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Abstrakt: V predlozené praci studujeme chovani teplotni zavislosti *H spekter ja-
derné magnetické rezonance syntetickych deoxyoligonukleotidii. Vytvorenim smési
dvou komplementarnich fetézci DNA se umozni vznik duplext. Relativni zastou-
peni sparovanych vlaken zavisi na teploté podle van’t Hoffovy rovnice, pfi nizkjch
teplotach jsou duplexy vice preferovany. Tato prace provéruje, jaké spektralni charak-
teristiky nejlépe odrazi déje probihajici pii zménach teploty a nastinuje tak moznosti,
kterymi sméry se lze ve vyzkumu tvorby komplexti nukleovych kyselin pomoci NMR
vysokého rozliSeni dale ubirat.
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Abstract: The work is devoted to investigation into the temperature dependence of
synthetic deoxyoligonucleotide 1H NMR spectra. In the mixture of two complemen-
tary DNA strands, duplex complexes can spontaneously be formed. The percentage
of the bound in the complex strands depends on temperature according to the van’t
Hoff equation, the duplexes being preferred at low temperatures. The work exami-
nes which spectral characteristics reflect better the processes induced by temperature
changes. This enables to outline perspective directions for further NMR studies of
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Kapitola 1

Uvod

K vyzkumu vlastnosti nukleovych kyselin se ¢asto vyuzivaji oligonukleotidy, které
jsou tvoreny jen kratkym tsekem DNA ¢ RNA ve srovnani s pfirozenymi moleku-
lami vyskytujicimi se v zivych ogranismech. Oligonukleotidy maji v mnoha ohledech
velmi podobné vlastnosti a chovani jako nukleové kyseliny pfirozenych délek, ptritom
je lze snadno sledovat béznymi fyzikalnimi postupy, mezi které se radi Siroka skala
metod: infracervena a Ramanova spektroskopie, fluorescenc¢ni mikroskopie, mikroka-
lorimetrie, jadernd magneticka rezonance a dalsi.

Ocekava se, ze znalosti chovani oligonukleotidii povedou jak k zevrubnéjsimu po-
chopeni pochodu probihajicich v bunikach, tak k vyrobé novych 1€kt zalozenych na
samotnych oligonukleotidech. Ukazuje se totiz, ze i nékteré kratké sekvence s deseti
az dvaceti nukleotidy se v celé DNA bunék vyskytuji pouze jednou. Toho se souc¢asny
vyvoj 1ékl snazi vyuzit napiiklad v boji proti retrovirdlnim onemocnénim, zejména
nemoci AIDS zptisobené virem HIV. Retroviry totiz umistuji svou genetickou infor-
maci do jaderné DNA hostitelské bunky, ¢imz ji ptiméji k tvorbé virovych bilkovin
vlastnimi postupy a umozni se tak dalsi mnozeni viru. Cesta k pferuseni rozmnozo-
vaciho cyklu viru by mohla vést pfes oligonukleotidy s pfesnym potfadim bazi, které
by se navazaly pravé na tsek virové nukleové kyseliny a znemoznily by tak dalsi déje
vedouci k tvorbé proteinu.

Dtilezitou schopnosti nukleovych kyselin je utvareni duplexii. Cilem této prace je
ziskat poznatky o tom, jaké nové udaje o tvorbé a rozpadu duplexi mize prinést
jaderné magneticka rezonance vysokého rozliseni, spise nez stanovit jednotlivé termo-
dynamické parametry popisujici tvorbu dvojsroubovice. V bunééném prostiedi jsou
dvojsroubovice nukleovych kyselin velmi stabilni a jejich vznik ¢i zanik 1idi enzymy.
Ptrechod mezi duplexem a samostatnymi vlakny vsak lze uskutecnit i v laboratornich
podminkéch na oligonukleotidovém modelu, a sice zménou teploty: pii jejim zvysSo-
vani roste pocet samostatnych fetézcli v roztoku na tkor duplexi. Hlavni soucasti
této prace je proto zmeéteni sady jednoduchych spekter NMR komplementéarnich oli-
gonukleotidli a jejich smési v zavislosti na teploté v oblasti tani duplexu a rozbor
ziskanych experimentalnich vysledkt s ohledem na testovani moznosti této metodiky
v uvedené oblasti.



Kapitola 2

Nukleové kyseliny

Pro veskery zivot na Zemi hraji podstatnou roli tii zakladni druhy organickych slou-
¢enin: cukry, tuky a bilkoviny. Zatimco cukry spolu s tuky zastavaji predevsim sta-
vebni a zasobni funkce, vyznam bilkovin spociva v fizeni témét vSech chemickych
déjti probihajicich uvniti bunék. Jejich molekuly jsou zpravidla velmi slozité a tvori
je aminokyseliny spojené peptidovymi vazbami do dlouhych fetézcl. Za spravnou
¢innost kazdé bilkoviny prvotné zodpovida pravé tato posloupnost aminokyselin —
nazyvame ji primdrni strukturou. Bunka pro sviij zivot musi dokazat opakované vy-
tvaret své bilkoviny ve spravném a presné urceném slozeni, k ¢emuz nutné potiebuje
udaje o jejich primarni strukture. Ulozeni a prenos téchto tidaju zprostiedkovavaji
nukleove kyseliny.

Informace o primarni struktuie vSech bilkovin, které burka uziva, je zapsana
v deozyribonukleové kyseliné, DNA!. K vytvoieni bilkoviny podle tohoto klice musi
probéhnout nasledujici kroky: prepis neboli transkripce urcité ¢asti DNA do mole-
kuly ribonukleové kyseliny (RNA?) a poté jeji preklad — translace — probihajici na
ribozomech, kde se konecné vytvori polypeptidové vlakno.

2.1 Stavba nukleovych kyselin

Zakladnimi stavebnimi kameny nukleovych kyselin jsou nukleotidy, které se za sebe
fadi chemickou vazbou. Jsou tvorené pétiuhlikatym sacharidem a na ném navazanou
dusikatou bézi a fosfatem. Jednotlivé nukleotidy odlisuje pét riiznjch bazi: pyrimi-
dinové cytosin, thymin a uracil a purinové adenin a guanin, jejichz chemické vzorce
jsou na obrazcich 2.1 a 2.2. Obvykle se oznacuji zkratkami C, T, U, A a G. Baze se
na cukr, kterym je bud ribéza, nebo 2-deoxyribéza (vidy v 3-D-furanézové formé —
obrazek 2.3), vazi N-glykosidickou vazbou: za vzniku molekuly vody se ze sacharidu
odstépi hydroxyl od uhliku Cy/ a z béze atom vodiku (v pfipadé pyrimidinové baze

Izkratka anglického nazvu deozyribonucleic acid

2ptivod zkratky je jiz ziejmy; RNA pouzivana pro pienos genetického kédu se nazjyva medi-
atorova RNA ¢i messenger RNA a oznacuje se jako mRNA. Tim nejsou tlohy RNA v buiikdch
vyéerpany: znamé jsou napiiklad ribozoméalni RNA slouZici jako zékladni stavebni jednotka ri-
bozémtl (rRNA) ¢ transferovd RNA prendsejici jednotlivé aminokyseliny k ribozémim (tRNA) a
dalsi.

3kromé téchto bézi nazjvanych majoritni se v nukleovyjch kyselindch mohou vyskytovat i jiné,
avSak v mnohem mensim zastoupeni
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Obrazek 2.1: Pyrimidinové baze: po znézornéni zptisobu ¢islovani jednotlivych atomi na
pyrimidinovém kruhu néasleduji vzorce uracilu, thyminu a cytosinu
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Obrazek 2.2: Purinové baze: po znazornéni zpisobu ¢islovani jednotlivych atomi na puri-
novém jadie nasleduji vzorce adeninu a guaninu

od dusiku Ny, z purinové od dusiku Ny) a dojde k jednoduché kovalentni vazb& mezi
uhlikem a dusikem. Fosfatova skupina se vaze esterovou vazbou na uhlik Cs/; jednot-
livé nukleotidy se na sebe vazi esterovou vazbou mezi fosfatem a uhlikem Cs/. Z toho
plyne smérovost Fetézce nukleovych kyselin: rozliSujeme jejich 3’-konec a 5'-konec.
Molekuly RNA a DNA se od sebe odlisuji nejen rtiznym sacharidem, nybrz také
pouzitim dusikatych bazi: uracil se vyskytuje pouze v fetézcich RNA, thymin (az na
fidké vyjimky) jen v DNA; jejich funkce jsou vSak rovnocenné v obou piipadech.

HO —5/CH2 OH HO—SICHQ OH
O
4/ H H 1/
H\ 2/ H
OH OH OH H

Obrézek 2.3: -D-ribofuranéza (vlevo) a 3-D-2-deoxyribofurandza: ¢islovani atomt uhliku
se carkuje, aby se odlisilo od ¢islovani bazi

2.2 Komplementarita bazi

Volné elektronové pary na nékterych dusicich a kyslicich bazi a polarni vazba mezi
vodiky a dusiky umoznuji tvorbu vodikovych maustkd mezi bazemi navzajem. Pro
zivot zasadnim jevem je Watsonovo-Crickovo pdrovani bdzi (obrézek 2.4): vodiko-
vou vazbou se vzdy poji pyrimidinova a purinova baze, a to adenin s uracilem ¢i
thyminem dvéma mustky a cytosin s guaninem tfemi. Dvé baze, mezi nimiz dochézi
k parovani, nazyvame komplementdrni. Dvojice Fetézcii nukleovych kyselin se takto
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Obréazek 2.4: Watsonovo-Crickovo péarovani bazi. Cérkované jsou znazornény vodikové
miustky (zdroj: wikipedia.org)

mohou vazat dohromady a za vhodnych podminek (které prirozené bunééné prostiedi
obvykle spliiuje) tim stabilizovat své usporadani. Bunéénd DNA, kterd je zpravidla
tvofena vysokym poctem nukleotidi, vytvari duplexy navzajem komplementarnich
vldken; tim se rozumi takovych, jejichz baze jsou navzajem komplementarni, avsak
v opacném potadi (vzhledem k 3'- a 5'-koncim). Ke tvorbé duplexti dochazi také
naptiklad pfi transkripci mezi DNA a RNA, parovani bazi mezi mRNA a tRNA se
vyznamné podili na translaci bilkovin.

Nukleové kyseliny ticastnici se biologickych déji byvaji tvoreny velmi dlouhymi
fetézci; pro studium nékterych jejich vlastnosti je vSak casto vhodné pouzit latku
¢itajici jen nékolik nukleotidii — takové molekuly se nazyvaji oligonukleotidy.

2.3 Sekundarni struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny v pfirozenych podminkach vykazuji helikdlni strukturu, nejbéz-
néjsi konformace duplexit DNA se nazyva B-forma a tvofi ji pravotociva dvojsroubo-
vice. Tu kromé vodikovych mistkt udrzuje stohovdni bdzi (base stacking) zptisobené
pritazlivymi van der Waalsovymi silami mezi aromatickymi jadry dusikatych bazi a —
pokud je rozpoustédlem voda — hydrofobni jev, ktery utvaii uvniti dvojsroubovice
prostor, kde se uptednostiiuji vodikové mtstky mezi bazemi navzajem pied vazbami
s molekulami vody. Zaroven se zeslabuje vzajemné odpuzovani obou zaporné nabi-
tych Fetézcl, nebot jejich sacharido-fosfatové patere lezi vné Sroubovice. Stohovani



bazi napomahé k vytvoreni sroubovitého tvaru i u jednoduchych fetézcti. V tomto
pripadé ale takové usporadani narusuji vodikové mistky mezi bazemi a molekulami
vody, ¢imz je forma Sroubovice znevyhodnéna. [4]

Vznik uspofadané struktury je spojen s poklesem entropie (AS < 0), soucasné
ho vsSak doprovézi snizeni enthalpie (AH < 0) [5]. Pro tvorbu stabilni Sroubovice
energie

AG = AH — TAS. (2.1)

Tvorba duplexu tedy patii mezi enthalpii fizené déje a pri zvyseni teploty postupné
prestava byt energeticky vyhodna.

Stabilita sekundarni struktury vyznamné zavisi na mnoha okolnostech: mezi né
patfi teplota, bazové slozeni a délka Tetézce ¢i iontové prostredi. Napriklad vétsi za-
stoupeni G-C pari vede ke zvyseni soudrznosti duplexu v disledku vyssiho poctu
vodikovych mistkid mezi bazemi. Koncentrace duplexii a jednotlivych vldken v roz-
toku jsou v termodynamické rovnovaze. S rostouci teplotou dochézi k postupnému
snizovani poc¢tu duplexi, nad urcitou teplotou se uz v roztoku vyskytuji vyhradné sa-
mostatna vlakna. Tento jev ma vlastnosti fazového prechodu, mluvime proto o tans
dvojsroubovice DNA. Teplotu, pfi niz je sparovana pravé polovina vSech fetézcil,
nazyvame teplotou tani T,,.

Velmi Casto se pouziva dvoustavovy model, ktery predpoklada, ze se v roztoku
vzdy nachéazeji jen uplné oddélend vldkna a dokonalé duplexy. Model zanedbava
moznost, ze molekuly mohou byt jen ¢astecné sparované pomoci nékolika bazovych
dvojic. Rovnovazna konstanta K mezi duplexem a samostatnymi vldkny A a B pfi
shodné koncentraci obou slozek je potom dana vztahem

Cp Cp

- (2.2)

K ==
CaCp (C—=Cp)?’

kde Cy,Cp a Cp jsou koncentrace vlaken A a B a duplexi a C' celkova koncentrace
jednoho typu vlaken. Teplotni zavislost K udava van’t Hoffova rovnice

AG  AH _AS

WO =% =R " R

(2.3)

kde R = 8,314 Jmol *K~! zna¢i univerzalni plynovou konstantu. Fitem naméiené
zavislosti K na teploté lze urcit termodynamické parametry AH a AS a z nich
vyjadrit teplotu tani podle vztahu

r RlnC/2+ AS
T,  AH AH

(2.4)

plynoucim z vyrovnanych koncentraci duplexu a samostatnych vlaken v bodé tani:

Cp =3C. (2.5)



Kapitola 3

Jaderna magneticka rezonance

Zajmem jaderné magnetické rezonance — NMR! — jsou magnetické momenty ja-
der atomt, které souvisi s jejich celkovym momentem hybnosti nazyvanym jaderny
spin. Zatimco spinova kvantova cisla jednotlivych protont a neutroni jsou pravé
rovna jedné poloviné, jadra mohou byt slozena z nékolika takovych castic: skladani
spind vSech nukleonti a jejich orbitalnich momentt se projevi jako celkovy spin jadra
s kvantovym ¢islem [, které nabyva nezapornjch celociselnych nasobkt jedné polo-
viny. NMR se obvykle zabyva jadry v zakladnich stavech. Néktera jadra maji nulovy
celkovy spin (jadra sudo-sudd) — takovad nemizeme méfit magnetickou rezonanci.
V organickych latkach se nejcastéji méri takové izotopy, jez maji jednopolovinovy
spin: sem patii zejména vodik 'H, uhlik 3C, dusik '°N ¢i fosfor 3!P. Jadra s vyssim
spinem maji kromé magnetického dipélového také elektricky kvadrupdlovy moment,
coz vede k interakcim s elektrickym polem, které se v pripadé %—spinovych jader
neprojevuji.

Priimét vektoru spinu I do zvolené osy nemiize nabyvat libovolnych hodnot: pro
¢astici s celkovym spinovym kvantovym ¢islem [ — ¢ili 12 = A2%l(I + 1) — je povoleno
pouze 2! + 1 rtznych projekei, potazmo magnetickych kvantovych ¢isel

m=—l,—1+1,...,1—1,L (3.1)

VsSechny tyto sméry vektoru spinu jsou za nepfitomnosti elektromagnetického pole
rovnocenné a lezi na stejné energetické hladiné. Vlozime-li vsak takovou castici do
magnetického pole, odstranime degeneraci stavi prislusicich riznym ¢islim m a je-
jich energie se rozstépi na 2/ + 1 trovni. NMR se zabyva prechody mezi témito stavy
atomovych jader, které doprovazi absorpce ¢i vyzareni fotonu v radiofrekvenénim
pasmu.

3.1 Gyromagneticky pomér a rezonancni frekvence

Magneticky moment jadra p zavisi pfimo imérné na jeho spinu I :

pw=nlI. (3.2)

Soucinitel této timeérnosti se nazyva gyromagneticky pomeér a lisi se pro riznd jadra;
jeho velikosti pro nékteré izotopy pouzivané v NMR uvadim v tabulce 3.1.

Izkratka anglického spojeni nuclear magnetic resonance



| Jadro | Spin I | /2w [10" T 's™!] [ v [MHg] | Pfirozeny vyskyt izotopu [%] |

H | 1/2 26,75 500, 0 99, 985
21 1 4,11 76,8 0,015
BC | 1/2 6,73 125, 8 1,108
N 1 1,93 36, 1 99,63
BN | 1/2 —2,71 50,6 0,37
3Ip | 1/2 10, 84 202, 6 100, 0

Tabulka 3.1: Spiny a gyromagnetické poméry vybranjch izotopt a pfislusné rezonancni
frekvence v magnetickém poli 11,7 T [2]

Zavedenim magnetického pole o indukci By vytvorime v misté jadra vyznacny
smér, polozme tedy osu z rovnobézné se smérem tohoto pole. Primét spinu jadra do
této osy je pro magnetické kvantové ¢islo m roven

I, = hm. (3.3)
Energie magnetického dipdélu p v magnetickém poli B je dana skaldrnim soucinem
EF=—-pu-B=—u,DB, (3.4)

kde u, je z-ovou slozkou magnetického momentu g a B je velikost magnetické in-
dukce v misté jadra. Po dosazeni ze vztaht (3.2) a (3.3) dostaneme vyraz pro energii
magnetického dipdlu v magnetickém poli:

E = —hymB. (3.5)
Rozdil mezi témito energiemi pro dvé sousedni ¢isla m (kterd se lisi o 1) tedy ¢ini
AFE = hyB. (3.6)

Frekvence fotonu, ktery mize vyvolat pfechod mezi sousednimi energetickymi hla-
dinami jadra, neboli rezonancni frekvence je proto

vB
V=g (3.7)

Spektroskopie NMR vyuziva skutecnosti, Ze rezonancni frekvence je citlivd na
velikost magnetického pole v misté jadra. Ta je totiz ovlivnéna jeho blizkym okolim,
elektrony v molekulach pfispivaji k hodnoté magnetické indukce na jadie, mohou
tedy zvysovat ¢i snizovat jeji velikost oproti vnéjsimu magnetickému poli By. I jadra
stejnych izotopd na rtznych pozicich v molekule tak c¢asto rezonuji na odlisnych
frekvencich. Tento jev se nazyva chemicky posun. Frekvence ve spektrech se uvadi

relativné jako veli¢ina
VvV —1)

d= , (3.8)

0]

ktera se udava v jednotkach ppm?. Frekvence v pifslusi rezonanci standardu, kterym
pro vodikova a uhlikova jadra obvyle byva TMS — tetramethylsilan, tedy (CHs)4Si.

27 anglického parts per million, tedy 1076



Chemické posuny ve spektrech 'H (mluvime také o protonovych spektrech) v kapa-
linach lezi priblizné v rozmezi 0 — 15 ppm. K docileni vysokého rozliseni spekter je
tfeba dbat na to, aby pole By v prostoru vzorku dosahovalo co nejlepsi homogenity
a ¢asové stability; soucasné spektrometry umoziuji relativni presnosti fadu az 10710,
Frekvencni osa se z historickych divoda zpravidla zobrazuje tak, Ze posun § roste
zprava doleva.

3.2 Larmorova precese

Jaderné stavy s riznymi kvantovymi ¢isly m nejsou za pritomnosti magnetického
pole obsazeny rovnomérné: prednost dostanou projekce spinu s mensi energii (tedy
ty s vétSim m pro v > 0) a v tepelné rovnovaze se ¢etnosti budou ¥idit Boltzmanovym
rozdelenim. 7 makroskopického hlediska se projevi souhrnny magneticky moment
vSech jader (v jednotkovém objemu vzorku) M, ktery bude v rovnovaze sméfovat
ve sméru pole By.

Dojde-li k vychyleni jaderné magnetizace z rovnovazného sméru, ptsobenim okol-
niho magnetického pole za¢ne vektor M konat precesi kolem osy z. Rik4 se ji Lar-
morova precese a jejl kruhova rychlost, Larmorova frekvence, je dana vztahem

w="B. (3.9)

Stoji za povsSimnuti, Ze rychlost Larmorovy precese odpovida rezonan¢ni frekvenci
ze vztahu (3.7).

3.3 Pulsni metody NMR spektroskopie

V dnesni dobé se k proméreni spekter NMR zpravidla nepracuje tak, jak tomu byvalo
v obdobi pocatki této metody, kdy se postupné meénila frekvence vysilaného zareni
a sledovala se absorpce tohoto zafeni ve vzorku. Obvykly postup dnes je takovy,
ze se na vzorek pisobi jenom velice kratkym pulsem nebo sledem nékolika pulst
elektromagnetického pole, které sto¢i magnetizaci M mimo osu z, a nasledné se
méri casovy pribeh napéti na detekéni civee indukované Larmorovou precesi jaderné
magnetizace. Z pribéhu napéti lze poté Fourierovou transformact ziskat spektrum.
Stale predpokladame, ze vzorek je umistén do homogenniho magnetického pole
By ve sméru osy z. Zavedenim piidavného magnetického pole s indukci B; rotujici
v roviné kolmé na osu z s kruhovou rychlosti wy se zptisobi pohyb vektoru jaderné
magnetizace vzorku: ten bude konat jednak precesi kolem sméru By, tak precesi ko-
lem osy z zpiisobenou odklonem magnetizace od rovnovazného sméru. Uhel sklopeni
magnetizace M od osy z zavisi na délce trvani pulsu 7 a na jeho amplitudé Bjy:

a =BT (3.10)

Mize se tak docilit sklopeni magnetizace o libovolny tihel. Pro méfeni jsou dilezité
zejména pulsy, které ji sto¢i do roviny kolmé na osu z (7t/2-pulsy) ¢ zméni jeji
orientaci (m-pulsy).



Zakladni mérici technikou pulsni spektroskopie NMR je sledovani signalu volné
precese®. Tehdy se 71/2-pulsem magnetizace sklopi do roviny zy a nasledné ponechd
precedovat kolem osy z, zatimco se méri napéti indukované na detekcéni soustave.
Intenzita signalu s c¢asem klesa v disledku relaxacnich mechanismi, které navysuji
magnetizaci ve sméru osy z a soucasné snizuji jeji pricnou slozku; po uplynuti urcité
doby se znovu ustanovi tepelna rovnovaha, kdy je jaderna magnetizace rovnobézna
S osou Z.

3.4 Dipol-dipolova interakce

Na spiny jader neptisobi jen vnéjsi magnetické pole By a pole indukované elektrony
v obalech (zpusobujici chemicky posun), nybrz také magnetické pole vytvorené ji-
nymi jadry v okoli. Rozlisuje se prima a neprima dipol-dipolova interakce. Piima
interakce je zptsobena vzajemnym piisobenim jadernych dipdélovych momentt pires
prostor; molekuly v roztoku se vsak velmi rychle pohybuji a rotuji, ¢imz se tato
interakce stfeduje na nulu, nicméné stale vyznamné ovliviiuje relaxace. Nepfima in-
terakce je zprostfedkovana vazebnymi elektrony, lze ji tedy pozorovat pouze mezi
jadry spojenymi chemickymi vazbami — s rostoucim poctem vazeb mezi jadry se tato
interakce nazyvana také J-vazbou zeslabuje. Pohybem molekul se vSak nestreduje
k nule jako pfiméa interakce, ale zpisobuje stépeni spektralnich car: kazdé jadro se
J-interakce mezi magneticky ekvivalentnimi jadry, ktera se ve spektrech neprojevuje.
V pfipadé dvou protont se velikost rozstépeni pres t¥i vazby (tedy mezi vodiky ve
skupiné H—C—C—H) pohybuje v rozmezi 2 — 20 Hz.

Stépeni spektralnich éar J-vazbou viak je v nékterych pfipadech nezadouci, zejmé-
na pokud mezidvéma riznymi izotopy dochazi k silné vazbé, ktera ¢ini spektra nepte-
hledna vlivem prekryvani rtznych car. To nastava napiiklad pii méfeni uhlikovych
spekter: J-vazba mezi uhlikovym jadrem a sousedicim protonem dosahuje fadoveé
100 Hz, coz v 11,7T poli predstavuje posun o ne€kolik ppm, a to uz byva netinosné.
Vliv J-vazby na spektrum se vSak da potlacit, a to takzvanym decouplingem: pti ném
se radiofrekvenénim polem pusobi na jadra zptsobujici nezaddouci Stépeni (Casto se
iikd, Ze se tato jadra ozafuji) a tim se vyvolaji rychlé prechody mezi jejich spi-
novymi stavy. K pfechodim dochazi tak casto, ze mérena jadra zaznamenaji jen
¢asovou stfedni hodnotu J-interakce — a tou je nula.

3.5 Chemicka vyména

Pomoci jaderné magnetické rezonance lze sledovat dynamické procesy na rovni mo-
lekul. Dé&je spojené se zménou konformace nebo zanikem a vznikem chemickych va-
zeb nazyvame chemickou vymeénou; tehdy se méni okoli méreného jadra a tim i jeho
rezonanc¢ni frekvence. Uvazujme, Ze dané jadro miize prechazet mezi dvéma polo-
hami, jimz pfislusi rizné chemické posuny d4 a dp (tedy rezonancni frekvence vy
a vg). V zavislosti na rychlosti vimény se kvalitativné méni spektrum: je-li vyména
dostatecné pomalda, ve spektru lze pozorovat dvé ostré ¢ary. S rostouci rychlostni

3 free induction decay, byvé oznacovan zkratkou FID
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Obrazek 3.1: Symetricka chemickd vymeéna mezi dvéma polohami. Pro rizné hodnoty k
jsou zobrazena simulovand NMR spektra (zdroj: [2])

konstantou k pfechodu ze stavu A do B a zpét se vSak obé ¢ary rozsituji, az se sliji
do jedné a ta se pfi dalsim navysSeni rychlosti vymeény zuzuje. Jeji poloha je dana
aritmetickym prameérem posunii d4 a é g, pokud jsou oba stavy molekuly rovnocenné.
Takovou situaci nazyvame symetrickou chemickou vymeénou; pruibéh NMR spekter
v zavislosti na rychlostni konstanté ukazuje obrazek 3.1. V opa¢ném pripadé, kdyz
maji ¢ary odpovidajici staviim A a B rozdilné intenzity, lezi jedind ¢ara pozorovana

Rozlisujeme tedy rychlou a pomalou vymenu. Situace, ve které pravé dojde ke
splynuti obou ptivodnich ¢ar (koalescenci), odpovida rychlostni konstanté

k :%\VA—VB|. (3.11)

Zda jde o pomalou ¢i rychlou vymeénu, je proto dano rozdilem rezonanc¢nich frekvenci.

3.6 Potlaceni signalu rozpoustédla

Pro lepsi rozliseni spektra zkoumané latky je ¢asto tfeba odstranit signal rozpousté-
dla, ktery je vzhledem k nizkym koncentracim vzorku obvykle pfevazujici a zptisobuje
tak necitelnost zbytku spektra. Jako rozpoustédlo biomolekul je pro sledovani pii-
rozenych dé&ji nejvhodnéjsi pouzit vodu, kterd vsak dava silny signal v protonovém
spektru na 4,7 ppm.

Nejjednodussim postupem, jak docilit zeslabeni signalu rozpoustédla, je presa-
turace: pred meérici sekvenci pulsti se selektivné ozatuji jadra rozpoustédla, ¢imz se
vyrovnaji populace stavii s riiznymi ¢isly m a zamezi se tak pfechodtim mezi témito
stavy. Toho lze dosdhnout dlouhym nizkovykonnym pulsem na Larmorové frekvenci
jader rozpoustédla.



Mezi pokrocilejsi techniky se fadi potlaceni signalu rozpoustédla pomoci selektiv-
nich 7t-pulsti a pulsnich gradientt ve sméru magnetického pole. Po sklopeni magneti-
zace do pricné roviny se doCasnym zapnutim gradientu magnetického pole Larmorova
frekvence stane zavislou na poloze ve vzorku, ¢imz dojde k rozfazovani jednotlivych
prispévkt k vyslednému signalu. Naslednou aplikaci 7-pulsu a dalsim gradientem
(symetrickym k prvnimu) se faze znovu dostanou do shody a lze poté méfit bézny
FID. Kouzlo metody spociva v tom, ze se d& vytvorit sled nékolika pulsti chovajici se
jako jeden 7t-puls, jenz zptsobi refokusaci signalu pro vSechny Larmorovy kmitocty
kromeé kmitoctu prislusejiciho rozpoustédlu. To znamena, ze se magnetizace rozpous-
tédla nerefokusuje zpét a pii méfeni se signaly rozpoustédla ve spektru neprojevi.



Kapitola 4

Experimenty

Vsechna spektra byla zméfena na spektrometru Avance 500 firmy Bruker a jejich
bezprostiredni zpracovani se provadélo v programovém baliku Topspin dodéavaném
spolecné s pristrojem. Spektra se snimala pomoci tfikanalové sondy TBO. Uvnitt
supravodivého magnetu se nachazi pole o indukci By = 11,7T, coz odpovida kmi-
toctu 500, 132 MHz pro vodikova jadra a 202,456 MHz pro jadra fosforu 3'P.

Soucasti sondy je také topna spirdla a teplotni ¢idlo. Pocitacovy program vedle
uzivatelského nastaveni teploty a sledovani okamzité teploty v okoli vzorku zprostied-
kovava priubézné zmény topného vykonu spirdly tak, aby se optimalnim zpiisobem
doséhlo pozadované teploty. Vymeénu tepla s okolim zajistuje proud plynného dusiku
obtékajici vzorek, pro méreni pii teplotach nizsich nez pokojova teplota je predra-
zena chladnicka snizujici teplotu proudiciho plynu. Parametry pouzivané shodné pri
veskerych méfenich, kterd budou popsana, shrnuje tabulka 4.1.

Pritok dusiku 8001/h
Maximalni topny vykon | 20 %
Proportional band 12,40
Integracni doba 14,00
Derivac¢ni doba 0,00

Tabulka 4.1: Parametry pro zachazeni se zménami a udrzovanim teplot vzorku uvnitf sondy

4.1 Kalibrace teploty a stanoveni teplotniho re-
zimu pro dalsi méreni
Jak jiz bylo feceno, soucasti sondy spektrometru je i teplotni ¢idlo umisténé uvnit¥
magnetu pobliz vzorku, nicméné nelze predpokladat, ze se teplota ¢idla pfesné sho-
duje se skutec¢nou teplotou méreného vzorku. Pro jeji presnéjsi urceni bylo tieba zka-
librovat ¢idlo pomoci latek s dobfe popsanou teplotni zavislosti protonovych spekter.
Spektra methanolu CH30H a ethylenglykolu HOCH=CHOH obsahuji dvé c¢ary.
Rozdil jejich posuni § v jednotkach ppm lze vyuzit pro vypocet teploty pomoci
rovnice platné pro methanol v rozsahu teplot 175 K—330 K:

T/K = 403,0 — 29,46 6 — 23,832 6> (4.1)

— 16 —



a rovnice pro ethylenglykol v rozsahu teplot 283 K—343 K:
T/K = 466,0 — 101,64 6. (4.2)

Tyto vztahy umoziiuji vypocet teploty s presnosti lepsi nez 0,5 K. [1]

Pro urceni okamziku, kdy se teplota vzorku ustali, jsem proméril pritbéh spektra
methanolu pti poklesu teploty ze 310 K na 305 K po dobu 45 minut. Ackoli totiz mize
byt teplota ¢idla stala, neznamena to, ze i vzorek dosahl pozadované teploty. Zavislost
skutecné teploty na case ukazuje obrazek 4.1. 7Z néj je patrné, ze i po uplynuti
40 minut teplota vzorku stale ponékud kolisa. Pti ochlazovani vzorku totiz jeho
skutecna teplota nejdiive poklesne pod cilovou hladinu, ke které se potom limitné
blizi zespoda. Sledovani teploty methanolu v c¢ase pfi jejim navysSeni ukézalo, ze se
v prubéhu ohfevu chova presné opac¢né — cilové teploty se v tomto pripadé dosahuje
shora —, coz umoznuje nasledujici ivahy pouzit i zde.

Meéreni teplotni zavislosti spekter, pii kterém by se vzdy c¢ekalo témér hodinu na
ustaleni teploty, by zabralo prili§ mnoho ¢asu. Vsimnéme si proto v grafu vyznacené
oblasti, kde je teplota takika stala. Pokud se tedy spektra zkoumané latky budou
mérit vzdy v rozmezi 15 — 30 minut od okamziku zmény cilové teploty 7p, s nejvetsi
pravdépodobnosti se teplota vzorku béhem méteni rezonanci pfili§ nezméni. (Pfitom
je dilezité mit neustale na paméti, ze tyto vysledky vypovidaji o chovani prubéhu
teploty pouze pii zméné teploty o 5 K!)
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Obrézek 4.1: Casovy vyvoj teploty vzorku methanolu pfi zméné nastaveni cilové teploty
ze 310 K na 305 K. Vyznacenou oblast z levého grafu zobrazuje podrobnéji druhy graf, na
némz je vymezen ¢asovy usek, kde se teplota vzorku 71" vyrazné neméni

Meéril jsem protonova spektra methanolu v rozsahu teplot 288 K—328 K pri ohii-
vani vzorku a pri teplotach od 323 K do 283 K pfi jeho ochlazovani. Pouzil jsem nej-
jednodussi pulsni sekvenci pro méfeni signdlu volné precese, tedy jediny 7t/2-puls.
Krok mezi sousednimi teplotami jsem volil 5 K, méreni jednotlivych spekter jsem
spustil vzdy po patndcti minutdch od nastaveni teploty. Nastavenou (nominélni)
teplotu Ty, posun methylové a hydroxylové skupiny, jejich rozdil ¢ a skutecnou tep-
lotu methanolu 7" spo¢tenou podle vztahu (4.1) ukazuji tabulky 4.2 a 4.3. Ukazka
spekter methanolu pii nékolika rtiznych teplotach je na obrazku 4.2. Zavislost sku-
tecné teploty na teploté ukazované ¢idlem ukazuje obrazek 4.4.
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Obrazek 4.2: Spektra methanolu pfi né€kolika riznych teplotach
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Obrazek 4.3: Spektra ethylenglykolu pfi nékolika riznych teplotach
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Obrazek 4.4: Kalibrac¢ni zévislosti methanolu, naméfenymi body jsou prolozeny pfimky

360
m  chlazeni
i ® ohfev
350 4
340 —
g J
& 330 1
320
310 4
I ' I ' I ' I ' I ' I
310 320 330 340 350 360
T, [K]

Obrazek 4.5: Kalibrac¢ni zavislosti ethylenglykolu, naméfenymi body jsou prolozeny piimky



[ To K] [ dcm, [ppm] [ dom [ppm] [0 [ppm] [ T [K]

288, 0 3,087 4,745 1,658 | 288,6
293, 0 3,084 4,693 1,609 | 293,9
298, 0 3,103 4,661 1,558 | 299,3
303, 0 3,117 4,623 1,506 | 304,6
308, 0 3,125 4,579 1,454 | 309,8
313,0 3,137 4,542 1,405 || 314,6
318,0 3,141 4,489 1,348 | 320,0
323,0 3,159 4,455 1,296 | 324,8
328,0 3,173 4,418 1,245 || 329,4

Tabulka 4.2: Teplotni zavislost spektra methanolu pfi ohievu

[ To [K] [ 0cw, [ppm] [ dom ppm] [ 6 [ppm] [ T [K]

283, 0 3,063 4,774 1,711 | 282,8
288, 0 3,069 4,732 1,663 | 288,1
293, 0 3,077 4,690 1,613 | 293,5
298, 0 3,084 4,645 1,561 | 298,9
303, 0 3,117 4,629 1,512 || 304,0
308, 0 3,109 4,567 1,458 | 309,4
313,0 3,137 4,541 1,404 || 314,7
318,0 3,153 4,503 1,350 || 319,8
323,0 3,159 4,454 1,295 | 324,9

Tabulka 4.3: Teplotni zavislost spektra methanolu pii chlazeni

| Ty [K] || dcu [ppm] [ don [ppm] | 6 [ppm] | T [K] |

315,0 | 2,802 4,276 1,474 || 316,2
320,0 | 2,742 4,164 1,422 || 321,5
325.0 | 2,805 4,174 1,369 || 326,9
330,0 | 2,801 4,118 1,317 || 332,1
335,0 | 2,810 4,074 1,264 || 337,5
340,0 | 2,779 3,991 1,212 || 342,8
345.0 | 2,810 3,970 1,160 | 348,1
350,0 | 2,823 3,929 1,106 || 353,6
355.0 | 2,859 3,913 1,054 || 358,9

Tabulka 4.4: Teplotni zavislost spektra ethylenglykolu pfi ohfevu



Ty [K] | écn [ppm] [ don [ppm] [ 6 [ppm] [ T [K] |

310,0 | 2,764 1,293 1,529 | 310,6
315,0 | 2,816 4,294 1,478 || 315,8
320,0 | 2,782 4,207 1,425 | 321,2
325,0 | 2,754 4,126 1,372 || 326,5
330,0 | 2,797 4,116 1,319 | 331,9
335,0 | 2,864 4,132 1,268 || 337,1
340,0 | 2,818 4,033 1,215 | 342,5
345.0 | 2,802 3,963 1,161 || 348,0
350,0 | 2,836 3,944 1,108 || 353,4

Tabulka 4.5: Teplotni zavislost spektra ethylenglykolu pii chlazeni

Stejnym postupem jsem proméril teplotni zavislost spektra ethylenglykolu, a sice
v rozsahu teplot 315 K—355K pri ohfivani a pfi teplotach od 350 K do 310 K pri
ochlazovani vzorku. Neékolik spekter naméfenych pii rtiznych teplotach ukazuje ob-
razek 4.3. Vysledky ukazuji tabulky 4.4 a 4.5, pricemz skutecnou teplotu 7" jsem urcil
z rozdilu chemickych posuntt methinové a hydroxylové skupiny podle rovnice (4.2).
Zavislosti skutecné teploty na teploté c¢idla ukazuje obrazek 4.5.

Vsechny proméiené kalibracni zavislosti jsem prolozil pfimkami. Tyto vysledky
lze pouzit pro vypocet sluteéné teploty vzorku 7' pro nastavenou nominélni teplotu
Ty v patficném rozsahu. Pro omezeni chyb fitl jsem nominalni teplotu vztahnul ke
stfedu proméreného teplotniho tiseku: pro methanol 303 K a pro ethylenglykol 320 K.
Teplota T se tedy vypocte podle vztahti

T =a+b(Ty — 303K) pro methanol, (4.3)
T=a+bTy—320K)  pro ethylenglykol. (4.4)

Vysledky téchto fiti uvadim v tabulce 4.6.

Je pritom stale tieba dbat na to, Zze rozdil teplot mezi jednotlivymi méfenimi
by mél byt 5K a Zze méfeni by meélo probihat pfiblizné mezi 15. a 30. minutou
od okamziku nastaveni teploty. Z popsanych méfeni kalibrace teploty plyne, zZe pfi
dodrzeni uvedeného postupu se dosahne dobré stability teploty a reprodukovatelnosti
nastaveni za soucasné uspory casu potiebného k ustaleni teploty.

Latka Methanol Ethylenglykol

Déj Ohfev Chlazeni Ohfev Chlazeni
Platnost || 288 K—328 K | 283 K—323K || 315 K—355K | 310K—-350K
a [K] 304,3+0,1 | 304,01+0,04 | 321,51 +£0,03 | 321,19+ 0,04
b 1,024 + 0,008 | 1,055 40,003 || 1,066 + 0,002 | 1,070 + 0,002
X2/n 0,108 0,018 0,0042 0,0084

Tabulka 4.6: Vysledky teplotni kalibrace: parametr a oznacuje absolutni ¢len proklddané
primky, veli¢ina b jeji smérnici



4.2 NMR nukleovych kyselin

Vsechny vzorky nukleovych kyselin byly rozpustény ve vodé s 10 % D,O a 25mM
koncentraci pufru Tris, ktery zajistoval stabilni pH v roztoku, a sice 7, 4. Voda se jako
rozpoustédlo biologickych vzorkt pouziva z dtivodu vytvoreni prirozeného prostiedi,
a to i za cenu nutnosti potlacit jeji signal ve spektru pouzitim specialni pulsni série.
V jiném rozpoustédle, byt tieba polarnim, by ziskané vysledky nemohly slouzit jako
vhodny model k popisu déji probihajicich uvnitt zivych bunék. V ptipadé sledovani
tvorby duplextt DNA voda vyrazné pfispiva k jejich stabilité. Rozpoustédlo je navic
pro ucely NMR spektroskopie ¢astecné deuterované, coz je vyzadovano pro nastaveni
homogenity magnetického pole a udrzeni jeho ¢asové stability (takzvany lock).

Do zadnych z pfipravenych vzork® nebyl pfiddvan standard. Skala chemickych
posunil v protonovych spektrech byla vztazena k chemickému posunu vodikovych
jader v HDO, kterému byla pfifazena hodnota 4, 7 ppm.

Vsechna méreni byla provedena pri teplotach v rozmezi 280K az 350K s kro-
kem po 5K s ohledem na teplotni kalibraci, a to jak pfi ohfevu, tak pii ochlazovani
vzorku. Zaroven jsem dodrzoval shodné nastaveni parametri topného zarizeni a re-
gulacni zpétné vazby jako v tabulce 4.1. Pro vSechna nasledujici méfeni jsem uzil
stejnych pulsnich programi, jejichz pribéh ukazuje obrazek 4.6 a parametry shrnuje
tabulka 4.7.

Do vélcové kyvety o priméru 5 mm vkladané do spektrometru jsem vzdy umistil
priblizné 600 nl vzorku.

Jadro 'H 31p
Pracovni kmitocet [MHz] 500, 132 | 202, 456
Lock D50 D50
Pulsni program zggpwb zgdc
Pocet scanu (NS) 16 64
Pocet nezaznamenavanych scani (DS) 4 4
Siika spektra (SW) [ppm] 20,0 50, 2
Stied spektra (O1P) [ppm] 4,699 0,00
Délka 7t/2-pulsu (P1) [ps] 13,00 7,70
Utlum 7t/2-pulsu (PL1) [dB] 5,00 3,00
Prodleva pro relaxaci (D1) [s] 5,0 5,0

Tabulka 4.7: Parametry pulsnich sekvenci uzitych pro méfeni protonovych a fosforovych
NMR spekter

Dinukleotidy

Prvni méreni spekter jaderné magnetické rezonance nukleovych kyselin jsem pro-
vedl na jednoduchych slouc¢eninach, a sice dinukleotidech, tedy molekulach tvorenych
jen dvéma ribonukleotidy spojenymi fosfodiesterickou vazbou. Uéelem téchto méFeni
bylo ziskani zevrubného piehledu o protonovych a fosforovych spektrech nukleovych
kyselin a jejich chovani pfi zménach teploty a ovéfeni rezimu meéteni teplotnich za-
vislosti s cilem minimalizovat celkovou dobu, po kterou budou vzorky vystaveny
vnéjsim vliviim spojenym s experimenty NMR.



Obrazek 4.6: Pouzité pulsni sekvence: pro méfeni protonovych spekter jsem pouzil pulsni
program zggpwb potlacujici signal vody, v fadku oznaceném I je vyobrazen sled pulst apli-
kovanych na frekvenci vodikovych jader a nasledné méfeni signalu volné precese, v radku
G, jsou schematicky zachyceny gradientni pulsy ve sméru magnetického pole. Operace vy-
uzivajici rozfazovani jednotlivych izochromnich prispévku k signalu rozpoustédla pomoci
gradientnich pulsd, popsana v oddile 3.6, se v pulsni sekvenci opakuje dvakrat s riznymi
vykony gradientnich pulst, aby se zamezilo ndhodnému slozeni fazi magnetizace rozpous-
tédla. Program zgdc jsem pouzil pro méfeni fosforovych spekter, kanal I tedy prislusi jadru
31P a kandl S vodikim 'H, na kter4 je aplikovan decoupling (zdroj: dokumentace Topspinu)

Promeérila se spektra dvou riaznych dinukleotidt, a sice ApU a Gp.C, pricemz
druhy z nich obsahoval modifikovanou fosfatovou spojku (obrazek 4.7). Velka pis-
mena v oznacenich dinukleotidt odpovidaji zkratkam dusikatych bazi, a to ve sméru
od 5'-konce k 3'-konci. Koncentrace dinukleotidi v roztoku v obou pripadech ¢inila
10,0mM. I kdyz jsou oba dinukleotidy selfkomplementarni a mohou tedy pomoci
Watsonova-Crickova parovani utvaret duplexy, jsou to fetézce natolik kratké, ze je-
jich parovani neni energeticky vyhodné. Neocekavaji se proto vyrazné kvalitativni
odchylky mezi spektry méfenymi pii riiznych teplotach. Ukazky protonovych spek-
ter dinukleotidti jsou na obrazcich P-1 a P-2, fosforova spektra ukazuje obrazek P-6
v prilohéach.

L
0—1|>—CH2—0—C5,

OH

Cy

Obrazek 4.7: Modifikovana fosfatova spojka uvnitt Gp.C

Devitinukleotidy

Hlavni c¢ast této prace tvori meéfeni teplotni zavislosti protonovych a fosforovych
spekter oligonukleotidi sestavenych z deviti deoxynukleotidii v presné daném po-
fadi. Pouzité vzorky jsou navzdjem komplementarni a jejich sekvence jsou nasle-
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dujici: 5'- GCATAT CAC-3' (tato molekula bude nadale oznacovana jako Match) a
5-GTG ATA TGC-3' (komplement, zkracené Kompl). Obé latky byly syntetizované
a vyCisténé na zakazku videnskou firmou VBC-Biotech Services GmbH. Molekuly
oligonukleotidt byly v obou roztocich pouzitych pro NMR experimenty zastoupeny
v koncentraci 1,83 mM, tedy zna¢né méné nez dinukleotidy, coz plyne z jejich vyssi
ceny a tim nesnadnéjsi dostupnosti.

Nejprve jsem proméril protonova a fosforova spektra pti teplotach od 280K do
350 K kazdého fetézce zvlast, a to jak pfi zvySovani teploty, tak pii jejim sniZzovani.
Spektra 'H NMR samostatnych fetézcti ukazuji obrazky P-3 a P-4, jejich fosforova
spektra zachycuje obrazek P-7 v prilohach.

Po této sadé méreni prislo na fadu vytvoreni smési obou komplementarnich vla-
ken, a to slitim obou roztokt dohromady. Tim doslo ke snizeni koncentrace kazdého
z vlaken na polovinu ptivodni hodnoty, ¢ili 0,91 mM. Smichani obou roztoki pro-
béhlo za pokojové tepoty. Takto vzniklou smés budu nadale oznacovat jako Duplex.
Nésledné jsem tento vzorek uvniti sondy spektrometru pozvolna ohial na 355 K. Pti
této teploté by se v roztoku nemély vyskytovat zadné sparované fetézce. Poté jsem
stejnym postupem jako v pifpadé samostatnych fetézct prométil spektra 'H i 31P.
Teploty jsem ménil opét po 5 K, a to nejprve od 355 K do 280 K a potom zpét. Takto
ziskané fady spekter ukazuji obrazky P-5 (*H) a P-8 (3!P) v ptiloh4ch.



Kapitola 5

Vyhodnoceni zmérenych spekter a
diskuse vysledkt

P1i pohledu na protonova spektra di- a oligonukleotidl je dobie patrné, ze se daji
rozdélit na tii hlavni oblasti, a to na c¢ast aromatickou, kam patii signaly od ba-
zovych protont, ¢ast smisenou, kde se vyskytuji signaly jak z dusikatjch bazi, tak
z cukerné slozky, a ¢ast sacharidovou, kde se objevuji ¢ary prislusici vodikim vaza-
nym na furanézovy kruh (ale také signal od pufru a thyminovych methylt, jak se
zéhy ukaze). Hranice mezi témito tseky se posouvaji v zavislosti na teploté; hranice
mezi aromatickou a smisenou ¢asti se pohybuje v rozmezi 6,5 ppm az 7,5 ppm, pre-
dél mezi smisenou a sacharidovou casti spada do okoli signalu vody, tedy 4,7 ppm.
Pouzité potlaceni rezonance vody zkresluje i jiné ¢ary v jejim blizkém okoli. V okoli
6, 5 ppm pii nizkych teplotach nalézame dalsi ¢ary, které jsou Sirsi nez ostatni: tyto
signaly, narozdil od vyse popsanych skupin, prislusi vodikiim vazanym na atomy
dusiku v aminoskupinach bazi. Ve spektrech smési obou komplementarnich retézct
si jesté pri nizkych teplotach vSimnéme car, které jsme doposud jinde nepozorovali:
mezi 12ppm a 13,5 ppm se objevuji signaly iminoprotont bazi, které patrné svédci
o pritomnosti vlaken sparovanych do duplexti.

Zajimava je predevsim aromaticka cast, kde lze nejsnaze odlisit jednotlivé Cary.
Jsou to totiz pravé vodiky na aromatickych heterocyklech, které se ticastni vodiko-
vych vazeb pri parovani vlaken DNA. Budu se proto snazit nejen sledovat zavislost
posunil car aromatické ¢asti v zavislosti na teploté, nybrz také blize popsat kvalita-
tivni zmény ve spektru, ke kterym dochézi zejména ve vzorku smeési komplementar-
nich fetézc.

Kromé vodikovych spekter jsem také zméfil NMR spektra fosforovych jader 31 P.
Ani pfi pouziti decouplingu na protony nejsou ¢ary ve spektrech oligonukleotidi
rozlisitelné, jejich Sitky jsou totiz vétsi nez rozdily mezi jednotlivymi posuny.

Spektra byla mérena v teplotnim rozsahu 280 K az 350 K, a to jak pfi zvySovani
teploty, tak pfi jejim snizovani. Srovnani dvou spekter ziskanych pfi stejné nominalni
teploté Ty po ohfevu a po chlazeni nicméné potvrzuje predpoklady uvedené v od-
dile 4.1, a sice to, ze nedochazi ke kvalitativhim odchylkam mezi takovymi dvéma
spektry (ukazka takovych dvojic spekter je na obrazku 5.1). Obé spektra jsou jen vza-
jemné posunuta o zhruba 0,01 ppm, coz odpovida rozdilnym teplotam: po chlazeni
je teplota vzdy nepatrné nizsi nez po ohtfati vzorku. Smér tohoto posunu je v souladu
s chovanim posunt spekter viditelném v celém teplotnim rozmezi. Vzhledem k témto
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KOMPL 295 K
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KOMPL 295 K
Chlaz¢ni

MATCH 340 K
Chlazeni
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MATCH 340 K
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Obrazek 5.1: Srovnani spekter oligonukleotida ziskanych po ohfevu a po ochlazeni vzorku

okolnostem budu dale vyhodnocovat vzdy spektra zmérena po chlazeni.

Na vsSech obrazcich spekter jsou uvedeny nominalni teploty 7y a stupnice che-
mickych posunil je vztazena k signalu protoni v HDO, jak bylo uvedeno v od-
dile 4.2. Naopak na grafech zmérenych zavislosti spektralnich charakteristik jsou
teplotni stupnice prepocteny dle vysledki kalibrace shrnutych v tabulce 4.6.

5.1 Prirazeni ¢ar v aromatické oblasti

Je dobre znamé, ze atomy vodiku vazané na uhliky v aromatickych kruzich vykazuji
v NMR spektrech posuny mezi 8,5 — 6,5 ppm. Chemicky posun ovliviiuje také prii-
tomnost sousednich atomu s volnymi elektronovymi pary (zejména kyslik a dusik),
jez signal posouvaji smérem k vyssim hodnotam ppm. [1, 2]

Zmacné zjednoduseni pro prirazeni signali v aromatické ¢asti jednotlivym bazim
v oligonukleotidech prinasi zmétfena spektra dinukleotidi ApU a Gp.C. Na nich je
totiz dobfe patrna odlisnost posuni signalt od vodikd z riznych bazi. Lze snadno
rozpoznat, zda jednotlivé ¢ary patii adeninu, cytosinu, guaninu ¢i uracilu: signaly
cytosinu a uracilu tvori ve spektrech vzdy dublety v disledku vzajemné blizkosti obou
protonu v téchto bazich (pfes tfi vazby). Pti teploté Ty = 340 K, kterou jsem takto
zvolil kvili moznému srovnani se spektry Duplexu, tedy dublet na pozici 8, 1 ppm ve
spektru ApU odpovida uracilu, ve spektru Gp.C v poloze 8, 2 ppm nalézame cytosin.
Tyto dublety jsou J-interakci svazané s dublety ve smisené c¢asti spekter. Dalsi ¢ary
v aromatické ¢asti proto nutné prislusi adeninu, pripadné guaninu — adenin obsahuje
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Obrazek 5.2: Pritazeni aromatické ¢asti spekter pfi nomindlni teploté 340 K. Zkratkami
jsou oznacené Cary prislusici odpovidajicim béazim. Pferusované c¢ary naznacuji hranice
mezi oblastmi ve spektrech oligonukleotidii, kde se nachéazeji signaly od shodnych bazi

dva atomy vodiku vazané piimo na uhliky, guanin jediny. Protony vazané na dusiky
nejsou pri této teploté ve spektrech méritelné.

Na téchto zaverech jsem zalozil prifazeni signalti v oligonukleotidech Match a
Kompl. Ukéazalo se dokonce, Ze nedochazi k prekryviim mezi ¢arami od vodikovych
jader z rtznych bazi navzajem. Narozdil od dinukleotidii jsou tyto vzorky tvofeny
deoxynukleotidy a nevyskytuji se v nich uracily, nybrz thyminy. Jejich signaly (od
vodiki Hg) lze snadno rozpoznat na spodnim okraji aromatické ¢asti spektra, kde se
v pfipadé dinukleotidti nic nevyskytovalo. Podle chemickych posunt v protonovych
spektrech muzeme proto uspotradat dusikaté baze tak, jak ukazuje tabulka 5.1. Srov-
nanim integralnich intenzit jednotlivych ¢ar lze urcit rozlozeni poctu signala v této
oblasti spektra.

Ptirazeni spektralnich car jednotlivym bazim v di- a nonanukleotidech znazornuje
obrazek 5.2. Z provedenych méteni nelze posoudit, kolikaté bazi v fetézci které signaly
prislusi, k tomu by bylo zapottfebi dalSich pokrocilejsich méricich postupti; uplné
prirazeni spekter vSak neni cilem této prace.

Thymin obsahuje kromé vodiku Hg jesté jednu méfitelnou skupinu protont, a
sice methyl vazany na uhlik Cs pyrimidinového kruhu. Jeho silny signal mtizeme pri
teploté 340 K pozorovat v okoli 2, 1 ppm.

Jednoznacné lze jesté priradit jeden signal, a to ten nejsilnéjsi v celém spektru: pri
teploté 340 K se vyskytuje ve vSech vzorcich na pozici 4, 1 ppm a pfislusi protontim
z pufru. Jeho intenzita je mnohonasobna ve srovnani s ostatnimi signaly z divodu
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Baze Adenin Guanin Cytosin | Thymin (Hg)
Posun [ppm] | 8,70 — 8,38 | 8,30 —8,17 | 8,15 — 7,93 | 7,80 — 7,66

Tabulka 5.1: Rozsah chemickych posunt protont od rtznych bazi v NMR spektrech oli-
gonukleotidi pri nomindlni teploté Ty = 340 K; vztazeno k rezonanci protoni v HDO —
popsano v oddile 4.2

radoveé vyssi koncentrace v pouzitém roztoku. Na obé strany od této ¢ary jsou zietelné
drobné satelity, které jsou zptisobeny $tépenim J-vazbou (asi 140 Hz) s uhlikem '3C,
tedy izotopem, jehoZz pfirozené zastoupeni je jen asi 1% (tabulka 3.1). Proto jsou
satelity asi stokrat slabsi nez hlavni ¢ara. U zadnych dalSich car ve spektru neni
takovy jev viditelny, satelity lezi pod drovni Sumu.

V protonovych spektrech oligonukleotidii jsou jesté zietelné dva triplety, jejichz
posuny pfi teploté 340K jsou 3,7ppm a 3,3 ppm. Tyto signaly nepftislusi zadnym
protonim z molekul nukleovych kyselin, ale poukazuji na pfitomnost necistot ve
vzorcich. Obéma triplety se jesté budu podrobnéji zabyvat.

5.2 Srovnani spekter Duplexu se souc¢tem spekter
vzorkid Match a Kompl

Predpokladame-li, ze pii dostatecné vysokych teplotach se v roztoku smési obou
komplementarnich vldken jiz nevyskytuji duplexy, nybrz jen samostatné fetézce — lze
zanedbat zastoupeni sparovanych vlaken — a ze vlakna mezi sebou navzajem nijak
neinteraguji, nutné z toho plyne, ze NMR spektrum Duplexu lze ziskat jako soucet
spekter prislusnych jednotlivym fetézcim pii téze teploté. A skutecné: srovname-
-li protonova spektra Duplexu se souc¢tem spekter od Match a Kompl (obrazek 5.3
zachycuje podrobnéji aromatickou ¢ast spekter, veskera ziskana spektra se nachazeji
na obrazcich P-9 az P-12 v piilohédch), je patrné, ze se pfi teplotdch nad 330K
vyborné shoduji. Pti nizsich teplotach se ¢ary ve spektrech Duplexu rozsiruji vlivem
stfedné rychlé chemické vymeény. Znamena to, ze opakované probiha tvorba a rozpad
duplexii, pricemz chemické posuny v obou stavech se navzajem lisi. I spektralni
cary jednotlivych fetézct se s klesajici teplotou rozsifuji; tento déj se vSak vyraznéji
projevuje az pii podstatné nizsich teplotach, totiz v okoli pokojové teploty. To je
patrné spojeno s pomalejsimi pfechody mezi rtiznymi konformacemi, i jednotliva
vldkna se mohou na krétkou dobu uspotadat do Sroubovice (¢i ¢astecné Sroubovice).

7 porovnani teplotnich pribéhii souctu spekter samostatnych vldken a spekter
vlivem tvorby dvojsroubovic. Pti dalsim poklesu teploty se sitka ¢ar ve spektru Du-
plexu opét pocina zmensovat — k tomu dochézi kolem 305 K. To zfejmé zptisobuje
vetsi stabilita duplexti, zacind se vice preferovat usporadana struktura a zpomaluje
se chemickd vyména. Ve spodni ¢asti teplotniho rozsahu jsou jiz ¢ary ve spektrech
Duplexu srovnatelné Siroké s ¢arami v souctovém spektru. Zaroven se ale podstatné
lisi polohy jednotlivych signali. To vSe svédéi o vyrazném podilu duplext v roztoku
smeési komplementarnich vlaken.
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Obrazek 5.3: Srovnani aromatickych c¢asti souctu spekter jednotlivych fetézcll a spekter
vyznaceny vrc

Duplexu pro nomindlni teploty od 280K do 345 K. Na obrazku je pro kazdou teplotu

spektrum Duplexu vy
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Obrazek 5.4: Zavislost chemickych posunt car v aromatické oblasti spekter dinukleotidi
na skutecné teploté vypoctené podle kalibrace. Signdaly, jez nejsou vysledovany pro cely
teplotni rozsah, prislusi protontiim v aminoskupinach

5.3 Teplotni zavislost posunt ¢ar v aromatické ob-
lasti spektra

Jiz z prvniho pohledu na sérii spekter libovolného vzorku nukleovych kyselin je pa-
trné, Ze celé spektrum se s rostouci teplotou posouva smérem k vyssim chemickym
posunim. To je zfejmé zptisobeno teplotni zavislosti Larmorovy frekvence vody, k niz
jsou nase spektra vztazena. Nicméné se da pozorovat, ze se celé spektrum neposouva
rovnomeérné, ale vzajemné vzdalenosti mezi jednotlivymi ¢arami se mohou priitbézné
meénit. Pro ukazku tohoto jevu jsem vyhodnotil posuny ¢ar v aromatickych c¢astech
spekter dinukleotidli spolu s polohami signalii od aminoprotoni, coz zobrazuje ob-
razek 5.4. Na ném lze pozorovat drobné odchylky ve strmostech rtistu jednotlivych
car. Vysledované zavislosti jsou témér linedrni; zejména je dilezité, ze na nich neni
viditelna zadna vyrazna zmeéna tendence.

Podobné se podatrilo vysledovat dvé cary v aromatické c¢asti spekter Duplexu
(ostatni ¢ary se v oblasti tani rozsifovaly natolik, Ze neni mozné jednoznacné uréit,
kterd ¢ara prechazi v kterou). V tomto piipadé by jiz méla byt patrnd odchylka
od posunt piislusnych car ve spektrech jednotlivych fetézci. V disledku tvorby
duplexii totiz dochazi ke zméné chemického okoli protonii v bazich a tim i zméné jejich
Larmorovych frekvenci. Teplotni zavislost posuni vybranych ¢ar ukazuje tabulka 5.2
a graficky znazornuje obrazek 5.5. Vybrané c¢ary jsou vyznacené ve spektrech na
obrazku 5.3. Prvni z nich, ¢ara oznacena ctvereckem, prislusi signalu od protoni
ze dvou riznych adeninii v molekule Match, druh& z nich (krouzek) je spoleéna
pro guaniny ze sloucenin Match a Kompl. Dvojnasobna intenzita téchto car, které
vzdy prislusi soucasné dvéma protoniim, zvyhodnuje sledovani jejich posunti i v okoli
teploty tani, kde sitka c¢ar dosahuje nejvyssich hodnot. Za to se plati drobnou dani
v podobé rozstépeni jejich posunt na dvé vétve pii nizkych teplotach.



Oznaceni O O
To [K] | T [K] || Match | Kompl | Duplex || Match 1 | Match 2 | Duplex

350,0 | 353,3 || 8,345 | 8,345 | 8,347 - 8,752 | 8,755
345,0 | 347,9 || 8,295 | 8,296 | 8,296 — 8,702 | 8,704
340,0 | 342,6 || 8,244 | 8,244 | 8,246 — 8,650 | 8,653
335,0 | 337,2 || 8,193 | 8,194 | 8,196 — 8,599 | 8,604
330,0 | 331,9 || 8,142 | 8,141 | 8,144 — 8,548 | 8,551
325,0 | 326,5 || 8,090 | 8,089 | 8,094 — 8,497 | 8,500
320,0 | 321,5 || 8,036 | 8,035 | 8,052 — 8,445 | 8,453
315,0 | 316,3 || 7,982 | 7,981 | 8,015 — 8,392 | 8,409
310,0 | 311,0 || 7,927 | 7,925 | 7,982 — 8,341 | 8,366

305,0 | 306,2 || 7,870 | 7,867 | 7,940 | 8,281 | 8,289 | 8,326
300,0 | 301,0 || 7,816 | 7,807 | 7,891 || 8,228 | 8,240 | 8,280
295,0 | 295,6 || 7,756 | 7,743 | 7,843 || 8,166 | 8,186 | 8,234
290,0 | 290,3 || 7,690 | 7,673 | 7,792 | 8,091 | 8,126 | 8,187
285,0 | 284,9 || 7,623 | 7,598 | 7,736 — 8,063 | 8,139
280,0 | 279,5 || 7,560 | — | 7,678 — 8,001 | 8,088

Tabulka 5.2: Teplotni zavislosti chemickych posunt dvou vybranych ¢ar ve spektrech oli-
gonukleotidd. Posuny Match 1 a Match 2 jsou rozlisitelné az pri nizsich teplotach
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Obrazek 5.5: Zavislosti chemickych posuni dvou car ve spektrech Duplexu a jednotlivych
vlaken na skutecné teploté vypoctené podle kalibrace. Naméifenymi hodnotami je prolozena
zévislost (5.1). Carkované primky piedstavuji linedrni fit po¢ateénimi a koncovymi étyimi
body

Céara || AH [kcal/mol] | AS [cal/mol/K] | AG3syg [keal/mol] | T,, [C] | ¢
O 742 991 —5.74 41,1 |0,16
U —68,0 —201 —9, 60 40,8 | 0,18

Tabulka 5.3: Vysledky ziskané z teplotnich zavislosti posuni car ve spektrech Duplexu



Teplotni zavislosti posunil téchto car skuteéné zachycuji nartist poctu vytvore-
nych duplext pfi klesani teploty. Zatimco ve spektrech samostatnych vldken se po-
suny chovaji obdobné jako v pripadé dinukleotidii, spektra Duplexu vykazuji zietel-
nou odchylku od takové zavislosti. Je vSak zjevné, ze pri teplotach v blizkosti obou
okraji meéreného rozsahu i tato zavislost plynule prechazi v primky, coz vyhovuje
predstave, ze tehdy se jiz s teplotou vyrazné neméni mnozstvi sparovanych fetézci.
Krivku této zavislosti nazyvame sigmoidou a lze ji popsat vztahem

C—-0Cp

. (5.1)

U= (A + AlT)% + (Bo + BiT)
kde ¥ znadi zméfenou veli¢inu (v nynéjsim piipadé se jedna o chemicky posun 0),
Ag, A1, By a B; jsou parametry limitnich piimek a C'p a C' oznacuji koncentrace
duplexii a celkovou koncentraci vsech molekul jedné nukleové kyseliny v roztoku.
Uvedena funkce byla fitovana na zméfené posuny obou vyhodnocenych car ve
spektrech duplexu. Vyuzitim vztahi (2.2) a (2.3) lze z parametri ziskanych fitem
urcit termodynamické veli¢iny tvorby duplexu, a to AG, AH, AS a teplotu tani
T,,. Vysledky od obou spektralnich car shrnuje tabulka 5.3. Pro urceni miry toho,
jak dvoustavovy model odpovida vyhodnocovanym velicinam, byl vypocéten soucet
¢tverct odchylek mezi zméfenymi hodnotami a fitem vztazeny k souctu ctverct od-
chylek mezi daty a jejich aritmetickym primeérem:

I (g gy
NSwo 52)

V pripadé chemickych posunii vsak tato veli¢ina nedokaze objektivné posoudit sprav-
nost fitu, nebot posuny vztazené k rezonanci HDO maji zakladni tendenci ménit se
linearné s teplotou. Je proto tieba najit nejlepsi aproximaci zmétrené zavislosti ptim-
kou y = a + bT a parametr ( spocitat dle upraveného vztahu

yi)”
Z yl—a—bT) (5.3)

5.4 Protony vazané na atomy dusiku

Atomy dusiku se v nukleovych kyselinach vyskytuji pouze v bazich. Podle poctu
vazeb smeérujicich od dusiku k atomtm jinych prvka nez vodiku rozliSujeme dva
druhy seskupeni vodikt a dusiki: aminoskupiny jsou tvoreny dusikem s jednou ta-
kovou vazbou (tedy —NHy,), atomy dusiku v iminoskupindch tvoii takové vazby dvé
(=NH). V obou ptipadech dochazi k protonaci atomt dusiku, pti které se na néj
koordinac¢né kovalentni vazbou navéze kladny iont vodiku. V roztocich se rychle stii-
daji oba mozné stavy, protony se vazi a znovu uvoliiuji. Rovnovaha dana pomeérem
stfedniho po¢tu protonovanych a neprotonovanych dusikt zavisi na pH roztoku: pri
jeho vyssi hodnoté kleséd pocet protonovanych atomii.

Dochézi tedy k chemické vyméné protonii mezi bazemi a rozpoustédlem, v na-
Sem pripadé vodou. V 'H NMR spektrech se to projevi rozsifenim car, které se jeste
zvyrazni pii zvysovani teploty. Nepiijemnym dtsledkem potlaceni signalu vody je
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Ty [K] || Cara A | Cara B | Cara C | Cara D
280 0,30 0,48 0,24 0,20
285 0,29 0,43 0,21 0,18
290 0,23 0,40 0,18 0,20
295 | 0,20 | 0,37 | 0,15 | 0,22
300 | 0,17 | 0,32 | 0,09 | 0,18

305 | 0,09 | 0,22 — 0,13
310 — 0,09 — 0,05
315 — — — —

Tabulka 5.4: Relativni integralni intenzity ¢ar iminoprotoni ve spektrech Duplexu. Inten-
zita 1 odpovidé jednomu atomu vodiku

viak postupnd ztrata rezonance z dusikatjch skupin.! Proto pfi rychlejsi vyméné
nelze pozorovat signal na stfedni frekvenci obou moznych vyskyti jadra vodiku jako
v idedlnim p¥ipadé (obréazek 3.1). Tento jev muzeme sledovat jak u dinukleotidi, tak
i u deviticetnych fetézc ve spektrech v okoli 6,5 ppm (na rozhrani aromatické a
smiSené ¢asti): rezonance aminoprotont je viditelnd do teploty asi 320 K, pii vyssich
teplotach ji ve spektrech nenajdeme. Signaly prislusné vodikovym jadriim z iminosku-
pin nejsou ve spektrech patrné vibec. Ziejmé je to zptisobeno jesté vyssi rychlosti
vymény protont, takze i pii nejnizsich méfenych teplotach je magnetizace téchto
protont pouzitou pulsni sekvenci potlacena.

Vyznamnym zjisténim je existence signalii od iminoprotonti ve spektrech Du-
plexu pfi teplotach do 310K (obrazek 5.6). Svédéi to o znaéném zpomaleni pro-
cesu vymény protont mezi bazemi a vodou. TudizZ lze tyto rezonance povazovat za
dikaz pritomnosti dvojsroubovic, vSechny iminoskupiny v bazich se totiz tcastni
Watsonova-Crickova parovani. Do prostoru uvniti duplexu se nemohou dostat mo-
lekuly vody a nedochéazi proto k vyméné protont. Ve skutecnosti ale neni situace
takto dokonala: rozbor integralnich intenzit v této oblasti spektra — hodnoty v ta-
bulce 5.4, graf na obrazku 5.7 — ukazuje, ze zméfené signaly odpovidaji jen malé
¢asti ze skute¢ného poctu iminoprotonti v roztoku. Z celkovych deviti takovych pro-
tonti odpovida signal pri nejnizsi teploté jen 1,20 atomim. Lze to vysvétlit tim, ze
k vyméné s molekulami vody dochéazi i pfi téchto teplotach, byt v omezené mire ve
srovnani s volnymi fetézci.

Zmétené zavislosti intenzit byly prolozeny funkci

ktera predpoklada primou iimérnost mezi intezitou ¢ary a koncentraci duplexii v roz-
toku. Vysledkem fitu jsou pro kazdou z ¢ar termodynamické parametry tvorby dvo-
jSroubovice uvedené v tabulce 5.5. Pro vypocet parametru ¢ byl pouzit vztah (5.2).

1k zeslabeni signalu také pfispiva piitomnost 10 % tézké vody, jadra deuteria nenaméfime v pro-
tonovych spektrech vibec z duvodu odlisné rezonanéni frekvence
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Obrazek 5.6: Spektra iminoprotont v Duplexu. Pismeny A az D jsou oznaceny jednotlivé
cary

Céara || AH [kcal/mol] | AS [cal/mol/K] | AGsyg [keal/mol] | T,, [[C] | ¢
A ~52.9 ~160 —3.22 28,2 | 0,17
B _57,8 174 3,85 32,1 | 0,14
C —69,5 218 —2.08 25,4 | 0,14
D —112,6 —350 —4,17 35,3 10,15

Tabulka 5.5: Vysledky fitu zavislosti integralnich intenzit c¢ar iminoprotonidt funkci
tvaru (5.4)
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Obrazek 5.7: Teplotni zéavislost integralnich intenzit signalti od iminoprotont ve spektrech
Duplexu spolu s kiivkami ziskanymi fitovanim naméfenych hodnot funkei (5.4)
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chovani jako v pripadé posuni jednotlivych ¢ar a ze tedy bude zfetelnd zména v ob-
lasti tani. Vyhodou by méla byt skutecnost, ze chemicka vyména mezi signaly lezicimi

Vv

Vv

Poloha tézisté je dana jako vazeny prumeér vSech posunil 0 ze zpracovavané oblasti

spektra (a, b) vztahem
b
/ A(6)ds

5
/a A()d5

kde A(0) je intenzita signalu v bodé spektra. Pomoci tohoto vzorce byla vypoctena

vy

(5.5)

6TE

vy

obrazek 5.8. Vysledky fitu shrnuje tabulka 5.6. Pro vypocet parametru ¢ byl pouzit
vztah (5.3). Do souboru dat pro fit nebyla zahrnuta hodnota pii nejnizsi teploté,
ktera je priis nizka.



AH [kecal/mol] | AS [cal/mol/K] | AGs1 [keal/mol] | T,, [)C] | ¢
—182,4 —568 —6,44 39,8 10,19

Vvey

plexu funkei (5.1)

5.6 Korelace mezi spektry pri sousednich teplo-
tach

Korelacni koeficient ¢ mezi dvéma posloupnostmi a; a b;, kde ¢ € {1,..., N}, je
definovan vztahem

=1 : (5.6)

Z (C_L — (IZ‘)Z : (5 — bl>2

=1 =1

S
Il

pficem? @ a b znad aritmetické priméry obou posloupnosti. Korela¢ni koeficient
muze nabyvat hodnot mezi 0 a 1 — ¢im vyssi korelac¢ni koeficient, tim podobnéjsi
jsou si obé posloupnosti.

V aromatické c¢asti spekter Duplexu byly fitovanim hledany takové vzajemné
posuny spekter zmérenych pii sousednich teplotach, aby korela¢ni koeficienty byly
maximalni. Ukazalo se vSak, ze pfi pouziti celé aromatické casti spektra tento po-
stup nevede k uspokojivym vysledkiim: korelace jsou malé a posuny dosti osciluji.
Lepsich vysledkii se dosahne pouzitim pfiblizné poloviny aromatické ¢asti spektra,
a to od nejvyssich ppm. Na obrazku 5.11 jsou vyznaceny tfi riizné oblasti spektra
Duplexu pfi teploté 310 K. Nejvyssi dosazené korelacni koeficienty mezi sousednimi
spektry ukazuje obrazek 5.9. Ze vzajemnych posunt spekter pfi nejvyssich korela-
cich se urcily celkové posuny vsech spekter vztazené k poloze pri nejnizsi teploté
(280 K). Tuto teplotni zavislost zachycuje obrazek 5.10. Fitovanim celkovych po-
sunt sigmoidou (5.1) byly ziskdny termodynamické parametry. Vyhodnocovaly se
tfi rtizné dlouhé tuseky spektra, coz umozinuje odhad chyby nafitovanych parametri
jako dvojnasobek standardni odchylky od priméru hodnot. Parametr ¢ byl vypocten
dle vztahu (5.3). Vysledky shrnuje tabulka 5.7.

5.7 Porovnani vysledkil a srovnani s mikrokalori-
metrickymi mérenimi

Po ukonceni experimentti jaderné magnetické rezonance na smési komplementarnich
devitinukleotidi byl tento vzorek podroben mikrokalorimetrickému méreni na Fyzi-
kalnim tstavu UK [3]. Pfi jeho fedéni bylo pouzito totoZné rozpoustédlo jako pro
ucely NMR. Tato méfeni byla provadéna na diferencidlnim scanovacim kalorimetru
(DSC) model 6100 Nano-DSC II firmy Calorimetric Sciences Corporation. Naméfené
zavislosti rozdilu v tepelném piikonu mezi vzorkovou a referenc¢ni kyvetou pro dosa-
zeni stejné teplotni zmény byly fitovany pomoci van’t Hoffovy rovnice (2.3). Vysledné
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Obrazek 5.9: Nejvyssi dosazené korelacni koeficienty mezi spektry Duplexu zméfenymi pii
sousednich teplotach
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Obrazek 5.10: Celkovy posun spekter Duplexu, kterym odpovidaji nejvyssi korela¢ni ko-
eficienty. Zavislost je prolozena k¥ivkou tvaru (5.1)
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Obrazek 5.11: Vybér ruznych ¢asti spektra Duplexu pii teploté 310 K pro vypocet korelac-
nich koeficient. Pocatek vSech vybéru je spoleény, oblasti se lisi v po¢tu boda spektra —
ty jsou postupné 1200, 1400 a 1600

AH [kecal/mol] | AS [cal/mol/K] | AGs1 [keal/mol] | T,, [)C] | ¢
Primeér —56,5 —162 —6,17 44,9 10,18
Chyba 7,8 25 0,07 0,8 0,02

Tabulka 5.7: Vysledky fitu teplotni zavislosti celkového posunu spektra Duplexu pfi nej-
vysSich korelacich mezi sousednimi spektry




Tabulka 5.8: Termodynamické parametry tvorby dvojSroubovic ziskané z mikrokalorimet-

Koncentrace [mM] || AH [kcal/mol] | AS [cal/mol/K] | T, [*C]
0,57 —66,5£1,0 —184+3 46,0£0,9
0,16 64,4+ 1,1 17943 [39,6+1,3
0,0445 —63,1+3,3 —176 £ 10 33, 71,8

rickych méfeni [3]

Posuny c¢ary O | Posuny c¢ary U | Tézisté | Korelace | Kalorimetrie
T [°C] 41,1 40,8 39,8 44.9 48,2
T K] 314,2 313,9 312,9 318,0 321, 3

Tabulka 5.9: Srovnani teplot tani urcenych riiznymi postupy

hodnoty termodynamickych parametri a teplot tani jsou uvedené v tabulce 5.8. Ex-
trapolaci zavislosti teploty tani na logaritmu koncentrace dostaneme pro koncentraci
0,91 mM teplotu tani (48,2 £ 1,1)°C.

Znamena to tedy, ze teplota tani ziskana z mikrokalorimetrie je vyssi pfi vSech
srovnani s parametry 7,,, ziskanymi z fitd zmétrenych zavislosti spektralnich charakte-
ristik z NMR (tabulka 5.9). NejbliZe k hodnoté obdrzené z mikrokalorimetrie je vysle-
dek rozboru korelaci mezi spektry Duplexu, kde vychazi teplota tani (44,9 +0, 8)°C.
vanych car jsou s ni jesté srovnatelné. Rozdily urcenych parametri 7), jedotlivymi
popsanymi postupy jsou zfejmé zpusobeny tim, ze slozité procesy tvorby a rozpadu
dvojsroubovice jsou postizeny z ponékud odlisnych stranek. V piipadé teplotni zavis-
losti intenzit ¢ar iminoprotont je situace navic komplikovand vyménou s molekulami
vody, kterd znac¢né snizuje intenzitu téchto car a ovliviiuje jeji teplotni zavislost,
proto nelze intenzity téchto ¢ar popsanym zpiisobem pouzit k urceni 7,,.

5.8 Necistoty ve vzorcich

V oddile 5.1 jsem se zminil o pfitomnosti dvou neocekavanych tripletti v protono-
vych spektrech oligonukleotidt. Triplety vznikaji v disledku stépeni spektralni cary
J-interakei s dvojici ekvivalentnich protont. Stejna velikost rozstépeni v obou triple-
tech (7Hz) spolu se slabym, le¢ viditelnym striskovym efektem — dvé vnitini ¢ary
z celkovych Sesti jsou siln€jsi nez dvé vnéjsi — prokazuji, ze k J-vazbé dochézi navza-
jem mezi jadry vodiku, jimz ve spektru prislusi tyto triplety. Znamena to proto, ze
kazdy z triplett tvori signal od dvou magneticky ekvivalentnich protonti. Ve vzorku se
proto musi nachazet molekuly, jejichz ¢asti odpovidaji schématu X—CHy—CHy—-Y,
pritom na prvnich atomech ve skupinach X ani Y nejsou navazany zadné vodiky.
Takové skupiny se v nukleovych kyselinach ani pouzitém pufru nevyskytuji — proka-
zatelné se jedna o necistoty ve vzorcich.

Integralni intezita kazdého tripletu je priblizné c¢tytikrat vyssi nez intenzita li-
bovolné ¢ary prislusné jednomu jadru vodiku v molekule oligonukleotidu. Mtizeme
proto odhadnout koncentraci necistot: ta je dvojnasobna oproti koncentraci oligo-
nukleotidii, nebot kazdy z tripleti prislusi dvéma vodikim v jedné molekule.

Polositka tripletd se neméni v zavislosti na teploté v zadném ze t¥i promérenych
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vzorkll. Molekuly necistot tedy neinteraguji z nukleovymi kyselinami a pravdépo-
dobné nijak neovliviuji tvorbu dvojsroubovic.

Chemické posuny obou tripleti zavisi na teploté piiblizné linearné. Graf této
zavislosti, ve kterém jsou soucasné posuny signalu od pufru, ukazuje obrazek P-13
v prilohéach.

Na e-mailovy dotaz firma VBC-Biotech, kterd vzorky vyrobila, uvedla, Ze neza-
douci pfimési mohou pochézet ze dvou kroku pii zacistovani vzorkt: bud z polyakry-
lamidové gelové elektroforézy (PAGE), nebo z NAP-5 kolon, které byly pouzity pro
odstranéni zbytkid z PAGE. Pravdépodobna se jevi prvni moznost, pfi elektroforéze
se do vzorku mohly uvolnit rtizné derivaty akrylamidu. NMR spektrum nékterych
takovych sloucenin by mohlo odpovidat vyse popsanym vlastnostem. Z dostupnych

Pro srovnani jsem zméiil 'H NMR spektra totozného oligonukleotidu Match od
druhého vyrobce, ktery byl pofizen za tGcelem jinych méfeni na Fyzikalnim tstavu
UK. Tento vzorek pochazel z Laboratofe funkéni genomiky a proteomiky na Ustavu
experimentalni biologie Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Byly
pouzity stejné rozpoustédlo a stejny postup métreni jako ve vSech diive popsanych
a provedenych NMR experimentech na nukleovych kyselindch. Na obrazku 5.12 je
ukazka spekter vzorkt Match z obou laboratori pti teploté Ty = 300 K. Na prvni po-
hled je ziejmé, Ze triplety pozorované u videnskych vzorki se ve spektru brnénského
oligonukleotidu nevyskytuji, zato se v ném naléza nova cara s posunem 1,85 ppm,
kterou jisté zpusobuje jiny typ necistot. Shodujici se ¢ara na 1,58 ppm patii thy-
minovym methyliim. Cast spektra, kterou obrazek neukazuje, se v obou piipadech
shodovala.

Z uvedenych pozorovani plyne, ze ani jeden z pouzitych vzorkid nedosahuje do-
konalé Cistoty a ze primési ve vzorcich z obou laboratori se navzajem lisi. Necistoty
ve vzorcich pouzitych pro méfeni teplotnich zavislosti NMR spekter vsak nijak neo-
vlivnily dosazené vysledky.



Obrazek 5.12: Srovnani protonovych NMR spekter vzorki Match pfipravenych ve Vidni a
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Kapitola 6

Z.aver

V réamci této bakalaiské prace jsem provedl tato méfeni a jejich vyhodnoceni:

Pro presnéjsi urceni teplot pfi méfeni spekter jaderné magnetické rezonance
nukleovych kyselin jsem zkalibroval teplotni ¢idlo a stanovil optimalni postup
meéreni.

Takto navrZenym postupem jsem promé&iil 'H a 3P spektra NMR vysokého
rozliSeni dinukleotidd ApU a Gp.C v teplotnim rozsahu 280 K az 350 K. Ovéril
se tak stanoveny teplotni rezim experimentu.

Stejnym postupem jsem proméiil 1H a 3'P spektra deoxyoligonukleotidt v tep-
lotnim rozsahu 280K az 350 K. Experimenty jsem provedl nejprve na dvou
oddélenych vzorcich navzajem komplementarnich vldknech devitinukleotidi,
poté nasledovalo méfreni na smési obou téchto retézci.

Protonova spektra lze rozdélit na nékolik oblasti, v nichz se nalézaji signaly
vodikovych jader z urcitych skupin atomii: smérem od nejvyssich posunt jsou
to postupné vodiky v iminoskupinach, dale vodiky vazané na aromatické uhliky,
aminoprotony, v dalsi ¢asti spektra ¢ary odpovidaji jak nékterym aromatickym
vodikim, tak protontim v sacharidovych skupinéch, pozice 4,7 ppm prislusi
potlacenému signalu vody, poté nasleduje oblast sacharidovych protont, pufru
a také necistot a nakonec signal od methylové skupiny thyminu.

Priradil jsem signaly v aromatickych ¢astech protonovych spekter. Podarilo se
jednoznacné urcit, které spektralni ¢ary odpovidaji jednotlivym druhtim bézi
v dinukleotidech i v oligonukleotidech. Protoniim ze sacharidi nelze jedno-
znacné priradit jednotlivé spektralni c¢ary z divodu malych vzajemnych po-
sunt, velkého poctu stépeni car J-interakei i znacného mnozstvi takovych pro-
tontt v molekulach.

Cary v protonovych spektrech smési dvou komplementérnich vldken se s klesa-

v es

tvorby a rozpadu duplexti neni dostatecna k tomu, aby se dala pozorovat rychla
chemickd vyména, ktera by vedla k zazeni Car.

Srovnani souc¢tu spekter jednotlivych vlaken se spektry smeési komplementar-
nich fetézcl jednoznacéné prokazalo, ze ve vodném roztoku se pii dostatecné
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vysokych teplotach nachazeji pouze nesparované fetézce (tehdy se soucet dil-
¢ich spekter shoduje se spektry smési), kdezto s klesajici teplotou je zietelny
narist relativniho zastoupeni duplexii.

e Sledovani posuni vybranych spektralnich ¢ar v aromatické oblasti prineslo vy-
sledky v podobé sigmoidalni zavislosti prokazujici probihajici fazovy piechod,
jejimz fitem byly ziskany termodynamické parametry popisujici vznik duplexu.

e Teplotni zavislosti zmérenych spekter se vyhodnocovaly nékolika rtiznymi zpi-
soby, mezi néz se fadi rozbor polohy tézisté c¢asti spektra v zavislosti na teploté
a vypocet korelacnich koeficienti mezi spektry zmérenymi pii sousednich tep-
lotach.

e Signaly od iminoprotont z bazi, které se vyskytovaly pouze ve spektrech smési
komplementarnich tetézct pii nizkych teplotach, jasné dokazuji pritomnost
duplexii. Zavislost jejich intenzit na teploté vsak nepfinasi spolehlivé vysledky
z dtivodu zkresleni této c¢asti spekter vlivem probihajici chemické vymeény.

e Protonova NMR spektra oligonukleotidi odhalila pfitomnost necistot ve vzorku
pochézejicich patrné z ¢isténi gelovou elektroforézou. Ukazalo se vsak, ze tyto
latky pravdépodobné nijak neovliviiuji vznik a rozpad duplexi DNA. Ze srov-
nani se spektry od jiného vyrobce vyplyva, Ze ani v jednom pfipadé nebyly
vzorky bez znatelnych piimési, ty se vSak navzajem lisily.

e Fosforova NMR spektra oligonukleotidt se neukéizala vhodné ke stanoveni ur-
¢itych zavéri o tvorbé a rozpadu duplexii. Je to zptisobeno predevsim prilis
sirokymi spektralnimi carami, které nelze navzajem odlisit.

Vsechna zméfena protonova spektra byla vztazena k posunu protond v HDO.
Pro presné hodnoty chemickych posuntt vzhledem ke standardu (TMS), by bylo
tfeba bud pridat tento standard pfimo ke vzorku, nebo zméfit teplotni zavislost
chemického posunu HDO vici TMS.

7 popsanych vysledkt je zfejmé, Ze i jednoducha jednorozmeérna spektra NMR
vysokého rozliseni skytaji mnoho moznosti, jak ziskat smysluplné tdaje o dynamice
tvorby a rozpadu duplexii oligonukleotidi. Nelze z nich vSak jednoduse urcit napii-
klad koncentrace mnozstvi sparovanych retézct pii dané teploté. Nékteré navrzené
a provedené postupy zpracovani zmeérenych spekter, jako jsou sledovani posunti jed-
Fenymi pii sousednich teplotach, vedou k vysledkiim, které se daji srovnavat s idaji
ziskanymi jinymi experimentalnimi metodami nez NMR.

Zaroven se ukazuje, ze zvolend délka oligonukleotidii se blizi hranici, kdy jiz ne-
bude mozné protonova spektra spolehlive interpretovat. Kratsi retézce by sice znacné
zjednodusily ziskané spektra (nejen niz$im poctem car, ale také patrné zrychlenim
chemické vymeény v disledku vyssi pohyblivosti molekul), ale sou¢asné je znamo, ze
duplexy kratkych tisekit DNA jsou méné stabilni. Je proto tfeba hledat kompromis
mezi usnadnénim prace se spektry a pouzitelnosti ziskanych vysledki.

Dalsi tdaje o tvorbé dvojsroubovic by piinesla méfeni NMR spekter uhliku 2C,
pripadné také dusiku °N a vicerozmérnych korela¢nich spekter. V souvislosti s niz-
kym pfirozenym zastoupenim téchto izotopti vyvstava pro takova méreni potieba
izotopicky znacenych vzorkd, jejichz vyroba je vsak obtiznéjsi a nakladné;jsi.
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Obrazek P-2: Protonova NMR spektra Gp.C



350 K

340 K

330 K

Obrazek P-3: Protonova NMR spektra vzorku Match

NI
NI

b

Obrazek P-4: Protonova NMR, spektra vzorku Kompl



[T .

rd

1N

r
w
o)
o
A

Obrazek P-5: Protonova NMR spektra vzorku Duplex
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Obrazek P-6: Fosforova NMR spektra dinukleotid: nalevo spektra ApU, napravo Gp.C
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Obrazek P-7: Fosforovd NMR spektra oligonukleotid: nalevo spektra vzorku Match, napravo Kompl
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Obrazek P-8: Fosforova NMR spektra vzorku Duplex
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Obrazek P-9: Srovnani souctu protonovych spekter samostatnych vldken oligonukleotidi Match a Kompl s protonovymi spektry vzorku Duplex:
aromatickd a smisené oblast spektra pii teplotach od 280K do 305 K
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aromatickd a smisené oblast spektra pii teplotach od 305K do 335K
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Obrazek P-11: Srovnani souctu protonovych spekter samostatnych vldken oligonukleotidi Match a Kompl s protonovymi spektry vzorku Duplex:

sacharidova oblast spektra pii teplotach od 280 K do 305 K
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Obrazek P-12: Srovnani souctu protonovych spekter samostatnych vldken oligonukleotidi Match a Kompl s protonovymi spektry vzorku Duplex:

sacharidova oblast spektra pii teplotach od 305K do 335K
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Obrazek P-13: Teplotni zavislost posunu signalu pufru a dvou tripleti, které prislusi ne-
¢istotam



