [38] a L-cysteinu (d) [39]. A znazornéni
pro studii vyznamnych vazeb ve vzorci pro polypeptid slozeny z aminokyselin valinu
a cysteinu.

N-methylacetamidu. VSechny slouc¢eniny byly méreny ve formeé hydratovanych klastri,
s cilem demonstrovat i vliv prostiedi.
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1.5 Fyzikadlné-chemické vlastnosti a biologicka funkce
studovanych biomolekul

Ustiednimi slou¢eninami této prace byly tyto biomolekuly: 2 amidy formamid
a N-methylacetamid, se strukturami vykreslenymi na obréazcich 1.5 (a), resp. (b) a
2 aminokyseliny L-valin a L-cystein, jejichZz struktura je znézornéna na obrazcich

1.5 (c), resp.(d).

L-cystein, (Cys, C3H;NOoS, M,,, = 121,1582 g/mol [42]) je neesencialni, ve vodé
rozpustné aminokyselina, obsahujici velmi reaktivni thiolovou -SH skupinu. Vysky-
tuje se v prirodé a lze ji nalézt v potravé bohaté na proteiny, napt.: v s6jovych
bobech a v kufecim ¢ vepfovém mase. Cystein je vyznamnym stavebnim kame-
nem bilkovin, ktery méa urcujici vliv na jejich strukturu a stabilitu, tvori v nich
totiz disulfidické mustky. Vyskytuje se témér ve vSech proteinech, ackoliv je v nich
priamérné zastoupen radové pouze v jednotkach procent [43]. U ¢lovéka, v piipadé
nedostatku aminokyseliny cysteinu, je pro jeho syntézu potfebny methionin, esen-
cialni aminokyselina, jez je zdrojem siry. Dalsi funkci cysteinu v buiice je udrzovani
vhodného oxida¢né-redukéniho prostredi. Také je soucasti mnozstvi metabolickych
drah a jeho derivaty vykazujici antioxida¢ni ac¢inky maji schopnost tlumit dopady
oxida¢niho stresu. [44] Jeho derivat N-acetylcystein se podava pii tézké otrave t&z-
kymi kovy, nebot skupina -SH v cysteinu vuéi tézkym koviim vykazuje vysokou
afinitu. Bylo prokizano, ze jedinci postizeni HIV maji hladinu cysteinu v krvi nizsi
a to vede k oslabeni imunitniho systému [45]. V ptipadé nadmérné koncentrace cys-
teinu v organismu, dochézi k deaktivaci inzulinu [46]. Vzacné je cystein schopen
tvorit i ledvinové kameny (Cystinurie) [47]. Dvé kovaletné vazané molekuly cysteinu
davaji vznik molekule cystinu a to pres disulfidicky miistek. V roce 1955 byla ame-
rickému profesorovi, Vincentu du Vigneaud, udélena za tento objev Nobelova cena
za chemii.

L-valin, (Val, CsH;;NOy, M,,, = 117,1463 g/mol [42]) je esencialni a-aminokyselinou
nerozpustnou ve vodé s nepolarnim a nereaktivnim postrannim tetézcem. Tuto slou-
¢eninu lze nalézt napriklad v mléénych vyrobcich, v rybim a driibezim mase, v soje,
apod. Nedostatek této aminokyseliny miize vést k nemoci javorového sirupu [48].
Valin je kddovéan ¢tyifmi kodony: GUA, GUU, GUC a GUG. Z duvodu jeho hydrofo-
bicity se nachazi zainkorporovin v proteinu, kde zprostredkovéava interakce s hydro-
fobnim charakterem. Existuji pfipady, kdy v proteinu dojde k zaméné valinu s jinou
aminokyselinou. Nésledkem miize byt srpkova anémie, kde je hydrofilni kyselina
glutamova v pozici 6 na povrchu proteinu zaménéna za valin. Po této mutaci se
hemoglobin v hypoxickém prostfedi shlukuje do sebe, a to vede k poskozeni ¢ervené
krvinky. Valin se svymi vlastnostmi podoba leucinu, ktery obsahuje jen o jednu me-
thylovou skupinu vice. Aminokyselina valinu je souc¢asti smési aminokyselin BCCA
(spolecné s leucinem a isoleucinem), ktera se uziva jako vyzivovy doplnék v oblasti
kulturistiky, nebot valin je zodpovédny za nérist a vyvin svalové hmoty. [49] Mimo
to také reguluje hladinu cukru v krvi [50] a ovliviiuje funkei nervového systému [51].
Miize byt napomocen pii 16¢bé zavislosti na alkoholu ¢ drogéch.[52]
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Formamid, (HCONH,, M,,, = 45,0406 g/mol [42]) je amid, derivat kyseliny mra-
venci, ktery je olejovitou bezbarvou kapalinou misitelnou s vodou. M4 relativné
nizky bod téni 2 °C a bod varu 210 °C [53|. Zapach je podobny zapachu amoniaku.
Tato sloucenina je rovnéz organickym c¢inidlem, které pii pokojové teploté zprostied-
kovava denaturaci a renaturaci nukleovych kyselin. Bézné se vyuziva pro renaturaci
DNA a hybridizaci DNA-RNA, nebot formamid snizuje tepelnou stabilitu u dvou-
fetézcovych nukleovych kyselin [54]. Jeho vyuziti lze nalézt v kryokonzervaci tkani
a organt, je soucasti téchto ochrannych smési. Uzit lze také v gelové elektroforéze
RNA, kde deionizuje RNA. Bylo dokazéano, ze pii teploté 130 °C za pusobeni ul-
trafialového zareni dochazi v roztoku formamidu na pfeménu molekuly formamidu
na DNA béazi guanin. Z tohoto duvodu hraje slou¢ina formamidu jednu z klicovych
roli v nékterych teoriich o vzniku Zivota na Zemi [55]. Za teploty 180 °C a atmo-
sférického tlaku se formamid zac¢ind rozpadat na oxid uhli¢ity a amoniak. V roce
1920 bylo zjisténo, ze formamid lze touto reakci, ale opacného sméru a za podtlaku,
rovnéz ziskavat. V roce 2014 byly simulovany srazky asteroidii a meteort na za-
kladé bombardovani formamidu a jilu vysoce vykonnym laserem. Produkty reakce
byly kromé jinych vSechny ¢tyfi béze dusikové baze, které tvori DNA. Vyzkum se
uskute¢nil v UFCH Jaroslava Heyrovského AV CR a na laserovém méficim zaifzeni
PALS (Prague Asterix Laser System) v Ustavu fyziky plazmatu AV CR [56].

N-methylacetamid, (C3H;NO, M,, = 73,0938 g/mol [42]) lze klasifikovat jako
amid karboxylové kyseliny, konkrétné se jedna o amid kyseliny octové, obsahujici
kovalentni vazbu CONH. Vyskytuje se v pevné formé jako krystalicky bezbarvy
prasek. Jde o slou¢eninu rozpustnou ve vodé, také v chloroformu, ethanolu, benzenu
a acetonu. Tato chemicka latka je rovnéz hygroskopicka, malo tékava a malo horlava
s mirnym zapachem. Jeji bod tani se pohybuje mezi (26 - 28) °C a bod varu je
dosazen pii (204 - 206) °C [57]. Pouziva se jako rozpoustédlo v elektrochemii a je
meziproduktem pfi vyrobé agrochemikalii.
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Experimentalni studie

Experimenty popsané v této diplomové praci se uskute¢nily v Ustavu fyzikalni
chemie Jaroslava Heyrovského AV CR. Metodou pro méfeni byla zvolena elektronova
zachytova spektrometrie (EAS), ktera bude v této kapitole popsana. Pfedmétem
meéreni byl disociativni zachyt nizkoenergetickych elektronti na vybrané molekuly
L-cysteinu, L-valinu, formamidu a N-methylacetamidu v jejich hydratované formé.
Experimenty byly provedeny s pouzitim dvou riznych experimentalnich zafizeni.
Naprostéa vétsina méfeni pro v8echny vybrané slouc¢eniny byla realizovana na experi-
mentélnim zafizeni CLUB (CLUster Beam Apparatus). Pouze molekula L-cysteinu
byla zméFena i v izolované formé na disociativnim zachytovém spektrometru. Uce-
lem tohoto dodatkového méreni L-cysteinu byla snaha o blizsi provéreni pficin jeho
dekompozice s pouzitim spektrometru s lepsim energetickym rozlisenim.

Reflektronovy spektrometr na experimentu CLUB disponuje vysokym hmotnost-
nim rozliSenim a pii kazdém méfeni je zaznamenadno kompletni hmotnostni spek-
trum. Iontovy zdroj spektrometru ale nedisponuje elektronovym monochromatorem
a energetické rozliseni je tedy nizsi ~ 0,7 eV. Z duvodu velké reakéni zony spektro-
metru 4 cm dochazi také k velkému poklesu proudu elektronii pri nizkych energiich a
od 1 eV neni mozné zabranit rozsifeni elektronového svazku v disledku Coulombické
repulze.

Na elektronovém zachytovém spektrometru (EZS) je mozné studovat vylu¢né izo-
lované molekuly v plynné fazi. EZS disponuje kvadrupolovym hmotnostnim spektro-
metrem, ktery umoznuje dlouha méreni na jedné hmoté a ve spojeni s elektronovym
monochromatorem tak lze métit energetické zavislosti pro disociativni zachyt elek-
tronii s vysokym energetickym rozlisenim a dobrou statistikou méreni. Rovnéz je
mozné mérit pii velmi nizkych energiich elektront od 50 meV.

2.1 CLUB - CLUster Beam apparatus

2.1.1 Experimentalni zafrizeni

Experimentélni zafizeni CLUB je univerzalni pfistroj uzivany pro rozli¢né experi-
menty s klastry. Diky nému lze studovat molekuly v hydratovaném prostredi. Nazev
pristroje byl odvozen a to od jeho anglického nazvu "CLUster Beam apparatus".
V pristroji se nachazi 7 vakuovych komor s riznorodym vyuzitim jako naptiklad
zdroj klastri, dale VMI systém, celym nazvem "Velocity Map Imaging", uzivany ke
studiu fotodisociace a také reflektronovy hmotnostni spektrometr
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(rTOF), uzity v praci, a kvadrupolovy hmotnostni spektrometr. Na nasledujicim
obrazku 2.1 je znazornéno zakladni schéma tohoto experimentalniho zafizeni.

OK2 VMI TOF

QMS/DET

oK1 \ SEL O O\I . 1

Obrazek 2.1: Schéma experimentélniho zarizeni CLUB. Casti aparatury vyznacené
modrou barvou byly aktivné vyuzity v této praci.

Detailnéjsi grafické znézornéni celého experimentu je na obrazku 2.2.

lHe L

dalsi komory =~ RTOF MS

Obréazek 2.2: Profilové schéma pro vnitfni uspofadéni experimentalniho zafizeni
CLUB.

V ramci této prace byla uzita pouze ¢ast aparatury. Toto experimentéalni uspora-
déani je pak vyznaceno modrou barvou na obrazku 2.1 a podrobnéji zobrazeno na ob-
razku 2.2. V pristroji CLUB, ve vakuové komore OK1, je zaveden napoustéci systém
(obr. 2.3, 2.4). Tento obsahuje kovovou, nékdy i sklenénou nadobu (dle pozadavki),
kam je umistén vzorek (obr. 2.5). Vzorek je pak za vhodné teploty sublimovan a
spolecné s nosnym plynem expandovan do vakua, kde dochézi ke tvorbé klastru.
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Klastry vybrané slouceniny se pak kiizi s elektrony emitovanymi zhavenym drét-
kem. K tomu dochéazi v reakéni komote pod pravym thlem 90°. Vzniklé ionty jsou
vyextrahovany do rTOF, kde jsou analyzovany na zékladé rozdilnych dob priiletu a
detekovany. V této kapitole bude detailnéji popsan napoustéci systém pro vzorek a
rovnéz uzity rTOF detektor.

Systém napousténi vzorku a priprava klastru

Systém napousténi vzorku je vyjimatelnou soucasti vakuové komory. Napoustéci
systém z pudorysu i profilu lze vidét na obrazcich 2.3 a 2.4. Ustfednim prvkem
systému je centralné soustfedénd vyhiivana kovova nadoba vyhrazena pro vzorek.
V této praci byla pouZzita i mensi sklenéna nadoba (obrazek 2.5), ktera slouzila k za-
mezeni interakce kovové Casti aparatury se zahiivanym vzorkem. Na vnéjsi strané
kovové nadoby byl instalovan senzor teploty typu K. Vzorky byly postupné zahii-
vany az na teplotu 180 °C (pro L-cystein), 197 °C (pro L-valin), 127 °C (pro for-
mamid) a 102 °C (pro N-methylacetamid). Tyto teploty jsou ale orienta¢ni vzhle-
dem ke konstantnimu proudu nosného plynu o teploté 36 °C nadobou a s ohledem
na umisténi ¢idel z vnéjsi strany nadoby. Pfed kazdym méfenim vybrané slouc¢eniny
bylo nutné vyjmout napoustéci systém z komory, vycistit jej ve vodé, v acetonu a
v ultrazvukové lazni pro zajisténi co nejvyssi mozné Cistoty v ramci métreni. Pro mé-
feni jsme pouzili nésledujici vzorky: L-cystein ve formé bilého, krystalického prasku
(Mr = 121,16 g/mol, BioUltra, > 98,5 %, Sigma Aldrich), L-valin ve formé bilé
pevné latky (Mr = 117,15 g/mol, BioUltra, > 99,5 %, Sigma Aldrich), formamid
ve formé prithledné kapaliny (Mr = 45,04 g/mol, BioUltra, > 99,5 %, Sigma Aldrich)
a N-methylacetamid ve formé krystalického bezbarvého prasku (Mr = 73,09 g/mol,
BioUltra, > 99 %, Sigma Aldrich).

Obrazek 2.3: Pohled shora na systém napousténi vzorku vyjmuty z vakuové komory
experimentalniho zafizeni CLUB.

Hmotnostni spektrometr rTOF

Reflektronovy hmotnostni spektrometr rTOF (Reflectron time of flight mass
spectrometer) je pulsnim hmotnostnim analyzatorem, jenz méfi dobu letu (pro tuto
praci fadové v us), za kterou nabité ¢astice doleti po urcité draze na detektor. Ionty
jsou nejdrive extrahovany z reakéniho prostoru pomoci napétového pulsu a akcelero-
vany na energii 8 keV. Poté leti 0,5 m dlouhou trubici bez elektrického pole. Nakonec
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Obrazek 2.4: Profilovy pohled na napoustéci systém vyjmuty z experimentalniho
zafizeni CLUB.

Obrazek 2.5: Sklenéna misticka se vzorkem krystalkt L-cysteinu zbarvenych dohnéda
vlivem zahiivani béhem méfeni.

dopadaji ionty o riznych energiich na reflektron. Cim veétst kinetickou energii ionty
disponuji (bez ohledu na jejich m/z), tim pronikaji do vétsi hloubky odrazového
pole. Ulohou reflektronu je vyrovnat kinetické energie iontt a tim navysit hmot-
nostni rozliseni detektoru. Poté co jsou ionty z reflektronu odrazeny, leti druhou
¢asti spektrometru, rovnéz s délkou 0,5 m, az nakonec v riznych casech dopadaji
na detektor v zavislosti na poméru jejich m/z (Gas priletu je pfimo tmérny odmoc-
niné m/z).

Pomoci rTOF lze méfit m/z molekul a klastri a to ve dvou riznych modech.
Vysledkem méreni v pozitivnim moédu je detekce kationti, zatimco v negativnim
modu detekujeme anionty. Nase experimenty byly z vétSiny provedeny, vzhledem
ke studiu reakce disociativniho elektronového zachytu na vybranych slouc¢eninéch,
v negativnim modu.
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2.1.2 Kalibrace energetické skaly

Prvnim krokem, ktery predchézel jakémukoliv méfeni na experimentalnim zaii-
zeni CLUB, byla vzdy kalibrace energetické stupnice. Kalibraci jsme provedli pomoci
molekuly CO,. Molekuly oxidu uhli¢itého jsou béznym prvkem zemské atmosféry.

Oxid uhli¢ity je téz8i nez vzduch a je pro néj znamé charakteristickd energeticka
rezonance s maximem odpovidajicim 4,3 eV [58] pro reakci:

e +COy — O™ +CO (2.1)
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Obrazek 2.6: Kalibrace energetické stupnice pomoci molekul COs.

Cilem kalibrace je prevést hodnoty pro urychlovaci napéti elektront na skutecné
hodnoty energie elektronu v jednotkach eV. Byla zmétena zavislost signalu iontu O~
z molekuly CO, na urychlovacim napéti. Ziskana kfivka byla nésledné porovnana
s jiz znamymi daty |58] a proloZena gaussovskou funkei. Tak jsme ziskali posun $kaly
napéti vudi realné energetické skale a tim provedli kalibraci.

Kalibraci je mozné vidét na obrazku 2.6. V grafu lze vidét dva piky - dvé re-
zonance. Prvni rezonance nalezi elektroniim nizsich energii, druha pak elektrontim
o energiich vyssich. Pro kalibraci je urcujici rezonance pro elektrony o nizsich ener-
giich, a proto byl pravé tento pik prolozen Gaussovskou funkci. Maximum tohoto
piku lze nalézt pri hodnoté energie elektronii 3,376 eV. Vzhledem k nami namérené
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hodnoté energie elektronti bylo nutné posunout nasi energetickou skalu o priblizné
0,9 eV ve sméru k vyssim energiim.

2.2 Elektronovy zachytovy spektrometr

2.2.1 Experimentalni zarizeni

V elektronovém zachytovém spektrometru se kiizi elektronovy svazek z trochoi-
délniho elektronového monochromatoru (TEM) s ter¢ovym plynovym svazkem. Ani-
onty jsou pak detekovany hmotnostnim spektrometrem. TEM i hmotnostni spekto-
metr se nachazi uvnit¥ vakuové komory, kde se tlak pohybuje v fadu 10~7 mbar.
Tento zpusob usporadani dava moznost provadét dva typy experimenti. Bud lze
méfit hmotnostni spektra pii konstatni energii elektront a pro tuto energii pak iden-
tifikovat jednotlivé kandly DEA reakce, nebo lze métit pocet vzniklych ionti daného
typu (o daném poméru hmotnosti ku naboji, m/z) v zavislosti na energii elektroni,
¢imz lze ziskat G¢inny prufez reakce. Schéma elektronového zachytového spektro-
metru znézornuje obrazek 2.1. Komponenty tohoto experimentalniho zafizeni, které
umoznuji bezsrazkovy transport elektront do reakéniho prostoru a vzniklych ionti
do detektoru, budou v této kapitole podrobnéji popsany.

Trochoidalni elektronovy monochroméator

Funkce TEM spociva v selekci elektronii stejné energie, a to ma za nésledek na-
vyseni rozlisovaci schopnosti spektrometru. Tento monochromator je po designové
strance kopii originalu od profesora M. Allana [59] a v jeho laboratofi byl také
zkonstruovan. TEM je zhotoven z molybdenu, ale ostatni ¢asti elektronového zachy-
tového spektrometru jsou vyrobeny z nerezové nemagnetické oceli, ktera je vhodna
pro vysoké vakuum. V principu jsou nejdiive emitovany elektrony ze zhaveného
iridiového vlakna (s povrchovou tupravou yttria) vychyleného 1,6 mm od osy syme-
trie monochromatoru. Podminkou pro emisi elektroni je vldkno zahtivané na tep-
lotu ~2500 K. Energeticka distribuce elektroni je charakterizovana gaussovskym
rozdélenim. Hodnota §itky piku v poloviné jeho vysky (FWHM) nabyva velikosti
~0,7 eV. Pohyb elektronti je usmériovan systémem tif elektrod a paralelnim mag-
netickym polem. Magnetické pole je generovano civkami, nachazejicimi se ve vakuu,
v Helmholtzové konfiguraci. Vakuum lze nalézt v mistech zkiizeného elektrického
pole, tedy v monochroméatoru (obrazek 2.7 - zelené). Zde je pohyb elektront udavan
dvéma slozkami: cykloidalni (vxB) a driftovou (ExB). Vysledkem sloZeni té&chto
dvou slozek je trochoidalni trajektorie elektronu, proto se monochroméator nazyva
trochoidalni. Po prichodu monochrométorem jsou elektrony vedeny dale v ose mo-
nochromatoru. V monochrométoru jsou vybrany pouze elektrony o velikosti celko-
vého vychyleni driftem ExB 1,6 mm. Celkové vychyleni zavisi na vstupni energii
elektronu a na dobé pruletu elektronu monochromatorem. Takto v principu dochézi
ke snizeni energetické distribuce elektront za monochromatorem. [60] Na zde popsa-
ném monochromatoru je pokles z ptivodni §itky rozdéleni energii elektront ~0,7 eV
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Obrézek 2.7: Schéma elektronového zachytového spektrometru.

FWHM na ~0,1 eV FWHM. Nasledné se elektrony urychli v systému elektrod na ta-
kové energie, pii kterych jiz interaguji s ndmi vybranymi molekulami v reakéni ko-
mofe. Po prichodu reakéni komorou jsou elektrony detekovany ve Faradayové valci,
ktery je tvoren systémem tii elektrod a monitoruje elektronovy proud v priitbéhu
méteni. [59)]

Kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr

V reakéni komote dochézi ke vzniku iont1, které jsou nésledné extrahovany sla-
bym elektrickym polem a urychleny souborem paralelnich elektrod az do vstupu
kvadrupoélového hmotnostniho filtru. Vybrané ionty s ur¢itym pomérem hmoty ku na-
boji m/z jsou pak akcelerovany na channeltron napétim 1 kV. Toto napéti je do-
stac¢ujici pro vyrazeni elektronu z povrchu channeltronu. Vyrazené elektrony jsou
urychleny na kone¢né napéti 3,7 kV a srdzkami se sténami channeltronu pak vyra-
zeji dalsi elektrony z jeho povrchu. Vzniké elektronova lavina, kterd ma za nasledek
zesileni naboje v fadu 10°. Znasobené pulsy jsou od vysokonapétového vystupu na-
sobi¢e oddéleny kondenzatorem, poté jsou zesileny, zpracovany ¢itaci elektronikou
a prevedeny do pocitace. Akvizice dat i samotné Fizeni experimentu probiha v pro-
gramu ELS; ktery byl vyvinut v laboratofi oddéleni dynamiky molekul a klastri
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v UFCH JH. Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr patii mezi analyzatory s niz-
kym rozlisenim. V nasich méfenich byla typickd hodnota rozliseni m/Am = 100, jak
je detailnéji popsano v podkapitole 2.3 vénujici se hmotnostnimu rozliseni R.

Priabéh méreni L-cysteinu

Na elektronovém zachytovém spektrometru byla méfena pouze sloucenina
L-cysteinu. Pro méfeni disociativniho zéchytu elektronu na molekule L-cysteinu
v plynné fazi, byl pouzit L-cystein ve formé bilého, krystalického prasku
(Mr = 121,16 g/mol, BioUltra, > 98,5 %, Sigma Aldrich). L-cystein jsme vysubli-
movali za tlaku v fadu 10~* mbar, zatimco tlak v reakéni komote byl stabilizovan
v fadu 1077 mbar. Vzhledem ke schopnosti L-cysteinu rozkladat se pii teplotach vys-
sich nez 216 °C [61], probihalo méfeni L-cysteinu v rozmezi teplot 126 °C az 150 °C.
Béhem méreni ale vzorek kondenzoval na sténach aparatury. Pii¢inou tohoto neza-
douciho jevu byl fakt, Zze zarizeni nebylo vyhfivané a rovnéz bylo nutné aplikovat
vétsi mnozstvi vzorku kvili nizkému tcéinnému prifezu pro reakci DEA na molekule
L-cysteinu.

2.2.2 Kalibrace energetické skily pomoci SFg

Stejné jako v pripadé méfeni na aparatufe CLUB, i v EZS je potfebné prevést
energie urychlovactho napéti elektront na jejich skutec¢nou kinetickou energii. V pfi-
padé experimentt s cysteinem jsme se soustiedili na rezonance pfi nizkych energiich
a pouzili jsme proto pro kalibraci fluorid sirovy SFg s charakteristickou rezonanci
pro tvorbu materského aniontu pii nulové energii elektront.

Molekuly SFg se vyskytuji v atmosfére. Jedné se o stabilni, tézké molekuly vy-
znacujici se jednim z nejvyssich u¢innych priifezi pro elektronovy zachyt. Pri tomto
typu reakce je maximalni i¢inny prirez dosazen pii nulové energii elektronu.

Zmérili jsme zavislost iontového signalu pro aniont SFg~ z molekuly SF¢ na urych-
lovacim napéti. Tim jsme provedli kalibraci, tedy ziskali posun skaly napéti ve vztahu
ke skutecné energetické skale. Posun energetické skaly je ddn maximem piku SFg
vzhledem k charakteristické nulové hodnoté. V tomto experimentu byl zméfeny po-
sun roven -193 meV vidi charakteristické hodnoté 0 eV.

Kalibrace energetické stupnice je zachycena v grafu na obrazku 2.8. Z tohoto
grafu je mozno urcit maximum zméfeného piku pii hodnoté energie elektroni -
193 meV. Vzhledem k faktu, ze Sitka 0 eV rezonance je fadové v meV (REF), je
mozné pouzit méfenou FWHM jako hodnotu energetického rozliseni. V grafu vidime
gaussovskou funkci, diky niz bylo mozné urcit i hodnotu energetického rozliseni,
tedy sitku prolozeného nejvyssiho piku v poloviné jeho vysky. V nasem piipadé jsme
ziskali hodnotu energetického rozliseni 172 meV, které bylo spole¢né se zkalibrovanou
energetickou stupnici platné pro vSechna provedena méreni DEA na molekule
L-cysteinu.
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Obréazek 2.8: Kalibrace energetické stupnice pomoci SFg.

2.3 RozliSeni hmotnostnich spektrometru

Experimenty byly méfeny na dvou typech hmotnostnich spektrometri. EZS ob-
sahuje kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr, ktery umoznuje mérit jednu hmotu
po dlouhou dobu. Ve spojenti s elektronovym monochromatorem je pouzivan k méreni
energetickych zavislosti pro disociativni elektronovy zachyt s vysokym energetickym
rozliSenim a dobrou statistikou méfeni pro izolované molekuly. Pro vétsinu experi-
menti bylo pouzito experimentalni zaiizeni CLUB s reflektronovym TOF spektro-
metrem. Spektrometr disponuje hmotnostnim rozlisenim vétsim nez 1000, které je
priznivé pro studium velkych klastra jak bude popséno déle.

Rozlisovaci schopnost spektrometru je definovéana:

M

LN

kde M je hmotnost detekovaného iontu a AM predstavuje bud $itku piku v po-
loviné jeho vysky nebo jde o rozdil mezi naméfenou hmotnosti a jeji nejblizsi hmot-
nosti, ktera je od ni ve spektru rozlisitelna.

V této kapitole budou uvedeny pfislusné vypocty pro dostacujici a pro skute¢nou
rozlisovaci schopnost r'TOF hmotnostniho spektrometru a pro porovnani zde bude
ukézana i rozliSovaci schopnost pro kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr.
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Rozlisovaci schopnost R pro rTOF hmotnostni spektrometr:

Vzhledem k zaméreni prace na studium vlivu vodného prostiedi na DEA, pro-
béhly témér vSechny experimenty na experimentalnim zafizeni CLUB, které dispo-
nuje klastrovym zdrojem. Vétsina méteni probéhla s nizsim hmotnostnim rozlisenim,
které muzeme vyhodnotit z naméreného hmotnostniho spektra N-methylformamidu.
Toto hmotnostni spektrum je uvedeno na obrazku 2.9.

M~ 57,90845u

R= v~ 0,03889u

= 1489

kde M~ je hmotnost aniontu materské molekuly N-methylformamidu a hodnota
FWHM ziskana z fitu predstavuje sitku piku v poloviné jeho vysky.

Ve vétsiné méteni toto rozliseni neni potfebné vzhledem k tomu, Ze potfebujeme
rozlisit ionty s rozdilem hmot 1 Da a studujeme malé klastry s hmotami nekolika set
Da. V nékterych pfipadech je vSak vysoké rozliseni dilezité. Prikladem bylo méfeni
formamidu.

Pro separaci signali O~ a NH,, by bylo postacujici rozliseni spektrometru:
R = 690. Za predpokladu, ze A,.(O~) = 15,9999 a M,.(NH; ) = 16,0231 [62].

A, (07) 15,9999

_ =~ 690
A.(O-) = M,(NH;) 15,9999 — 16,0231

kde A,(O7) je relativni atomova hmotnost aniontu kysliku a M,.(NHy) je re-
lativni molekulovd hmotnost aniontu. Oba anionty pochazi z izolované molekuly
formamidu.

Vidime, Ze rozliseni spektrometru 1489 je tedy postacujici i k separaci téchto dvou
iontu. Pii standardnim nastaveni akvizice dat vSak tyto piky nedokazeme rozlisit
z divodu nastaveni sitky mérictho intervalu. Sbér zmérenych dat z rTOF analyza-
toru probihé v tzv. TDC (time to digital conversion) modu, kdy sbérné elektronika
¢eka, az iont dopadne na detektor v intervalu dané sitky = bin. Pokud je v tomto in-
tervalu iont detekovan, zaznamena se ¢as jeho priletu vzhledem ke start pulzu, ktery
je totozny se sepnutim napétového pulzu pro extrakei iontu do spektrometru. V pii-
padé, Ze neni iont detekovan, nezaznamend se nic. Timto zpisobem je pro kazdy
pulz extrakce zaznamenano TOF spektrum s maximalni hodnotou 1. Extrakce je
pulzovana s frekvenci 12 kHz, zaznamename tedy 12000 spekter za sekundu. TOF
spektrum je pak histogramem jednotlivych hmot. Nejmensi hodnotou pro interval
mé&feni (= bin) je v naSem experimentu 250 ps. Pt typickych dobach letu pro mo-
lekuly studované v této praci a jejich klastry v desitkdch mikrosekund se pfi takto
malém kroku méfeni dostavame na stovky tisic hodnot pro jedno hmotnostni spek-
trum. Toto mnozstvi dat pak zpomaluje jejich analyzu. Zaroven je takto maly
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interval méfeni korespondujici s ¢asovym krokem TOF spektra ve vétsiné pripadia
zbyteény. Pfi hmotach molekul a klastri v fadu stovek Da, to vede na hmotnostni
spektra s nékolika stovkami bodi na jednu hmotu. Ve vétsiné pripadi je proto
méfime s intervalem 4 ns (bin = 16 x 250 ps = 4 ns) a tedy desitkami tisic bodi.
Priklad méfeni a prislusny vypocet rozliSeni je na obr. 2.9. Pokud je vyzadovano
meéreni s vysokym rozliSenim, je tfeba si uvédomit vliv sitky mériciho intervalu, jak
je znézornéno na tvarech pika na obr. 2.11. V naSem piipadé slo o méfeni molekul
formamidu, kde byla snaha o rozliseni dvou piki pro anionty O~ a N H, na hmoté

16 Da.

57,6 57,8 58,0 58,2 58,4
1200 , . , . , . , . , 1200
1 — = — N-methylformamid, klastry, Ne 1
1000 - Gaussian fit 41000
1 Model Gauss -
Equation y=y0 + (A/(w*sqrt(Pl/2)))*exp(-2*((x-xc)/w)"2)
800 Reduced 1063,6531 — 800
Chi-Sqr
® u Adj. R-Square 0,97325 ]
byt Value Standard Error
N ) 100 0
CIC) 600 4 xc 5700845  985039E-4| — 600
- w 0,03303 0,00157
£ | A 38,67201 1,64963 |
sigma 0,01652
FWHM 0,03889
400 — Height 934,1333 — 400

< 200

Obrézek 2.9: Detail hmotnostniho spektra mérené molekuly N-methylformamidu
(ve formé klastr) pro vypocet hmotnostniho rozliSeni: pik pro aniont mateiské
molekuly je prolozeny Gaussovskou funkei.

Vy$&si rozliSovaci schopnost R pro rTOF spektrometr byla vypocétena na zakladé
parametri z fitu (obr. 2.10) pro rozlisitelné piky aniontii o hmoté 16 Da pochéazejicich
z méfeni izolované molekuly formamidu prolozeného Gaussovskou funkci,

M~ 16,15558u

= = =14
FWHM  0,01078u I8

R

35



16,08 16,10 16,12 16,14 16,16 16,18 16,20 16,22
50000 T T T T T T T T T T T T T T 50000
4 —X—Formamid, izolovana molekula E
Gaussian fit
Model Gauss
40000 < equation y=y0 + (A/(W*sqrt(PI/2)))"exp(-2*((x-xc)/w)"2) ~ - 40000
Reduced 1,8394E6 / N H
Chi-Sqr n 2
Adj. R-Square  0,98004 O
h Value Standard Error Model Gauss E
¥0 46 0 Equation y=y0 + (A/(w*sqrt(PI/2)))*exp(-2*((x-xc)/w)"2)
x 16,13205 1,54354E-4 Reduced 2,81991E6
30000 - w 0,01118 3,1354E-4 Chi-Sqr - 30000
© A 41054071 9,86764 Adj. R-Square 0,98315
byd sigma 0,00559 Value Standard Error
N FWHM 0,01317 0 a7 0
C 1 Height  29295,60358 xo 1615558 1,41605E4|
q) w 0,00916 2,8417E-4
"E A 410,17865 10,99862
i 0,00458
— 20000 pviied 00107 -{ 20000
Height 35739,35653
10000 - 10000
0 oo XXXIOKHXHKIIIHXHXIXIIXIXXXX X0 O
T T T T T T T T T T

T T T T
16,08 16,10 16,12 16,14 16,16 16,18 16,20 16,22

m/z

Obrézek 2.10: Detail hmotnostniho spektra izolované molekuly formamidu: piky pro
anionty O~ a N H, , pochézejici z matefské molekuly, jsou prolozené Gaussovskou
funkei.

kde M~ je zméfena hmotnost pro aniont NH;, pochazejici z materské molekuly
formamidu a hodnota FWHM ziskané z fitu predstavuje sitku piku v poloviné jeho
vysky.

Na dalsim obrazku 2.11 jsou €ervené znazornény piky, které bychom ziskali pti
pouziti béznych rozliseni 8 x 250 ps pro méreni hmotnostnich spekter v kladném
modu a 16 x 250 ps pro méfeni hmotnostnich spekter v zdporném modu. Naopak
piky skutecné namérené vyznacené modre byly ziskany pfi rozliseni cca 2 x 250 ps.
Jak vidime z obrazku, bézné pouzivana sitka meficiho intervalu 4 ns (16 x 250 ps) by
vSak neumoznila separaci téchto hmot ani pfi redlné vyssim rozliseni spektrometru.
V pripadé TOF spektrometri, které nedisponuji dostatecné rychlym sbérem dat je
pak jedinou moznosti prodlouzeni doby letu ionti.
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Obrazek 2.11: Detail hmotnostniho spektra izolované molekuly formamidu: piky pro
anionty O~ a N H, , pochézejici z matetské molekuly, a cervené prolozené tak, jako
by byl krok méreni 8 x 250 ps nebo 16 x 250 ps.

RozliSovaci schopnost R pro kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr:

Jak jiz bylo uvedeno, kvadrupolovy hmotnostni spektrometr se vyznacuje spise
energetickym rozliSenim, nez tim hmotnostnim. Pro ilustraci hmotnostniho rozli-
Sovaci schopnosti R je na obr. 2.12 vykreslen pik aniontu [M — H|~ z L-cysteinu
mefeného v jeho izolované formé podléhajici reakci DEA na kvadrupoélovém hmot-
nostnim spektrometru. Hmotnostni rozliseni R se pohybuje kolem hodnoty 100 a
tato hodnota je i maximalni hodnotou rozliseni R, ktera mize byt na na tomto
hmotnostnim analyzatoru dosazena.
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Obréazek 2.12: Detail hmotnostniho spektra izolované molekuly L-cysteinu pro ilu-
straci hmotnostniho rozliseni R kvadrupoélového hmotnostniho spektrometru: zmeé-
feny pik pro deprotonovany aniont matefské molekuly L-cysteinu.
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Vysledky a diskuze

Tato kapitola shrnuje vlastni vysledky ziskané mérfenim disociativniho zachytu
elektronu na vybranych molekuldch aminokyselin: L-cysteinu a L-valinu a na mole-
kulédch amidi: formamidu a N-methylacetamidu. Tyto vysledky byly ziskany pouze
v rdmci méfeni na experimentalnim zaiizeni CLUB, které umoznuje studovat hyd-
ratované i nehydratované molekuly a tedy i bezprostiedni vliv prostiedi na reakci.
V pripadé méfeni molekuly L-cysteinu jsou zde navic uvedeny i vysledky métreni
pro DEA na izolované molekule L-cysteinu v jeji plynné fazi za pouziti elektro-
nového zéachytového spektrometru. Uéelem tohoto dodatkového méFeni L-cysteinu
byla snaha o blizsi provéreni pricin jeho dekompozice porovnédnim experimenti za
presné definovanych podminek s predchozimi experimentalnimi studiemi pro izo-
lovanou molekulu. Méfeni pro molekuly L-cystein a L-valin probéhlo jiz v rdmci
vyzkumného tikolu [1]. Tato préce je rozsifena o méfeni sloucenin formamidu a N-
methylacetamidu a podrobnou analyzu vsech vysledki.

Studovana reakce DEA na vybranych slouceninach je obecné charakterizovina za-
chycenim nizkoenergetického elektronu na molekule aminokyseliny /amidu a vznikem
prechodného matetského iontu (v této praci se jedna o (Cys™)*, (Val™)*, (formamid™)*,
(N-methylacetamid~)*). Takovy pfechodny iont je nestabilni a v disledku nadbytku
energie se rozklada mnoha reakénimi kanaly (viz. rovnice 1.3 a-c). V praci jsem se za-
mérila na studium vlivu vodného prostiedi na proces DEA. Ziskané vysledky méfeni
pro studované reakce za riznych experimentalnich podminek budou v této kapitole
porovnavany spole¢né s jiz diive namérenymi daty a nasledné diskutovany.

3.1 L-cystein

Disociativni elektronovy zachyt na molekule L-cysteinu

Na experimentéalnim zarizeni CLUB jsme studovali disociativni zachyt nizkoener-
getickych elektroni na nehydratované a hydratované molekule L-cysteinu a pozo-
rovali jsme tak vliv vodného prostiedi na reakéni kanaly reakce. Vysledkem tohoto
meéfeni jsou dvé namérend hmotnostni spektra v zaporném modu usporadana na ob-
razku 3.1. Pfi méreni se interval energii elektronti pohyboval v rozmezi hodnot od 0,9
do 4,9 eV s krokem 0,2 V. [1] Vysledné spektrum je tedy vzdy souctem 21 spekter.
Na kazdém z grafii je hmotnostni spektrum zméfené pro molekulu nehydratovaného
a hydratovaného L-cysteinu.
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Obrézek 3.1: Zméfenad hmotnostni spektra pro L-cystein v jeho nehydratované (na-
hote) a hydratované formé (dole) na experimentalnim zafizeni CLUB. [1]

Na grafu nahote na obrazku 3.1 (fialové) jsou vyneseny intenzity pro ionty vzniklé
z DEA na nehydratovaném L-cysteinu pfi tlaku He 1 bar. V tomto grafu lze vidét
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pouze tii vyraznéjsi piky a to pro m/z = 33, 72 a 105. Hmota 33 Da byla ur¢ena jako
thiolova skupina SH™, zaporny iont o m/z = 72 jsme uréili jako (CH,CHCOOH)™,
tedy

(Cys-NH,-SH)~. Déle hmotu 105 Da jsme piifadili aniontu cysteinu bez amino sku-
piny, tedy (Cys-NH,)~. Nedetekovali jsme iont (Cys)~, ani jeho deprotonovanou
formu (Cys-H)~ typickou pro disociativni zachyt na aminokyseliny [61]. [1]

Graf dole na obrazku 3.1 (modfe) znézoriiuje ziskana data pro disociativni zachyt
elektronu na hydratované molekule L-cysteinu za tlaku He 1,5 bar. Na tomto grafu
lze vidét nejintenzivnéjsi piky pro m/z = 33, 72, 90, 106, 108, 113 a 131. Ostatni
méné intenzivni piky lze vidét pii m/z = 50, 64, atd. Pik pro hmotu 33 Da jsme urcili
jako aniont thiolové skupiny SH™, pik 72 Da byl pfifazen aniontu (CHoCHCOOH)~
- tedy (Cys-NHy-SH) ™ stejné jako v pripadé izolované molekuly. Dalsi dva intenzivni
piky o m/z = 90 a 108 jsou iontové fragmenty (Cys-NH,-SH)™ s vodou, tedy ionty
(CH,CHCOOH + H,0)~ a (CH,CHCOOH + 2 HO)~. Hmotu 106 Da jsme uré¢ili
molekule vody a prifadili jsme je k iontim (M-COy+2H50)~ a (M-CO2+3H,0)".
[1]

Na obrazku 3.2 lze vidét priklad energetickych spekter pro anionty s m/z = 33
a 72 zaroven detekované pii méfeni DEA na L-cysteinu v jeho hydratované i ne-
hydratované formé. Energetické zavislosti byly méfeny v intervalu energii elektront
od 0,9 eV do 4,9 eV. [1]

V grafu nahofe na obrazku 3.2 jsou vyneseny dvé zavislosti relativnich intenzit
aniontit SH™ na energii elektronti. Oranzové kiivka predstavuje tuto zéavislost pro
nehydratovanou formu, modré kiivka vykresluje tutéz zavislost, ale pro hydratova-
nou formu, kde thiolovou skupinu obklopuji fddové jednotky molekul vody. Z tohoto
grafu je vidét, ze tento disocia¢ni kanal je mnohem intenzivnéjsi, pokud je vzorek
v nehydratované formé a k interakci dochézi, pokud je energie elektronu méné nez
3 eV. Nejvyssi ucinny prurez reakce roste pro elektrony, jejichz energie klesi k nami

Vv

Na obréazku 3.2 v grafu dole jsou vyneseny opét dvé zavislosti relativnich intenzit
aniont [Cys-NHy-SH|™ na energii elektroni. Zavislost pro nehydratovanou formu
symbolizuje oranzova kiivka, modra kiivka predstavuje tutéz zavislost pro hydrato-
vanou formu, kde je aniont obklopen fadové jednotkami molekul vody. Z tohoto grafu
je stejné jako v grafu nahotre vidét, Zze Géinny prurez reakce, at uz v hydratovaném
nebo nehydratovaném prostiedi, roste s klesajici energii elektronu. A pravdépodob-
nost vzniku tohoto aniontu reakci s elektrony o energiich vyssich nez 3 eV se blizi
nule. Reakce je intenzivnéjsi, pokud probiha v nehydratovaném prostiedi. [1]

Vzhledem k niz$imu energetickému rozliseni, rTOF neni vhodny k méfeni ener-
getickych spekter pro zachyt elektront. Spektra na obr. 3.2 uvadim jen jako ptiklad
mozného méteni energetickych zavislosti pro disociativni zachyt. Intenzita elektro-
nového proudu na zafizeni rTOF prudce klesa pro energie elektront pod 1 eV. Kom-
binace nizkého rozliSeni a poklesu elektronového proudu zpusobuje, Ze energeticka
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Obrézek 3.2: Zmérené energetické zavislosti relativnich intenzit anionta SH™ a (Cys-
NH,-SH)™ na energii elektronti pro L-cystein v jeho hydratované a nehydratované
formé na experimentalnim zafizeni CLUB. [1]
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spektra pro rezonance pii nizkych energiich jsou témér totozna. Proto dalsi energe-
tickd spektra v préaci neuvadim, s vyjimkou spekter potiebnych k diskuzi. [1]

Meérenim disociativniho elektronového zachytu na molekule L-cysteinu v hydrato-
vaném a nehydratovaném prostiedi jsme ziskali dvé hmotnostni spektra. Porovnejme
nase vysledky pro nehydratovanou molekulu s existujicimi experimentalnimi daty
pro izolovanou molekulu z experimentu v Berliné [61]. V Berliné detekovali ionty
s m/z = 16, 32, 33, 60, 71, 102 a 120. Naopak v nami provedeném experimentu byl
zméfen pouze pik o m/z = 33. Napiiklad pik odpovidajici aniontu deprotonované
matefské molekuly s m/z = 120 nebyl v porovnani s berlinskym experimentem zmé-
fen. Vzhledem k nizké rozliSovaci schopnosti hmotnostniho spektrometru pouzitého
v Berliné lze predpokladat, Ze fragmenty o m/z = 71 a 102 detekované v Berlinském
experimentu jsou fragmenty s m/z = 72 a 104 detekované na experimentu CLUB.
V porovnéani s berlinskym experimentem jsme nenaméfili piky o m/z = 16, 32, 60 a
120. [61] [1]

Rozdily mezi ndmi namérenymi hmotnostnimi spektry na rTOF a spektry z Ber-
lina miiZzeme pric¢itat pouziti jiného typu detektoru, dale odlisnym teplotnim pod-
minkam méreni nebo moznym zbytkim fragmenti v reakénich komoréch z pred-
chozich méteni. Otazkou zistava, zda interakce s vodou neméni strukturu cysteinu
a tim neovliviuje vysledky métfeni. Nenaméftili jsme totiz deprotonovany matersky
iont. Je mozné, ze L-cystein v trysce s vodou podléhal oxidaci za vzniku cystinu,
ktery se jesté dale tepelné rozklada na L-cystein, SH™ a S™. K zabranéni oxidace
L-cysteinu ve vodeé lze prispét napt. odplynénim vody Ns, aby se snizila koncentrace
kysliku. Nicméné nase méreni probihala v inertni atmosféfe He nebo Ne, a z to-
hoto divodu neni tieba oxidaci uvazovat. K oxidaci vzorku by tak mohlo v nasem
pripadé dochézet pouze pred jeho umisténim do napoustéciho systému. Proto jsme
méreni provedli jesté s jinym vzorkem. Toto méfeni ale pTineslo tytéz vysledky jako
v pripadé predeslého vzorku, a tak efekt oxidace povazujeme za malo pravdépo-
dobny. Detekce hydratovaného fragmentu m/z = 72 muze napovidat, Ze se molekula
L-cysteinu rozpada teplem v sublimac¢ni komote a v trysce s vodou klastruje pouze
vznikly fragment. Jinak fe¢eno, experiment mohl byt zatiZen tepelnym rozkladem
L-cysteinu za teploty blizké 216 °C [61], ackoliv nase experimentalni teplota dosa-
hovala v maximu 180 °C. Je tak mozné, Ze cystein sublimuje a v plynné fazi dochézi
pii studované teploté k jeho rozkladu. To by vysvétlovalo i pfitomnost ionti o m/z =
113 a 131. Typickym produktem dekompozice aminokyselin je COy [63], fragmenty
113 Da a 131 Da, tedy (M-CO2+42H50)~ a (M-CO5+3H50)~. Z tohoto diavodu
jsme se chtéli ujistit, Ze jsme schopni v izolované formé reprodukovat predchéaze-
jici vysledky z Berlina a uskutec¢nili jsme experimenty na elektronovém zéchytovém
spektrometru. [1]

Disociativni elektronovy zachyt na molekule L-cysteinu v izolované
forme

Tato podkapitola je vénovana méteni disociativniho elektronového zachytu na mo-
lekule L-cysteinu v jeho plynné fazi. Cilem méfeni s izolovanou molekulou bylo iden-

tifikovat pravou pri¢inu dekompozice molekuly L-cysteinu (mozny vliv teploty/ vod-
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ného prostiedi), ktera byla pozorovana béhem méfeni na experimentalnim zafizeni
CLUB. V grafu na obr. 3.3 je pro disociativni zachytovy spektrometr a jeho na-
poustéci systém se vzorkem vykreslena zéavislost zméreného tlaku na teploté. Z této
zavislosti 1ze pozorovat rostouci trend tlaku s teplotou. S rostouci teplotou se tlak
mirné zvysuje a to az do teploty 145 °C. V teplotni oblasti 145 - 150 °C dochézi k sa-
turaci tlaku a poté k zaneseni trysky provazené prudkym nartstem tlaku v napous-
técim systému spektrometru. Sublimované molekuly nebyly od¢erpévany do reakéni
komory spektrometru a proto tlak v napoustéci ¢asti se vzorkem zacal prudce vzriis-
tat. Stagnaci tlaku od hodnoty priblizné 145 °C lze povazovat za znak dekompozice,
ackoliv v literatufe je tento d&j pfipisovan teplotam od 216 °C [61] [1].

h X p=f(T)]

12 S

X X X

! I ! I 4 | ! I ! I ! |
100 110 120 130 140 150 160
TT°Cl

Obréazek 3.3: Zavislost tlaku na teploté pro ptfipad napoustéciho systému elektrono-
vého zachytového spektrometru. [1]
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Studiem reakce disociativniho elektronového zachytu na molekule L-cysteinu v jeho
plynné fazi se ve své praci z roku 2003 zabyvala skupina profesora E. Illenbergera
z Freie Universitdat v Berling. [61] Néplni jejich prace bylo studium interakei niz-
koenergetickych elektronii (< 10 e€V) s izolovanymi molekulami cysteinu. Studium
probihalo na aparatuie podobné nasemu spektrometru. Motivaci pro studium této
reakce bylo mimo jiné snaha o pochopeni mechanismii radia¢niho poskozeni
v biologickych systémech. Pro méreni bylo pouzito priblizné 50 mg vzorku cysteinu
ve formé prasku (99 %, Sigma Aldrich). Teplota béhem méfeni dosahovala 116 °C,
aby se zabranilo rozkladu molekuly. Aby predesli kondenzovéani vzorku na sténach
méiici komory, bylo tfeba udrzovat konstantni teplotu pomoci dvou halogenovych
lamp. Tlak v reakéni komoie byl 3 x 10~® mbar. Energetickou kalu kalibrovali po-
moci molekul SFg. [61] [1]

Méfreni odhalila vznik nékolika fragmentt v Sirokém intervalu energii elektronu
od 0 do 10 eV. Jednalo se o fragmenty m/z = 16, 32, 33, 60, 71 a 102. Frag-
menty s m/z = 60, 71 a 102 nebyly blize popsany, protoze anionty nebyly stanoveny
v kazdém pripadé jednoznac¢né, nicméné byla snaha alespon orientac¢né priradit jim
stochiometricky odpovidajici aniont. Zvlasté aniontem s hmotou 102 Da si ziejmé
nebyli prilis jisti, nebot je v praci zaménéna a urcovana jako hmota 101 Da. Hmota
60 Da urcena vibec nebyla. Signal m/z = 71 pfifadili k aniontu (C3H30,)~ a ko-
ne¢né signal pii m/z = 101 identifikovali jako iont (C3H3NOS)™ vznikly odtrzenim
molekuly vody a molekularniho vodiku od matefské molekuly cysteinu. [61] [1]

Vzhledem k tomu, Ze se uvedené ionty nepodarilo prifadit, soustiedili se v praci
na méné intenzivni fragmenty s m/z = 16, 32, 33 a 120. Tyto hmoty pak byly pfi-
fazeny jednotlivym aniontim. Matefsky pfechodny aniont ochuzeny o vodik
(Cys-H)~ odpovidal hmoté 120 Da, hmota o m/z = 32 predstavovala aniont siry
om/z = 16 byla pfifazena aniontu kysliku O™, nicmnéné stejné tak odpovida i iontu
amidu NH, ™, jehoz existence zde neni vyloucena. Z téchto 4 fragmentii jsou pak nej-
zakladnéjsi fragmenty mateisky prechodny aniont ochuzeny o vodik (Cys-H)~ a thiol
SH™. Dale byl po $tépeni vazby C-H navrzen vznik radikilu alaninu a samotného
alaninu béhem formovani aniontii siry S~ a thiolu SH™. Timto bylo ukizano, ze ami-
nokyseliny mohou podléhat strukturnim zménam za pusobeni sekundarnich nizko-
energetickych elektronti a zZe modifikace struktury aminokyselin muze vést ke zméné
struktury proteinu, coz vede ke ztraté aktivity takového proteinu nebo enzymu. [61]

[

Nase méreni probéhlo na elektronovém zachytovém spektrometru, kde byl zmé-
fen disociativni zéchyt elektronu na molekule L-cysteinu v plynné fazi. Vystupem
méfeni v zaporném modu jsou Ctyti grafy (a)-(d) usporadané na obréazku 3.4. V kaz-
dém z téchto grafii je vynesena zavislost intenzity iontu o ur¢itém poméru hmotnosti
k naboji na energii méfrenych elektront pro vybrané hmoty m/z = 60, 72, 104 a 120.
Tyto vybrané hmoty byly zaroven nejintenzivnéjsimi piky v naméreném hmotnost-
nim spektru. Sledovany interval energii elektronti se pohyboval v rozmezi 0 - 10 eV.
Intenzity Feshbachovych rezonanci pii vyssich energiich ale byly pod detekénim limi-
tem naseho experimentu. Na grafu 3.4 proto zobrazujeme jen ¢ast spekter 0 - 3,5 eV.
Nage namétené zavislosti jsou zaroven porovnévany se zavislostmi ziskanymi
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skupinou profesora Illenbergera v Berliné [61|. Nase data jsou znazornéna fialové,
data ziskana v Berliné pak modrte. [1]
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Obrézek 3.4: Relativni intenzity aniontii s vybranymi hodnotami m/z jako funkce
energie elektronti namérené s TEMP QMS v Praze v porovnéni s daty z experimentu
v Berliné [61]. [1]

Na obrazku v grafu 3.4 (a) jsou vyneseny dvé zéavislosti relativnich intenzit
aniontu na energii dopadajicich elektronii pro m/z = 60. Tato hmota miZe byt aniont
(CyH209)~. Zavislost je charakteristickd pravé jednim pikem, ktery byl zméfen jak
v ramci experimentalni ¢asti této prace (fialova kiivka), tak také jiz diive v Berliné
(modra kiivka). V pfipadé nasich naméfenych hodnot pik dosahoval maxima pii
hodnoté 0,06 eV. V piipadé berlinského experimentu bylo dosazeno maxima pfi
hodnoté 0,15 eV. Posun naseho ziskaného spektra vaci berlinskym hodnotdam byl
0,09 eV ve sméru klesajicich energii. [61] [1]

V grafu (b) na obrézku 3.4 jsou vykresleny energetické zavislosti relativnich in-
tenzit aniontu (CHyCHCOOH)~ o hmoté 72 Da. V nasem piipadé jsme pozorovali
rezonanci pii 0,75 eV. Skupina profesora Illenbergera zmérila rezonanci pii 0,32 eV.
Nase namétrené spektrum vici spektru ziskanému jiz diive v Berliné bylo posunuto
0 0,43 eV ve sméru rostoucich energii. [61] [1]
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Graf (c) na obrazku 3.4 obsahuje zavislost relativnich intenzit aniontu na energii
dopadajicich elektront pro m/z = 104, které jsme piiradili iont (Cys-OH)~. Fialova
ktivka predstavuje nase ziskana data pro energetickou zavislost elektroni o energiich
v rozmezi -1,3 eV do 3,18 eV. V nami zméfeném spektru lze nalézt pik v oblasti
0,1 eV. V Berlin¢ byl naméfen témeér totozny charakter spektra, jemuz dominovala
pravé jedna rezonance pii priblizné 0,17 eV. Posun naSeho spektra vic¢i berlinskému
spektru byl roven 0,07 eV ve sméru klesajicich energii. [61] [1]

Na obrazku v grafu 3.4 (d) lze vidét dvé kiivky zavislosti relativnich intenzit
aniontu na energii dopadajicich elektronii pro m/z = 120. Tato hmota odpovida
deprotonované matetské molekule L-cysteinu (Cys-H)~. Nami naméfené data jsou
zde prezentovana fialovou kiivkou, naopak modra kfivka prezentuje data ziskané
v Berliné. Obé¢ spektra vykazuji tvarové velmi podobnou nejsilnéjsi rezonanci, ktera
v nasem métfeni dosahuje maxima pii 1,38 €V a v pripadé berlinského experimentu
se maximum pohybuje v oblasti 0,99 eV. V naSem piipadé jsem zméfili jesté jednu
méné intenzivni rezonanci pro energie elektronit 0 eV. Energeticky posun naseho
spektra se pohyboval kolem 0,39 eV ve sméru rostoucich energii vzhledem ke spektru
naméfenému skupinou profesora Illenbergera. [61] [1]

Ve vsech pripadech jsme namérili spektra ptiblizné kopirujici svym tvarem ener-
getickd spektra ziskana profesorem Illenbergerem a jeho pracovnim tymem. OvSem
zjisténé posuny mezi nasimi a jejich spektry, které se neshoduji ani ve velikosti a
ani ve sméru zustavaji predmétem k diskuzi. Posuny ve spektrech pro m/z = 60
a 104 jsou nizsi nez energetické rozliseni v experimentu, které bylo 170 meV. A
miizeme je proto pokladat za potvrzeni predchozich experimeni s tim rozdilem,
ze hmota 102 Da z berlinského experimentu je ve skute¢nosti hmota 104 Da. Pro
m/z = 120 a 72 vidime vyrazny posun kolem 400 meV. Zde predpokladame, ze
je to zpusobeno rozdilnou teplotou experimenti. Rezonance pro piky m/z = 120,
resp. 72 uréené jako anionty (M-H)~, resp. (Cys-NHo-SH) ™, jsou vibra¢ni Feshba-
chovy rezonance. Jejich G¢inny prufez vyrazné zavisi na vibracni excitaci molekul.
Vyssi teplota vede k otevieni DEA reakénich kanélt pro elektrony nizsich energii. To
znamend, ze DEA muze probihat i za nize polozeného vibra¢niho stavu. Zachytovy
spektrometr o vysokém rozliseni umoznuje pozorovat rust nového piku posunutého
o energii vibracniho vzbuzeni molekuly ve sméru disocia¢ni koordinaty. V piipadé
m/z = 120 jde o excitaci OH™ skupiny pii 0,3 eV [61]. Tento posun je v souladu
s posunem pozorovanym v nasem piipadé. Tomuto vysvétleni nasvédcuje i spektrum
pro hmotu 120 Da z berlinského experimenu, které mé strukturu dvou pika. Toto
vysvétleni je plné v souladu s teplotami sublimace v nasem experimentu 63 - 67 °C,
zatimco v berlinském experimentu provadéli experiment za teploty 116 °C. V expe-
rimentech s izolovanou molekulou jsem tak ukézala, Zze k dekompozici dochazi jiz pri
145 °C a tedy rezonance zavisi na teploté. Obé tyto skutecnosti ovliviiuji spektra pro
klastry mérené na spektrometru CLUB pfi vyssi teploté. Ztizené podminky méfeni
byly zptisobeny i nizkymi reakénimi prifezy pro reakci disociativniho elektronového
zachytu na molekule L-cysteinu. Proto jsme pracovali s vyssim elektronovym prou-
dem a nizsim rozlisenim experimentu 170 meV. Tato korekce se projevila i na ndmi
namérenych spektrech, ktera vykazovala vétsi sitku v porovnani s experimenty z
Berlina. [1]
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3.2 L-valin

Studium DEA na molekulach L-valinu v hydratovaném prostiedi

V pripadé molekuly valinu jsme nemérili spektrum pro nehydratovanou mole-
kulu, nebot u¢inny prifez pro zachyt nebyl dostateény pro detekci v molekulovém
paprsku. Vliv prostfedi proto diskutujeme na zakladé méreni pfi rizném stupni
hydratace a v porovnani s pfedchozimi experimenty s izolovanou molekulou pub-
likovanymi P. Pappem a kol. [64] Ziskali jsme tii hmotnostni spektra v zaporném
mo6du uvedend na obrazku 3.5. Reakce byly méfeny pii energiich elektront od 0,1

do 4,9 eV. [1]

Na obrazku 3.5 v grafu (a) je (oranzové) vyobrazeno hmotnostni spektrum
L-valinu v hydratovaném prostiedi pti tlaku neonu 1,3 bar. Nejintenzivnéj$imi na-
méfenymi piky tu jsou ty s m/z = 16, 17, 45, 79, 116, 134, 148, 169 a 217. Signal
s m/z = 16 odpovida aniontu NHy~. Hmotu o m/z = 17 jsme pfiradili hydroxy-
lovému aniontu OH™, aniont o hmoté 45 Da by mohl byt HOCO~™ nebo CHO,™.
Aniont o m/z = 35 by mohl odpovidat (OH™+H50). Pik o hmoté 116 Da je depro-
tonovanym aniontem matefské molekuly (Val-H)~. Piky o vyssich m/z odpovidaji
klastrim aniontii s vodou (piky ozna¢ené modrou hvézdickou). Napf. posloupnost
hmot s m/z = 116, 134, 152 je posloupnosti anionti ligicich se od sebe pouze o dalsi
molekulu vody. [1]

V grafu na obrazku 3.5 (b) lze vidét hmotnostni spektrum pro L-valin (fialové)
v hydratovaném prostiedi za tlaku neonu 2 bar. Mezi nejintenzivnéjsi zmétené piky
patii ty pro m/z = 16, 17, 35, 148, 154, 164, 198, 225, 243, 261, 279, 297, 315, 333,
351, 369, 387, 405, 423, 441 a 459. V porovnani s nizsi hydrataci jsme zde zmérili

vy

nevidime. Posloupnost hmot za¢ind hmotou 207 Da, ktera je iontem (Val+(H20)s5)~,
a pokra¢uje hmotami o m/z = 225, 243, 261, 279, 297, 315, 333, 351, 369, 387, 405,
423, 441 a 459. Rada je prikladem posloupnosti aniontii, které se ode sebe lisi pouze
o dalsi molekulu vody (piky zna¢ené modrou hvézdickou). [1]

Graf (c) na obrazku 3.5 reprezentuje hmotnostni spektrum L-valinu (modie)
v hydratovaném prostiedi za tlaku neonu 2,5 bar. Hmoty vznikajici s nejvyssi inten-
zitou jsou m/z = 17, 79, 148, 169, 198, 235, 252, 261, 270, 279, 288, 297, 306, 315,
325, 333, 342, 351, 369, 387, 405, 423, 442, 460, 478, 496, 512 a 530. Hmoty o vys-
sich m/z vznikly navazanim molekul vody. Piky s m/z = 207, 225, 243, 261, 279,
297, 315, 333, 351, 369, apod. znacené modrou hvezdickou predstavuji stejné ionty
jako v predchozim pripadé na obr. 3.5 (b). Piky oznacené oranzovou hvézdic¢kou jsou
¢istymi klastry molekul vody. Rada po¢ina hmotou 198 Da (Hy0)11~ a pokracuje
posloupnosti iontt o m/z = 216, 234, 252, 270, 288, 306, 324, 342, 360 a 378. [1]

Hmotnostni spektra pro DEA na L-valin v hydratovaném prostiedi byly ziskany
pii tfech ruznych tlacich Ne: 1,3 bar, 2 bar, 2,5 bar. S nariistem tlaku rostl poc¢et mo-
lekul vody obklopujici molekulu valinu v neutralnim klastru piipravovaném béhem
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Obréazek 3.5: Zmérena hmotnostni spektra pro L-valin v jeho hydratované formé na
experimentalnim zafizeni CLUB. [1]
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expanze. V hmotnostnich spektrech jsme pak pozorovali nartst iontd o hmotéach
vysSich nez je hmotnost mateiské molekuly L-valinu (Val-H)~. Také muzeme pozo-
rovat zdanlivy pokles podilu signélu sumu s rostoucim tlakem nosného plynu. To
je zpusobeno skutecnosti, Ze vSechna spektra byla méfena ve stejném dynamickém
rozsahu (1 milion sweeps) a se stejnou intenzitou elektronového svazku. Ve spektru
roste pocet detekovanych pikt. Pokud je tento nartist rychlejsi, nez nartist a¢inného
prufezu pro zachyt elektronu, dochazi k zdanlivému nariastu Sumu v porovnani se
signalem. Ve skutecnosti vSak podil sSumu klesa. Vyhodnotit je to mozné na zakladé
poméru integrovaného signélu k Sumu na stejném intervalu pro vsechna spektra.
Tento pomér roste s hydrataci a G¢inny prufez se zvySuje. Vypoctené poméry sig-
nal/sum jsou pro vSechna tii uvedena spektra ve sméru ristu tlaku: 0,455; 1,130 a
1,691. Signéal tedy nartsté rychleji nez sum. 1]

Ve vSech tfech spektrech jsme zméfili fragment o m/z = 79, ktery jsme nebyli
schopni identifikovat. P¥itomnost bromidu byla vylouc¢ena, nebot pak by byl v ramci
izotopi ve spektru piitomen i pik o m/z = 81. Pt nizké hydrataci detekujeme ionty
[(M-H)+(H50),] ™, zatimco pii vysoké hydrataci vznikaji ionty [M+(H20),|". V za-
vislosti na poc¢tu zachycenych molekul vody tedy dochazi k uzavirani tohoto reaké-
niho kanélu pro DEA reakci vedouci na dehydrogenovany mateisky iont. Zda se, ze
se jednéa o prahovy jev, nebot chovani molekuly L-valinu pfi riizné hydrataci se takto
méni skokové. Divod muze byt Cisté energeticky. S nartstem poc¢tu molekul vody
se kanal pro vznik klastra [(M-H)+(H20),|™ uzavird. Exotermni proces odstépeni
vodiku od materské molekuly je s roustoucim poc¢tem okolnich molekul vody tlumen,
az k odstépeni nedochézi viibec, nebot molekuly vody pohlti nadbyte¢nou energii
materské molekuly, vedouci jinak k jeji disociaci. Druhou moznou pfi¢inou takové
zmény chovani muze byt zména struktury valinu z neutrélni formy v plynném stavu
na zwitterion, kdyz dosahuje klastr matetské molekuly a molekul vody urcité veli-
kosti. Na zékladé vypoctu bylo ukdzano, ze molekula aminokyseliny valinu ve formé
zwitterionu je stabilni, kdyZ je obklopena alespon 5 molekulami vody. [65] Pro DNA
béaze bylo pozorovano uzavieni kanalu pro vznik aniontu M-H uz za nizké hydratace.

1]

Pro nékteré hmoty v této préaci by bylo teoreticky mozné nalézt vice struktur.
V tom piipadé€ bylo tfeba nalézt hodnoty elektronovych afinit pro mozné vzniklé
ionty. Elektronové afinita vyjadifuje mnozstvi energie uvolnéné v déji, kdy z atomu
v zakladnim stavu vznika aniont. V pripadé, Ze existuje vice anionti, které lze pri-
radit jedné hmoté, pak s nejvétsi pravdépodobnosti vznika ten, jehoz elektronova
afinita je nejvyssi. Nicméné u fragmentace molekuly valinu reakci DEA bylo mozné
urcit strukturu fragmentu ihned, nebot se vzdy ukézalo, Ze z hypotetickych struktur
existuje dle idaje o elektronové afinité praveé jedna. V piipadé valinu se jednalo pouze
o dvé neur¢ené hmoty a to m/z = 31 a 45 s hypotetickymi strukturami CH;O~ nebo
CH30°® a HOCO® nebo HCO,™. V databazi NIST jsme pak nalezli stabilni anionty
jen pro struktury CH30~ a HOCO® s afinitami 1,569 ¢V a 1,510 eV [62]. [1]

Studium DEA na molekulach L-valinu v jeho plynné fazi

Disociativni elektronovy zachyt na izolované molekule L-valinu byl studovan a
nasledné publikovan roku 2006 skupinou na Univerzité Komenského v Bratislavé
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rovnéz na aparature se zkiizenymi svazky. Méreni byla provedena s energiemi elek-
tront od 0 do 14 eV a s energetickym rozlisenim 150 meV. Spektra byla zkalibrovana
pomoci molekul SFg. Valin v pevném stavu byl sublimovan pfi teploté 140 °C. [64]
[1]

Vystupem prace [64] byla zméfenéd energetickd spektra pro nejvice intenzivni
detekované ionty. PTi energii elektronti 1,12 eV byl pozorovan vznik matetfského
aniontu ochuzeného o vodik (Val-H)™ s m/z = 116. Dale vznikaly anionty CHOO~
a COOH™ s m/z = 45. Také byl detekovan fragment s m/z = 17, ktery predstavuje
hydroxylovy aniont OH™ a pro ktery lze pozorovat nejvyssi rezonance kolem 5 a 8 eV.
vyssich nez 5 eV. Mezi tyto naméfené fragmenty patii i ty o m/z = 100, 72, 56 a
26. Aniont s hmotou m/z = 26 byl uréen jako CN~. Fragment o m/z = 56 urcili
jako C3H4O~ nebo C3HgN™. Fragment o m/z = 72 byl pfifazen k aniontu valinu
bez karboxylové skupiny (V-COOH)~ a aniont o hmoté 100 Da byl urcen jako valin
ochuzeny o hydroxylovou skupinu (V-OH)~. [64] [1]

Zavérem jejich prace je zjisténi, Ze vétSina produkti z DEA na valinu vznikla
prostrednictvim presmyku a nikoliv prostfednictvim primé disociace. Zakladem pro
takovou hypotézu je porovnani jejich vlastnich provedenych termodynamickych vy-
poctu se ziskanymi experimentalnimi vysledky. Fakticky si 1ze tohoto preusporadani
povsimnout na formaci CN™ pii energii elektronti 1,2 eV. Tato hodnota je od vy-
poctenych hodnot posunuta o 9 €V pod prahovou energii reakce za predpokladu, ze
nevznikaji nové vazby. [64] [1]

Nase experimenty probihaly ve vodném prostiedi, zatimco bratislavsky experi-
ment byl uréen piimo pro izolované molekuly L-valinu [64]. Elektronovy zéchyt pak
vyrazné ovliviuje vodné prostiedi. Vidime, Ze s rostouci hydrataci celkovy iontovy
signal narusté, ac¢inny prifez pro zachyt je tedy vétsi. Na druhé strané uz nedo-
chazi k fragmentaci, vyjma formovani NHy ™ ionti. Ackoliv by mohl v tomto piipadé
ukdzano (at uz experimentalné, resp. na zékladé termodynamickych vypocti), ze
tento iont za nami studovanych energii elektroni (< 5 eV) nevznika [64], resp. [66].
P11 nejvyssi hydrataci (az nékolik desitek molekul vody v klastru) prakticky dochézi
k uplnému potlaceni jakékoliv fragmentace. [1]

Porovnejme naSe vysledky s vysledky z méfeni pro izolovanou molekulu [64].
Hmoty, které se ani v jednom z nasich tii zmérenych spekter neobjevily, byly m/z = 26
(CN7), 56 (C3H4O0~ nebo C3HgN™), m/z = 72 (Val-COOH)~ a m/z = 100
(Val-OH)~. Vznik aniontu OH™ z valinu pii nizkych energiich nebyl popséan. V dii-
v&jsi praci byl uveden termodynamicky prah pro primou disociaci 2,6 €V [64]. Rov-
néz lze Tici, ze tento fragment nemuze pochazet z molekuly vody, nebot ta disociuje
za energie elektronu > 5 eV. Tento predpoklad potvrzuje pokles signalu OH™ s
nartistajici hydrataci. Lze tak pfedpokladat, ze iont vznikd z valinu po presmyku
vodiku [64]. Fragmenty s hmotami 72 a 56 Da vznikaji vyhradné v rezonancich pii
energiich elektroni > 5 eV. Méfeni v této energetické oblasti jsme rovnéz uskutecnili
a v soucasné dobé pracujeme na jejich analyze. Hlavni rozdil je, Ze nepozorujeme
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hmoty 26 Da a 100 Da. V préaci P. Pappa byly provedeny vypocty termodyna-
mickych prahu pro tyto reakéni kanaly poukazujici na fakt, Ze ani jeden z iontu
neni mozné vytvorit v rameci pozorovani nizkoenergetické rezonance [64]. Kompli-
kovanym preskupenim atomi ve vysledném neutralnim ko-fragmentu k vzniklému
aniontu bylo dosazeno posunuti teoretického prahu do oblasti pozorované nizkoener-
getické rezonance, nikoliv vSak vsak na jeji prah. Miize to tedy znamenat, Ze tyto
fragmenty tvorily pozadi v experimentu v Bratislavé, nebo vznikaji z molekuly pfi
vyssich teplotach. Béhem naseho experimentu jsme namérili vySsi teploty v rozmezi
195 - 201 °C, pri kterych vzorek sublimoval. Molekuly jsou pak okamzité po sublimaci
unéseny proudem He/Ne za teploty 36 °C a dale chlazeny v adiabatické expanzi na
teploty nizsi nez -173 °C. V Bratislavském experimentu je sublimovany vzorek veden
efuzivni kapilarou na stejné teploté, molekuly tedy mély teplotu 142 °C. V dalsim
pokracovani studie by proto bylo vhodné zmérit i spektrum pro izolovanou molekulu
pii raznych teplotach. [1]

3.3 Formamid

Molekuly formamidu v izolované formé i v hydratovaném prostiedi byly ostielo-
vany nizkoenergetickymi elektrony o energii 0 - 15 eV a byl studovan vliv vodného
prostfedi na DEA reakci. Vystupem z tohoto méfeni je hmotnostni spektrum pro
izolovanou molekulu formamidu na obrézku 3.6 a pak hmotnostni spektrum pro mo-
lekulu formamidu ve vodném prostiedi, které je pro lepsi srovnani rozdéleno do dvou
grafti na obrazcich 3.7, resp. 3.8. Obé hmotnostni spektra byla zméfena v zaporném
modu.

V této ¢asti budou rovnéz diskutovany a porovnavany vysledky méfeni pro izo-
lovany formamid a formamid v hydratované formé s daty ziskanymi skupinou
P. Scheiera [67] z méfeni formamidu v plynném stavu. Také jsou zde uvedena ener-
getickd spektra na obrazcich 3.9 a 3.10 pro vybrané anionty pochazejici z izolované
molekuly formamidu ziskana nami a experimentélni skupinou v Innsbrucku a energe-
tické spektrum iontu o hmoté 44 Da z nehydratované molekuly formamidu ve formé
klastri. Energeticka spektra dokladaji posun energetickych rezonanci k vys$sim ener-
gifm pro formu klastru, zatimco fragmenty z izolované molekuly byly ziskédvany i pti
nizsich energiich elektront.

Studium DEA na molekulach formamidu v jeho plynné fazi

Nejprve jsme zméfili izolovanou molekulu formamidu podléhajici reakci DEA.

Graf na obrazku 3.6 pfedstavuje namérené hmotnostni spektrum molekuly forma-
midu (fialové), v jeho izolované formé&, podrobené reakei disociativniho elektronového
zéachytu pri méreni napousténim par formamidu do reakéni komory experimental-
niho zarizeni CLUB za teploty 50 - 60 °C. V tomto grafu lze vidét tii nejintenzivnéjsi
piky. Jednim z nich je pik pro anionty mateiské molekuly o m/z = 45. Dalsim in-
tenzivnim pikem je m/z = 16, odpovidajici aniontim kysliku O~ a amidu NH, ™.
Detail pro tyto dva piky je zachycen na obr. 2.10. Nejintenzivnéj$im pikem je pik
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pro hmotu 19 Da, ktery lze urcit jako H3O~. V poradi klesajicich intenzit pak lze
rozlisit piky pro m/z = 26, 42, 44, 17 a 15. Anionty s m/z = 26 jsme prifadili k CN™,
anionty s m/z = 42 jsme identifikovali bud jako OCN~, necbo CNO~ (fulminat) a
pik s m/z = 44 byl ur¢en jako aniont |[M-H|. Déle zméfeny pik s m/z = 17 byl
pfifazen aniontu OH™ a pik s m/z = 15 pravdépodobné odpovida aniontu CHs ™.
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Obréazek 3.6: Hmotnostni spektrum s vyzna¢enymi hmotami pro izolovanou mole-
kulu formamidu po interakci s elektronem formou DEA.

Disociativni elektronovy zachyt na izolované molekule formamidu studoval
T. Hamman a kol. [67]. Motivaci zde uvedené experimentalni prace s molekulou for-
mamidu byla hypotéza, nasledkem které byla tato molekula uvazovana jako potenci-
alni ¢inidlo pro elektronem indukované reakce na povrsich. Cilem prace bylo zjistit,
jaké zde probihaji nizkoenergetickym elektronem indukované dominantni procesy a
zda existuje reakéni kanal vedouci ke vzniku fragmentii se stechiometrii NHy ™. Vy-
zkum byl proveden ve spolupréci Univerzity Brémy a Univerzity Innsbruck. Predmé-
tem studie byl disociativni zachyt elektronu v intervalu energii 0 - 18 eV na izolované
molekule formamidu v plynné fazi. Experimenty byly provedeny pomoci techniky
zk¥izenych elektron-molekulovych svazki. Ionty byly detekovany na hmotnostnim
spektrometru sektorového pole (VG-ZAB) s fokusaci druhého fadu a s vysokym roz-
lisenim hmot. Cely napoustéci systém a komora byly kontinuélné zahiivany na tep-
lotu 55 °C, tlak pro pifvod formamidu dosahoval 1,8 x 107 - 2 x 10~° mbar. Cely
iontovy zdroj byl zahfivan na teplotu od 210 - 220 °C, ¢imz chtéli predejit konden-
zaci na sténéch reakéni komory a ¢ocek. Kalibrace energetické skaly pristroje byla
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provedena pomoci molekul SFg. Pro rozliSeni rozliénych zptsobu stépeni vedoucich
k totoznému fragmentu byla pouZzita technika deuterace. [67]

Vysledkem jejich méfeni byla hmotnostni spektra mérena v zdéporném modu a
energeticka spektra pro vybrané anionty s energetickym rozsahem 0 - 18 eV. Ve zmé-
fenych hmotnostnich spektrech pro anionty pozorovali piky s vyznamnou intenzitou
pro hmoty: 26 Da (CN7), 42 Da (OCN™), 44 Da ([M-H|~), 1 Da (H") a 16 Da (O,
NH,7). V nékterych pripadech jedna hmota pfifazené k jednomu sumarnimu vzorci
vede k riznym strukturnim vzorciim, coz mize byt zplisobeno reorganizaci skeletu
formamidu béhem disociace. K tomu v8ak z termodynamického hlediska dochézi
pouze pii vysSich energiich elektroni. V jejich praci byli schopni odlisit fragmenty
O~ a NHy™ o hmoté 16 Da pomoci deuterace a méfenim hmotnostniho spektra
s vysokym rozliSenim. 7 energetickych spekter, napt. pro hmoty 42, 44 a 45 Da, lze
pozorovat rezonance mezi 2 - 2,6 €V, 6,5- 6,9 eV amezi 11,3 - 12 ¢V. Pro hmotu 16 Da
lze v grafu pro energetickou zavislost elektronii pozorovat maximum pii 5,5 eV. Pro
hmotu 29 Da je maximum rezonance v oblasti 5,2 eV. DEA na molekule formamidu
vedouci ke vzniku aniontt tak zjevné probiha prostfednictvim alesponn 3 rtuznych
rezonanci. Nejintenzivnéjsim pikem byl ten pfifazeny aniontu CN~ na hmoté 26 Da.
Vznik takového aniontu by ale musel byt doprovizen rozsahlou vazebnou pieorga-
nizaci. Tento jev je v praci vysvétlovain moznou dekompozici formamidu ve zdroji
iontu. Tepelna dekompozice formamidu je dobfe znamé a dochazi k ni pii teplo-
tach od 210 °C. Jejimi moznymi produkty jsou NHz s CO nebo dvojice molekul
HCN a H50. Nicméné ani jedna z uvedenych dvou moznosti v pripadé jejich méfeni
ziejmeé nenastala. Ackoliv druhy z uvedenych pripadii byl ¢astec¢né podporen detekei
aniontu kysliku O~ s rezonanci v maximu pii 6,5 eV, dalsi dvé charakteristické re-
zonance pri 8,5 a 11,8 eV pro tento aniont vznikly z molekuly HoO uz namereny
nebyly. [67] bylo nalezeno pouze prvni maximum. Vysvétleni spociva v tom, Ze dete-
kovan& hmota 16 Da neni aniontem kysliku O~ z HyO, ale naopak aniontem NH,™.
Tento iont ale nevznikl tepelnym rozkladem z molekuly amoniaku NHj, nebot nebyla
kromé rezonance pii 5,6 eV pozorovana zaroven dalsi charakteristickd rezonance pro
tento dé¢j pii 10 eV. Tepelna dekompozice formamidu byla v jejich préci vzhledem
k vysledkim vyloucena. Vznik aniontu CN™ pfi nizké energii elektront za preuspo-
radani vazeb byl pozorovan i u jinych molekul napf. valinu, acetonitrilu, acetamidu,
apod.[67] a je zpuisobena vysokou elektronovou afinitou CN (3,862 eV, [62]).

Zavérem prace T. Hammana a kol. [67], kterd je zaméfena na elektronem in-
dukované reakce na povrsich, jsou nésledujici pozorovani. Pii energiich elektront
2 eV, 6,5 eV a7 eV se formuji anionty CN~, a OCN™ a HCONH™ o hmotach 26,
42 a 44 Da. Aniont NHy™ miize vzniknout az v sekundarnim procesu nasledujicim
proces aktivace ¢i rekombinace, pfi kterém dojde k odtrzeni vodikového radikalu
H' a ke vzniku aniontu CONH,~. Dale bylo ukézano, ze disociace vazby C-H na-
stava v horizontu energii elektrontt od 6 do 8 €V a naopak k disociaci vazby N-H
dochézi v oblasti nejnizsich rezonanci [67]. Existuje predpoklad, ze podobné rezo-
nance by mohly zpiisobovat poskozeni peptidové vazby nizkoenergetickymi elektrony
[40]. V nasich méfenich s izolovanou molekulou formamidu jsme v porovnéni s daty
z Innsbrucku detekovali vSechny vyse uvedené hmoty a déle jsme pozorovali dalsi
intenzivni piky pro hmoty 19 Da a 45 Da, které jsme prifadili k iontim H30~ a
[M]~.
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Disociativni elektronovy zachyt na molekule formamidu v hydratova-
ném prostredi

Po méfeni molekuly v izolované formé jsme provedli experiment i pro molekulu
v hydratovaném prostredi.
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Obréazek 3.7: Hmotnostni spektrum pro hydratovany formamid po interakci s elek-
tronem formou DEA, detailni pfiblizeni do m/z = 50.

Na grafu na obrézku 3.7 je vykreslen detail hmotnostniho spektra hydratovaného
formamidu (modfe) podléhajiciho reakci DEA. Tento detail spektra umoziuje porov-
nani rozdilid ve zmérenych hmotnostnich spektrech pro hydratovany a nehydratovany
formamid. Celé hmotnostni spektrum lze pak vidét na obrazku 3.8. Na pfiblizeném
hmotnostnim spektru zobrazeném do m/z = 50, lze pozorovat 6 detekovanych pikii,
z toho dva o vyssich intenzitach. Ve sméru klesajici intenzity zmétenych pikt vidime
nejdiive pik o hmoté 16 Da, ktery jsme urcili jako aniont kysliku O~ nebo amidu
NH,~. Déle si lze povSimnout rovnéz intenzivniho piku s pomérem m/z = 44, ktery
byl pfifazen aniontu [M-H|~. Dalsi zmétfené piky uz nenabyvaji takovych intenzit.
Pik o hmoté 19 Da jsme identifikovali jako aniont H3O~. Zaporny iont o m/z = 17
jsme urcili jako hydroxylovy aniont OH™. Piky o hmotach 45, resp. 42 Da jsme urcili
jako piky pro aniont mateiské molekuly formamidu, resp. pro aniont OCN™ nebo
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CNO~ (fulminat). Aniont CNO~ je znamy a stabilni iont, ackoliv v tomto piipadé
by jeho vzniku musel zfejmé pfedchézet presmyk v molekule formamidu. Naopak
ze znalosti struktury formamidu by slo pfedpokladat, ze snéze bude vznikat aniont
OCN~.
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Obréazek 3.8: Hmotnostni spektrum pro hydratovany formamid po interakci s elek-
tronem formou DEA.

Na grafu na obrazku 3.8 jsou (modfe) vyneseny intenzity ionti s pomérem m/z
vzniklé jako produkty reakce DEA na hydratované molekule formamidu za tlaku Ne
1,5 bar a za teploty 107 °C. V tomto spektru si mizeme pov§imnout nejintenzivné;j-
Sich pikii v oblasti vyssich hmot, které predstavuji vodni klastry formamidu a ¢isté
vodni klastry. Ve sméru rostoucich hmot jsme detekovali piky pro hmoty 89 Da,
134 Da a 179 Da, kter¢ jsme urcili jako anionty [Ma-H| ™, [M3-H|™ a [M4-H|~, lisici
se 0 molekulu formamidu a tvotici fadu (vyznaenou rizovou hvézdickou) poéina-
jici hmotou 44 Da. Hmoty 107 Da a 152 Da by mohly predstavovat dvojici iontt
[My-H+-H,0]~ a [M3-H+H,0|~, lisici se opét o molekulu formamidu. Tato fada je
vyznacena modrou hvézdickou. Piky m/z = 163 a 208 by mohly odpovidat anion-
tam [M3+CO]~ a [My+COJ~ a jsou oznaeny zelenou hvézdickou. Pik s m/z = 180
predstavuje intenzitu vzniklého aniontu [My|™ nebo klastru ¢isté vody [HoO]~ (fada
oznaCena Cervenou hvézdickou) a spoleéné s molekulami vody tvoii dalsi ionty a
klastry reprezentované piky m/z = 198, 216, 234, 252, 270, ... Piky m/z = 207, 225,
243, 261 a dalsi odpovidaji fadé, jejiz ¢leny se lisi o molekulu vody (¢erna hvézdicka).
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Rada zac¢ina hmotou 207 reprezentujici aniont [M+ (Hy0),|™. V hydratovaném pro-
stfedi jsme nezmérili matetsky iont, pouze jeho deprotonovanou formu. Naproti tomu
anionty matefské molekuly s navazanou vodou maji charakter [M+(H50), ]~
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Obrazek 3.9: Relativni intenzity aniontd s vybranymi hodnotami m/z = 16 (nahote)
am/z = 19 (dole) jako funkce energie elektroni naméfené s rTOF v Praze (modie
a Cervené). Energetickd zavislost pro hmotu 16 Da byla rovnéZz porovnéana i s daty
z experimentu z Innsbrucku (¢erné) [67] a v tomto ptipadé lze v ¢ervené kiivce roz-
poznat energetické rezonace pro aniont kysliku O~ z molekuly formamidu. Modréa
kfivka je pro aniont NH,™, zelena kiivka v grafu nahofe predstavuje 10krat zna-
sobené relativni intenzity pro hmotu 16 Da (¢erné) zméfené v Innsbrucku. Razova
krivka v grafu nahote zobrazuje energetickou zavislost pro hmotu 16 Da a nehydrato-
vané klastry méfené v Praze. Ostatni zde uvedené zavislosti jsou pak pro izolovanou
molekulu. [67]
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Obrézek 3.10: Relativni intenzity aniontd s vybranymi hodnotami m/z = 42 (na-
hote), m/z = 44 (uprostied) a m/z = 45 (dole) jako funkce energie elektrontt nameé-
fené s r'TOF v Praze. Oranzova kiivka v grafu nahote predstavuje 23,7krat znasobené
relativni intenzity pro hmotu 42 Da (modfe) zméfené v Praze. Vechny tii energe-
tické zavislosti jsou porovnavany zaroven s energetickymi zavislostmi z experimentu
z Innsbrucku (¢erné) a zelena kiivka prezentuje energetickou zavislost pro hmotu
44 Da pro hydratované klastry zmétené v Praze. [67|
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Iont, ktery jsme zaznamenali s nejvétsi intenzitou u izolované molekuly forma-
midu byl aniont H30~. Tento iont byl detekovan jak v piipadé izolovaného forma-
midu, tak v pfipadé jeho klastrové formy podléhajici reakci DEA, nicméné tam uz
jeho intenzita byla mnohem niz§i. V praci T. Hammana v8ak tento aniont nefigu-
ruje [67]. V grafu na obr. 3.9 dole lze vidét energetickou zéavislost hmoty 19 Da pro
piipad méreni na izolované molekule formamidu. Maximum rezonance lze nalézt pti
cca 6,5 eV.

Na obr. 3.9. nahote vidime energetické spektrum pro anionty detekované s hmotou
16 Da, korespondujici s anionty O~ a NHy™. Na zakladé uvedenych energetickych
zéavislosti pro tuto hmotu ziskanych pii méreni v Praze a v Innsbrucku lze konsta-
tovat, ze v pripadé izolované molekuly vznikaly oba dva ionty s velmi podobnou
intenzitou. To je ovSem patrné i z obr. 2.10. V pfipadé hydratovanych klastri vi-
dime z profilu energetické zavislosti pro hmotu 16 Da podobnost s rezonancemi pro
aniont kysliku vznikly z izolované molekuly formamidu. Rovnéz si lze povsimnout,
Ze s rostouci hydrataci je posun a nartist rezonanci ve sméru k vysSsim energiim.

Anionty s m/z = 26 byly zméfeny pouze na izolované formé a to jak u nas, tak
v Innsbrucku. Vznik tohoto iontu z izolované molekuly valinu [64], acetamidu [68],
formamidu [67] a dalsich byl pozorovan jiz dfive a jeho vznik je dan preusporadanim
vazeb. Aniont s m/z = 42 je vice dominantni pro hmotnostni spektrum izolované
molekuly nez pro hmotnostni spektrum molekuly formamidu ve formé klastrii, kde
je jeho intenzita témeér zanedbatelna. V energetickych spektrech panuje vysoka po-
dobnost pro tuto hmotu z izolovaného formamidu méreného v Praze i v Innsbrucku.
Jak je ale pro vSechny hmoty patrné, v nasem piipadé jsou rezonance pii nizkych
energiich <3 eV intenzivnejsi. Intenzita elektronového svazku je zde pri téchto ener-
giich elektront nizki. To je zfejmé zptisobeno mnohem kratsim casem pro detekci
aniontd v naSem experimentu. Naznacuje to, ze anionty formované pii nizkych ener-
giich maji kratkou dobu zivota. Energetické spektrum pro hmotu 42 Da lze vidét
na obr. 3.10 nahote. Rozlisujeme tii rezonance. Od 1 - 4 €V, déle od 6 - 8 €V a
posledni energetickd rezonance se nachazi v oblasti mezi 10 az 14 eV. Hmota 44 Da
urcend jako aniont materské molekuly [M-H|~ je patrna hlavné v méfenich s for-
mamidem v hydratovanych klastrech, u izolované formy je intenzita mnohem nizsi.
Pro tuto hmotu rozlisujeme dvé struktury podle mista odtrzeni H. Jednou z moz-
nosti je vznik HCONH™ s nizkou energetickou rezonanci kolem 2 eV, kdy dochazi
k poruseni vazby N-H. Naproti tomu muze rozkladem vazby C-H vznikat aniont
CONH,~ v oblasti energetickych rezonanci od 6 do 8 eV. Nami zméfené energe-
tické rezonance pro tuto hmotu jsou na obr. 3.10 uprostied. Jiz diive bylo ukazéno,
ze vodik miuze byt odstépen z hydroxylové skupiny, a to je prezentovano rezonanci
kolem 1 eV. [69] U hydratovanych klastri prvni rezonanci nepozorujeme a druhé
rezonance se nachazi v mnohem 8irsim intervalu energii (od 6 - 16 €V) s maximem
kolem 9 eV. Dalsim rozdilem v métenich predstavuje pik pro hmotu 45 Da [M]~,
ktery je v experimentech s izolovanou molekulou velmi intenzivni na rozdil od meé-
feni s hydratovanou molekulou. V grafu na obrazku 3.10 dole jsou vykresleny jeho
energetické zavislosti pro izolovany formamid méfeny v Praze a v Innsbrucku. Nami
zmérené energetické zavislosti se pro hmotu 45 Da od energetickych zavislosti téze
hmoty zmérenych v Innsbrucku lisi chybéjici rezonanci s maximem na 6,4 eV.
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Hmotnostni spektrum pro DEA na formamidu v klastrech navic obsahuje de-
hydrogenované, zaporné nabité asociaty pro 2, 3 a 4 molekuly formamidu a jejich
hydratované formy s posloupnosti lisici se o molekulu vody.

Obecné 1ze Tici, Ze izolovany formamid vytvari radikal-anionty, zatimco u forma-
midu ve formé klastri je podporoviano odtrzeni vodiku z mateiské molekuly. Izolo-
vana forma podporuje vznik ko-fragmenti H3O~ a CN~. U klastrové formy je de-
tekce téchto iontt vici sobé imérné nekolikanasobné nizsi. Nase energeticka spektra
pro uvedené ionty vzniklé z izolovaného formamidu viceméné kopirovala energeticka
spektra pro tytéz ionty z izolovaného formamidu méfeného v Innsbrucku. Z energe-
tického spektra pro hmotu 16 Da na obr. 3.9 a tvaru pika by bylo mozné odvodit, Ze
pii méreni v Innsbrucku detekovali mnohem vice aniontd amidu NHy™ nez aniontu
kysliku O~. Jednim z moznych vysvétleni by mohla byt tepelné dekompozice. Tuto
moznost podporuje i souc¢asné detekce iontu CN~. Nicméné nemusi tomu tak viibec
byt, nebot nadbytek zméfeného NHy™ vici O~ lze také vysvétlit typem pouzitého
hmotnostniho analyzatoru. V Innsbrucku byl pouzivan sektorovy hmotnostni spek-
trometr, u kterého je zasadni na jakou hmotu je v pribéhu métfeni energetického
spektra nastaven. Z jejich uvedené namérené energetické zavislosti pro hmotu 16 Da
tak 1ze soudit, Zze zméreny soubor signali se blizil hmoté 16 Da pro aniont NHy™. Pro
klastrovou formu formamidu byl pozorovan posun rezonanci spise k vyssim energiim
elektronti a narist rezonanci pii vyssich energii.

60



3.4 N-methylacetamid

Posledni slouceninou studovanou byl N-methylacetamid. Ziskali jsme dvé hmot-
nostni spektra v negativnim modu pro klastry s riznym stupném hydratace uvedena
na obrazcich 3.11, 3.12 a 3.13 s rozmezim energii elektronti od 0 - 15 eV. Ziskana
data budou vzajemné v této kapitole porovnéana, ¢astecné i s vysledky pro tvorbu
klastrit N-methylacetamidu ziskanymi v Japonsku [70].

DEA na molekule N-methylacetamidu v hydratovaném a nehydrato-
vaném prostredi

Prvnim vystupem z nasich méfeni je hmotnostni spektrum na obr. 3.11 pro
N-methylacetamid ve formé klastru s mensim zastoupenim molekul vody podléhajici
reakci DEA. Pro niz$i m/z vidime piky s m/z = 16, 17 a 19, které jsme pfiradili
k ionttm kysliku O~ nebo amidu NHy~ pro m/z = 16, hydroxylovému aniontu OH~
prom/z = 17 a aniontu H3O~ pro m/z = 19. Déle jsme detekovali nep#ilis intenzivni
ionty v oblasti 32 - 46 Da. Hmoté 35 Da jsme pfiradili zaporny iont H3O, ™. Dal$imi
maélo intenzivnimi piky jsou ty pro hmoty 42 Da a 46 Da. Pik s m/z = 42 byl pfifazen
iontu CoHyN~. Piky o m/z = 32, 33 a 46 pochazely z pozadi, nebot byl predtim v apa-
ratufe méfen thiofenol. Piky jsme v poradi pfifadili aniontim S, SH™ a NO,~. Pik
72 Dapatii dehydrogenované matefské molekule [M-H|~. Vzniklé klastry materské
molekuly ochuzené o jeden vodik tvoif fadu oznacenou rizove. Rada se sklada z na-
sledujicich fragmentt o m/z = 145 [My-H|~, 218 [M3-H|~, 291 [M4-H|~, 364 [M5-H| ~,
437 [Mg-H|~, 510 [M7-H|~. V hmotnostnim spektru lze déle pozorovat fadu z piki o
m/z = 146 [Ms] ™, 219 [M3]~, 292 [My]|~, 365 [M;]~ (oznaceno fialovou hvézdickou).
Oranzovou hvézdickou oznacené piky predstavuji klastry vody s nejblizsim klastrem
N-methylacetamidu. Vidime fadu poé¢inajici hmotou 146 Da [(M,,=1)+(H2Opn—o] ",
kdy v jednom ptipadé roste pouze pocet materskych molekul m a pro kazdy z téchto
pripadu pak existuje jesté podiada, kdy roste i poc¢et molekul vody n. Zaznamename
tedy Fady 146 [(Ma]~, 164 [(M,—3)+Hy0] ", 182 [(M,—3)+(H;0),] ", apod. Cerveng,
¢erné a zelené jsou znazornény tii fady. V kazdé z nich se klastry 1isi o molekulu vody
H,0 a tady zacinaji piky o m/z = 400 [(Ms-H)+(H20)s], 455 [(Me-H)+H20]™ a
528 [(M7-H)+H,0| .

Druhym vystupem z méteni bylo hmotnostni spektrum pro hydratovany
N-methylacetamid ve formé klastrii. Hmotnostni spektrum je pro vétsi prehlednost
rozdéleno do dvou graft na obréazcich 3.12 (m/z = 10 - 210) 2 3.13 ( m/z = 200 - 425).
V grafu na obrazku 3.12, stejné jako v predchozim diskutovaném grafu na obrazku
3.11, nalezneme piky o m/z = 16, 17 a 19. Z pozadi jsme namé&fili hmotu o m/z =
32 odpovidajici iontu S™. Anionty o hmoté 35 Da, naméfené i pro nehydratovany N-
methylacetamid ve formé klastri jsou H30, 7. Naopak nové tu lze detekovat hmotu
53 Da, ktera by mohla byt aniontem [H3O2+H,O|~ a dale se vyviji v fadu lisici se
o jednotku molekuly vody ve sméru hmot o m/z = 71, 89, 107, 125, 143, 161 a 179.
Déle jsme detekovali jsme pik 72 Da. Tento predstavuje deprotonovanou matetrskou
molekulu [M-H|~, ktera je pocatkem fady, v niZ se jeji ¢lenové lisi o hmotu materské
molekuly. Rada pokracuje piky o m/z = 145 a 218 (viz graf na obr. 3.13)

61



50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

1200 T I L I T I L I T I L I L) I L I T I L] I L I 1200
1100 _- [O]_,[NHZ]_ | — N-methylacetamid, nehydratovany| _- 1100
1/ ORI [(M-H)+(H,0) ], T
1000 ==+ - ; 7 27 n=17% L1000
MO M), (0, . 7
4004| [M_-HI], *| 4400
" * (M H)+HO) 1,
4 - + J
350 6 27 =10 350
o ] * i ; * ]
N 300 [(MH)+(H,0). ..ol - 300
[0] p i
£ 2504 *J 250
] m/z =79 ** N ]
200 4 200
150
100
50

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

m/z

Obrézek 3.11: Hmotnostni spektrum pro nehydratovany N-methylacetamid ve formé
klastru po interakci s elektronem formou DEA.

a je oznacena oranzovou hvézdickou. Dalsi fada je oznacena ruzovou hvézdickou a
zafina rovnéz hmotou 72 Da, jedna se o iont [(M-H)+(H20)¢]™ a fada pokracuje
dalsimi ¢leny lisicimi se o nasobky molekul vody. Rada pokracuje hmotami 90 Da,
108 Da, 126 Da, 144 Da, a dalsimi. Vzhledem k tomu, Ze tato fada obsahuje molekulu
vody az od hmoty 90 Da, nepfedpokladame, Ze by hmota 90 Da mohla predstavovat
klastry ¢isté vody. Navic jiz v pfedchozim hmotnostnim spektru na obr. 3.11 jsme se
setkali s fadou [(M-H)+(H20)o| . Predposledni fada je totozna s posledni uvedenou.
Zac¢ind hmotou 91 Da, pfifazenou k aniontu [M+(H20),|~ a vyviji se ve sméru hmot
om/z = 109, 127, 145, apod. Je oznacena zelenou hvézdickou. Hmotnostni spektrum
pokracuje v grafu na obrazku 3.13. V této ¢asti spektra s hmotami od 200 do 425
Da vidime konecné piky pro fady znézornéné ruzovou a oranzovou hvézdickou a
pokracujici fadu oznacenou zelenou hvézdickou. Vidime zde fadu klastri ¢istych vod
pocinajici hmotou 252 Da [(H,0)14]~. Rada déle postupuje hmotami o m/z = 270,
288, atd. a je oznacena modrou hvézdickou.

Elektronovému zachytu na klastrech molekuly N-methylacetamidu se ve své praci
vénovali Toshihiko Maeyama a Naohiko Mikami z Tohoku University v Japonsku,
vysledky préace publikovali roku 2004 [70]. V jejich experimentech byl mimo jiné
zkoumén vznik negativné nabitych klastri slou¢eniny N-methylacetamidu vhané-
nim pomalych elektronti do oblasti supersonické expanze. Tato sloucenina slouzila

62



20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
1400 u I L} T T I T T T I T L) T I T T T I T T T I T L) L) I T L) L) I T T L) ' L) L) L) ' L) 1400

[(M-H)+(H,0) _ .
[OI.INH,]  [M_-H].

i | — N-methylacetamid, hydratovany

1200 2 L1200

A\

[M+(H,O) _ 1.

[OH]
350 - / 4 350
S a00 * * 1300
g | [H302+(H20)n ol * * ]
(0]
€ 2504 Y * - 250
*
1l H.or 1
200 ]| [0 * 4 200
150 - / 150
100 4 100
50 [ 50

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

m/z

Obréazek 3.12: Hmotnostni spektrum pro hydratovany N-methylacetamid ve formé
klastru po interakci s elektronem formou DEA pro m/z = 10 - 200.

jako representativni slou¢enina pro modelovani silového pole v proteinech. Vysledky
méteni z infracervené a Ramannovy spektroskopie provedené na této molekule vedly
k nézoru, Zze N-methylacetamid v aprotickych rozpoustédlech tvori vodikové vazby
NH...O=C s analogii struktury krystala. [70].

V jejich experimentu byly pary vzorku s Ne za tlaku 5 atm vpraveny do vakuové
komory pomoci supersonické expanze pies pulsni ventil pracujici s frekvenci 10 Hz.
Tryska se vzorkem byla vyhfivana na teplotu 100 °C. Nizkoenergetické elektrony
vznikaly fotoemisi ze Zr a nésledné byly termalizovany srazkami s Ne. Rust klastra
byl po elektronovém zachytu podporen nékolikanasobnymi srazkami v oblasti super-
sonické expanze.

V préaci prezentuji hmotnostni spektrum NMA v rozsahu od monomeru az po klastry
s maximalnim poc¢tem 25 molekul NMA. Ve spektru nepozorovali monomer. To je
mozné vysvétlit absenci elektronii s velmi nizkou energii. Elektronové afinita NMA
je nizka (ptiblizné 0,015 eV [70]) a doba Zivota aniontu vzniklych p¥i vyssich energi-
ich bude kratka. Absenci elektront s nizkou energii napovida i celkovy tvar spektra,
vyrazné strukturovany s vyraznym nartustem signalu pro n > 6. Takova struktura
spekter byla jiz v minulosti pozorovana napt. pro vodni klastry pripravované podob-
nou metodou [71], [72]| a opét souvisi s kratkou dobou Zivota vytvorenych klastri.
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Obréazek 3.13: Hmotnostni spektrum pro hydratovany N-methylacetamid ve formé
klastru po interakci s elektronem formou DEA.

Ve spektrech NMA z naSich experimentu vidime jak monomer, tak i mensi klastry.
Je to zptisobené tim, ze dokazeme do reakéniho prostoru dodat vice elektronti s niz-
kou energii a rovnéz tim, ze TOF detektor je v nasich experimentech mnohem kratsi.
Zatimco v experimentu provedeném v Japonsku byly doby letu pro (NMA),,~, kde
n=2an="717,42 a 78 ps, v naSem piipadé byly doby letu jen 14 a 26 ps. Detekovali
jsme tak i ionty s mnohem kratsi dobou zivota, a proto taky naSe spektrum neni
vyrazné strukturované. Stale jsou ale v nasem spektru intenzivnéjsi signaly klastri
s vySSim n - pravé kvili jejich vyssi stabilité.

Zajimavy je fakt, Ze navzdory méfeni homogennich klastrii NMA, byly v Japon-
ském experimentu pozorovany i adukty s molekulou vody. Ty byly pozorovany jen
pron > 6 a ziejmé vznikaly z divodu malého mnozstvi vody v nosném plynu. V praci
nejsou blize diskutovany.

Na zakladé podrobné analyzy spekter v nasem experimentu vidime, ze adukty
pro n > 6 maji charakter [(M,-H)+(H20),|, zatimco adukty pro n < 6 maji cha-
rakter [M+(H20),|. Za vyraznou stabilizaci klastria pro n > 6 tak muze byt zména
struktury NMA. V tivahu pfichézi keto-enol tautomerie. Disociace vodiku z OH sku-
piny je efektivni jiz za nizkych energiich elektront, zatimco NHy skupina disociuje
ve formé NHy™ aniontu.
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Klastr zformovany interakci konjugované baze NMA s neutralni molekulou NMA
je velice stabilni [73], coz sméfuje k dalsimu moznému vysvétleni. V piipadé, ze by
exotermicita reakce aniontu s neutralni molekulou rostla s velikosti klastru, mohlo
by pfi nizs§im poc¢tu molekul dochézet k zachyceni vodiku v klastru, pricemz pro
vetsi klastry by dochézelo k jeho disociaci.

Zmérili jsme molekulu N-methylacetamidu pfi dvou stupnich hydratace. V obou
pripadech jsme detekovali pik pro hmotu 72 Da, konkrétné pro aniont mateiské mole-
kuly, ktery byl pii méfeni nehydratované molekuly jednim z nejintenzivnéjsich piki,
zatimco v ramci méfeni molekuly v hydratovaném prostiedi dosahoval pik mnoho-
nasobné nizsich intenzit. Dulezité je zjisténi, ze adukty NMA s n molekulami vody,
kdy n < 6 maji tvar [M+(H20),|. KdyZ je n > 6, maji charakter [(M-H)+(H20),.
To muze byt zpusobeno tautomerii NMA z keto formy do enolové formy, ke které
dochéazi vlivem prosttedi [70].
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Zavérecna diskuze

V této praci byla studovana reakce disociativniho zachytu elektroni nizkych ener-
gif na dvou aminokyselinach L-cysteinu a L-valinu a na dvou amidech formamidu a
N-methylacetamidu.

Nase méteni pro izolovanou molekulu potvrzuji predchozi zjisténi, ze pti nizkych
energiich elektroni < 3 €V je primarni DEA reakei deprotonace za vzniku [M-H|~.
Tento reakéni kanal byl pozorovan také pro jednoduché peptidy [74]. Vznikly volny
vodikovy atom mé dilezitou roli ve fragmentaci malych peptidi po DEA [75]. V pro-
stfedi bunky po ozéafeni pak mohou vodikové atomy, vzniklé reakci DEA na amino-
kyselinach a peptidech, vstupovat i do dalsich reakei. [76]

Dalsimi dulezitymi fragmenty, které jsme pozorovali pii nizkych energiich elek-
tront jsou fragmenty NHy™. U aminokyselin s thiolovou skupinou jsou navic in-
tenzivni i vysoce reaktivni fragmenty SH™ a S™, coz bylo prepoklddano. V pripadé
aminokyseliny valinu naopak vznikaly fragmenty OH™ a CN™.

Také byl pozorovan obecny vliv prostiedi na strukturu studovanych molekul a
jejich nésledné stépeni. Ve vodném prostiedi dochazi k poklesu az potlaceni frag-
mentace. Ukazali jsme, Ze valin disociuje jen pfi velmi nizké hydrataci. V pripadé
méfeni cysteinu tomu tak neni, nebot pozorujeme hydratované fragmenty. To ale
také mohlo byt s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobeno tepelnou dekompozici. S ros-
touci hydrataci se zvySuje intenzita vzniklych klastri s vodou. A nejvyssi hydratace
vede ke zcela iplnému potlaceni veskeré fragmentace. Samotny aniont cysteinu se
nam nepodafilo naméfit. Molekula je citliva na teplotu a podléha tepelné dekompo-
zici za teploty nizsi nez 216 °C, ktera je uvedena v literatute [61].

Meéreni amidi formamidu a N-methylacetamidu, jakozto jednoduchych modelo-
vych sloucenin pro peptidovou vazbu, vedla k nasledujicim zavértim: stejné jako
v pripadé aminokyselin, i amidy podléhaji reakci DEA za pusobeni nizkoenerge-
tickych elektront vedouci ke zméné jejich struktury a k disociaci vazeb. Izolovana
forma formamidu ve studii pro reakci DEA silné podporovala vznik radikélového
aniontu materské molekuly [M]~, H3O~ a CN—, CNO~/ OCN~. Pro pfipad tepel-
ného rozkladu byly (v ptipadé formamidu) predpokladany dva mozné kanaly roz-
padu: NH3 a CO, nebo HCN a H50. V nasem pripadé velmi pravdépodobné nedoglo
k tepelnému rozkladu zadnym z téchto dvou kanéli. Nebyly pozorovany rezonance
pro NHy~ /NHj pii 5,5 eV a 10 eV, ani rezonance pro O~ /O pii 10 eV. Byl v8ak
pozorovan zanik vazby CONH, kterd je pro peptidy charakteristicka, pfimo pfes
reakci DEA. Nehydratované klastry podporovaly vznik anionti CONH,™ ¢i OCN™
v piipadé formamidu, zde muzeme hovorit o poruSeni amidové vazby. V pripadé
N-methylacetamidu dochéazelo ke vzniku H3O™, jehoz intenzita s rostouci hydrataci
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klesa. Nicméné v nasSich experimentech vznikaly s velkou intenzitou i anionty O~ ve-
dle anionti NH, ™~ a aniont matefské molekuly [M-H]|~. Hydratované klastry obecné
naopak posouvaly energetické rezonance k vyssim energiim, tlumily vznik aniontu
matefské molekuly [M-H|~ a ostatnich fragmentt a davaly vzniknout klastriim s vo-
dou o velkych intenzitach.
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Obrazek 4.1: Nazornéa ukazka znaceni pro rozpad polypeptidu tetraglycinu [75].
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Jaky je ale pfinos naSich experimenti s modelovymi molekulami v kontextu po-
skozeni peptidi sekundarnimi elektrony? DEA na peptidy byl studovan napt. v pra-
cich M. V. Muftakhova [77] a B. Puschnigga [74]. Piiklad standardniho znaceni
pro disociaci polypeptidi je na obr. 4.1. V jejich préaci vénované elektronovému za-
chytu na dialaninu a methyldialaninu byl pozorovan vznik nasledujicich fragmentu:
[M-H|~, [IM-COOH]~, [IM-HCOOH|~, O~, NHy~ a OH~ [74]. Vysledky naSich expe-
rimenti poukazuji na to, ze fragmentace je pri nizkych energiich potlacena a naopak
nebudou vznikat ionty [M-H|~, NHy~ a OH™. Také je mozné, ze dojde k vyraznému
poklesu fragmentace spojené s vodikovym presmykem. Ten je spojen s tvorbou

M-H
~ 7z jednotlivych stavebnich prvki. Pro valin pozorujeme vznik tohoto aniontu pfi
nizké hydrataci a uzavieni reakéniho kanalu pii vyssi hydrataci. V ptipadé amidia
tento ion vznika pii nizsich i pti vyssich energiich, pricemz v okoli rezonance pii vyssi
energii nartsté jeho intenzita. Proto lze predpokladat, Ze procesy probihajici pii vys-
Sich energiich budou dilezité. Dalsi studie prokézaly, ze pro fragmentaci peptidového
zékladniho Tetézce postacuji energie elektronti v rozsahu 1 az 2 eV. [75] V préaci M.
V. Muftakhova a P. V. Schunkina [77] byl diskutovan vznik [M-COOH]~ z Gly-Ala
a Ala-Ala, ktery pro samotné izolované aminokyseliny neni typicky. Nicméné tento
proces vzniku zalezi na nékolika faktorech. Napiiklad se jedna o pocet aktivnich
vibra¢nich stupnti volnosti rozpadajiciho se iontu, kterymi mtze akumulovat svoji
vnitini energii. [77] V pfipadé aniontu ve vodném prostfedi miize byt tato ener-
gie efektivné redistribuovana mezi molekuly vody [78|. Mnohem vyznamnéjsi alohu
v poskozeni peptidi nizkoenergetickymi elektrony budou hrat Feshbachovy rezo-
nance v oblasti peptidové vazby, spiSe nez nizkoenergetické rezonance aminokyselin.
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Z.aveér

V této diplomové praci jsem se seznédmila se zékladnimi interakcemi nizkoener-
getickych elektroni s biomolekulami z pohledu radia¢ni chemie. V teoretické casti
jsem se kratce vénovala vlivu ionizujictho zarfeni na hmotu. Poté jsem se zamérila
na radiolyzu proteini, peptidi a aminokyselin. Déle jsem popsala vznik a vlast-
nosti sekundarnich elektront a s nimi souvisejici disociativni zachyt elektronu. Blize
jsem vysvétlila motivaci pro vybér studovanych aminokyselin L-cysteinu, L-valinu a
amidi formamidu a N-methylacetamidu a popsala jejich fyzikalné chemické vlast-
nosti. Také jsem se seznamila s jiz provedenymi experimenty zaméfenymi na diso-
ciativni elektronovy zachyt na téchto molekulach.

V ramci experimentalni ¢asti této prace jsem provedla vlastni experimentalni
studii zalozenou na disociativnim zachytu nizkoenergetickych elektronti na moleku-
lach L-cysteinu, L-valinu a na amidech formamidu a N-methylacetamidu za rtznych
experimentalnich podminek. Molekuly byly méreny metodou elektronové zachytové
spektroskopie v jejich klastrové formé v hydratovaném, ¢i nehydratovaném prostiedi
a byl zkouman vliv prost¥edi na reakci. Experimenty jsem uskute¢nila v Ustavu fy-
zikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR. Ziskané vysledky prezentuji v této
praci.

Ptinosem této prace jsou ziskand hmotnostni spektra a vybrané Gc¢inné prifezy
pro reakci disociativniho elektronového zéchytu na molekulédch L-cysteinu,
L-valinu, formamidu a N-methylacetamidu za riznych experimentéalnich podminek
(tlak, ne/vodné prostiedi).

Z méteni provedenych pro kazdy typ molekul jsme ziskali ¢tyti zajimava pozoro-
vani. Vznik aniontu [M-H]|~ z molekuly valinu zavisi na po¢tu molekul vody v jeho
okoli. Moznym vysvétlenim této zavislosti je transformace molekuly valinu na zwit-
terionovou formu. Také bylo zjisténo, Zze molekula cysteinu je velmi senzitivni na tep-
lotu, a proto ji nebylo mozné studovat nasi metodou. Nicméné vezmeme-li v avahu
fyzikalni procesy po ozafeni, je pravdépodobné, ze nami detekované vzniklé anionty
mohou vznikat i v redlném prostredi. Dalsim zjisténim byl fakt, ze klastry s moleku-
lou formamidu maji vzdy tvar [M-H|~, zatimco hydratované klastry zaujimaji pouze
tvar [M+(H0),|”. Posledni méfenou byla molekula N-methylacetamidu. Klastry
této slouceniny [M,|~ jsou s molekulami vody stabilni jen pro n < 6. P¥i vyssich n
se klastry methylacetamidu s vodou vyskytuji ve formé [M,-H| . Stabilizace muze
byt déana keto-enol tautomerii, anebo klastrovanim konjugované baze methylaceta-
midu s neutralni molekulou N-methylacetamidu.
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