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Zjawiska absorpcji, konwersji, a niekiedy réwniez i emisji promieniowania Swietlnego stanowig
przetomowy etap wielu fundamentalnych proceséw biologicznych. Gtéwnga role odgrywajg w nich
zwykle fotoaktywne biatka. Jednym z najwazniejszych jest nalezaca do grupy fotoreceptoréw
sprzezonych z biatkami G (GPRC) purpura wzrokowa - rodopsyna. Wystepuje ona w komoérkach
precikowych siatkowki oka glowonogéw, stawonogdéw oraz kregowcoédw i odpowiada za widzenie
skotopowe. W wyniku absorpcji fotonu chromofor rodopsyny, ktérym jest uprotonowana zasada
Schiffa 11-cis retinalu (rPBS) izomeryzuje do konformacji catkowicie-trans (rPSBT). W nastepstwie
tej fotoizomeryzacji zachodza zmiany konformacyjne w strukturze biatka i nastepuje przekazanie
impulsu nerwowego do mézgu.

Wazna grupe fotoaktywnych bioczasteczek stanowig rowniez biatka fluorescencyjne, wsréd
ktérych najlepiej poznane jest biatko zielonej fluorescencji (GFP) z meduzy Aequorea victoria.
Zaréwno samo GFP, jak i inne biatka tej rodziny, posiadajg strukture -beczki, w ktérej wnetrzu
znajduje sie fluorofor. Biatka te s3 powszechnie wykorzystywane w inzynierii genetycznej i biologii
molekularnej jako geny markerowe - do wizualizacji organelli, komorek i tkanek. Istotne znaczenie
ma ich zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej oraz jako elementéw biodetektoréw
i nanosensorow.

Ze wzgledu na znaczenie biologiczne i zastosowania praktyczne, bardzo pozadane jest
poznanie wlasciwosci spektralnych wspomnianych biomolekut oraz czynnikéw, ktoére na nie
wptywaja. Okreslenie roli otoczenia biatkowego, wptywu najblizej sasiadujgcych z chromoforem
reszt aminokwasowych, efektu obecnos$ci rozpuszczalnika czy pH $rodowiska, wymaga uprzedniego
poznania wtasciwosci samego izolowanego chromoforu. Obecnie istnieje tylko jedna
eksperymentalna metoda badania wtasciwosci spektralnych takich czasteczek in vacuo, ktorg stosuje
zesp6t badawczy L. H. Andersena z Uniwersytetu Aarhus. Umozliwia ona badanie jedynie czgsteczek
zjonizowanych, co stanowi powazne ograniczenie. Metody obliczeniowe chemii kwantowej s3 z kolei
tatwiej dostepne, tansze w uzyciu i pozbawione wspomnianej niedogodnosci.

W pracy doktorskiej zaprezentowane zostaty wyniki badan potwierdzajace, ze odpowiednio
wybrane i wiasciwie zastosowane metody teoretyczne mogg stanowic¢ bardzo dobre narzedzie do
badania wtasciwosci spektralnych chromoforéow biatek in vacuo. W toku badan przedyskutowano
wybor stosowanych na réznych etapach obliczenn metod oraz ich niektorych parametréw. Opisane
obliczenia zostaty przeprowadzone dla kilku modeli chromoforu biatka rodopsyny oraz dla szeregu
modeli fluoroforéw trzech biatek fluorescencyjnych: GFP, GFP-W?7 i DsRed. Cato$¢ pracy podzielono
na trzy projekty.
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Pierwsze zadanie badawcze miato na celu okreslenie uzyteczno$ci metody sprzezonych
klasterow w przyblizeniu drugiego rzedu (CC2) do badaniach $ciezek reakcji fotochemicznych, ze
szczegblnym uwzglednieniem miejsca przeciecia stozkowego i jego okolic. Dla réznych struktur
minimalnego modelu chromoforu rodopsyny (PSB3) sktadajacych sie na $ciezki wyznaczone na
powierzchniach energii potencjalnej stanéw So i S;1 zostaly przeprowadzone obliczenia energii.
Uzyskane wyniki poréwnano z danymi referencyjnymi (MRCISD+Q). Okazato sie, Ze metoda CC2
poradzita sobie bardzo dobrze nie tylko z obliczeniami energii dla punktéw stacjonarnych, lecz
réwniez w innych miejscach badanych $ciezek. Wartosci btedéw zgodnos$ci przebiegu krzywych
okazaly sie by¢ bardzo mate. Metoda CC2 prawidlowo przewidziata tez istnienie przeciecia
stozkowego. Zaprezentowane w pracy wyniki obliczen pokazaty, Ze metoda CC2 konsystentnie radzi
sobie z r6znymi aspektami badania $ciezek fotoreakcji, przewidujac zaréwno prawidtowa topografie,
jak i catkiem dobra topologie powierzchni energii potencjalne;j.

Efektem koncowym realizacji drugiego projektu byto uzyskanie z obliczen
przeprowadzonych z wykorzystaniem wieloreferencyjnego rachunku zaburzen (CASPT2)
zestawienia warto$ci wertykalnych energii wzbudzen elektronowych dla petnorozmiarowych
analogéw retinalu. Przeprowadzone obliczenia pozwolity na wskazanie, jak uzyskiwane z obliczen
energie wzbudzen elektronowych zalezg od metody obliczeniowej uzytej do optymalizacji geometrii
réwnowagowych. W szczego6lnosci pokazano, Ze zalezno$¢ miedzy wartoScig parametru alternacji
wigzan (BLA) danej struktury réwnowagowej, a warto$ciami bezwzglednych odchylen obliczonych
dla energii wzbudzen elektronowych, ma charakter liniowy. Jednak najwieksze znaczenie dla
metodologii prowadzonych technikg CASPT2 obliczen miato okreslenie wptywu wyboru warto$ci
modyfikujgcego hamiltonian zerowego rzedu korekcyjnego parametru empirycznego IPEA-shift, na
uzyskiwane z obliczen energie przej$¢ elektronowych. Wykorzystujac jako referencyjne dostepne
w literaturze dane eksperymentalne, wskazano jako optymalng dla badanej grupy struktur warto$¢
IPEA-shift wynoszacg 0,00-0,10 a.u. Pokazano, Ze uzycie domys$lnej warto$ci tego parametru
(0,25 a.u.) prowadzi do znacznych odchylen wynoszacych nawet 0,2-0,3 eV. Dla badanych modeli
retinalu obliczono réwniez wertykalne energie wzbudzen elektronowych metoda CC2. Otrzymane
wyniki okazaty sie by¢ znacznie mniej doktadne, niz pochodzace z obliczen CASPT2. MieScity sie
jednak w marginesie btedu metody.

Trzeci projekt obejmowat badania wtasciwosci absorpcyjnych i emisyjnych wybranych
modeli chromoforéw biatek fluorescencyjnych GFP, GFP-W7 i DsRed. Dla wszystkich uktadéw
otrzymano energie przej$¢ elektronowych metodg CC2. Dla modeli chromoforéw GFP i GFP-W7
przeprowadzono tez obliczenia metoda CASPT2. W efekcie uzyskano cenne zestawienie
wertykalnych energii przej$¢ absorpcyjnych dla badanych struktur. Dla cze$ci uktadéw uzyskano
réwniez wertykalne energie przej$¢ fluorescencyjnych oraz adiabatyczne roéznice energii.
W przypadku obliczen CASPT2 przedyskutowano wplyw warto$ci parametru IPEA-shift na
uzyskiwane energie przejs¢ elektronowych, wskazujac jako optymalng warto$¢ 0,15 a.u.
W przypadku wiekszo$ci modeli chromoforu GFP-W7 najwieksza wykorzystana do obliczen
przestrzen aktywna (zarazem najwieksza, dla ktorej obliczenia byty mozliwe do przeprowadzenia)
okazata sie by¢ niewystarczajaca.

Zawarte w drugim i trzecim projekcie badania nad parametrem IPEA-shift obecnym
w metodzie CASPT2 pozwolity na wyciggniecie ogélniejszego wniosku. Wbrew zamiarom twoércéow,
domyslna posta¢ hamiltonianu zerowego rzedu nie jest w stanie pelni¢ roli uniwersalnej poprawki
na systematyczny btagd metody. Jego optymalng warto$¢ trzeba bowiem kazdorazowo indywidualnie
dobiera¢ dla danej rodziny badanych struktur. Wyraznie zalezy tez ona od rozmiaru samej badanej
czasteczki. Mimo to trzeba jasno stwierdzi¢, ze metoda CASPT2 jest wlasciwie najlepsza obecnie
dostepng technikg obliczeniowg, ktérg mozna zastosowa¢ do badania energii przej$¢ elektronowych
chromoforéw pochodzenia biologicznego.
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