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Abstrakt

In vivo spektroskopie magnetické rezonanceytoge radu informaci vyuzitelnych pro
diagnostické &ely jako napiklad indentifikace a stanoveni koncentrace vyznahn
metaboliti v m¢kkych tkanich. Dosud malo prozkoumanym jevem jeopozani Stpeni
signali v'H spektru kosterniho svalu wisledku rezidualni dipolarni vazby, které se
projevuje zejména na signalech kreatinu, karnoaitaurinu. Diplomova prace se zéita
na vytvaeni podminek in vitro préasténou orientaci molekul metabalitpodobnou jako
ve svalove tkani, pouzitim radi&lstlateného polyakrylamidového gelu jako orientujiciho
média. Prace s gelem zahrnovala nalezeni vhodnélemického sloZeni, wpsréni
protokolu gipravy a vylr vhodné techniky pro sttani gelu. Pomoci spektroskopie
magnetické rezonance vysokého rozliSeni byla detelaxasté&na orientace studovanych
molekul zejména kreatinu a karnosinu ve férgpeni signdl geminalnich vodik
methylenovych skupin, které j@isledkem rezidualni dipolarni vazby. Vysledky pogiou
k vytvoreni  zjednoduSeného modelu svalu a konstrukci famtorkalibraniho a
testovaciho vzorku pro MR tomografii.

Kli¢ova slova: Nuklearni magneticka rezonance, Rehidudipolarni vazba,Casténa

orientace, Polyakrylamidovy gel, Kreatin, Karnosin



Abstract

In vivo magnetic resonance spectroscopy pesvigreat amount of information
applicable for diagnostic purposes such as ideatibtn of major metabolites present in
soft tissues and determination of their concemmatiThe splitting obsevrable itH
spectrum of skeletal muscle as a consequence afuedsdipolar coupling has been
unsuffieciently explored phenomenon yet. Especidiéy/signals of creatine, carnosine and
taurine were affected. This Diploma thesis focudinding an optimal in vitro conditions
leading to the partial orientation of the metaleslitwith properties similar to those
occurring in the muscle tissue. Radially stretcipedyacrylamide gel was used as the
orienting medium. The work with the gel involvedetisearch for optimal chemical
composition, preparation procedure details andc8eleof the most suitable technique for
the gel stretching. The partial orientation of caine molecules was detected as additional
splitting of resonances of geminal hydrogens of hylene groups by means of high
resolution magnetic resonance spectroscopy. Thetses this work will be utilized for a
development of a simplified model of the muscle aedign of a novel phantom, as a

calibration and testing sample for MR tomograph.

Key words: Nuclear magnetic resonance, Residuablaiipcoupling, Partial orientation,
Polyacrylamide gel, Creatine, Carnosine
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Seznam pouzitych zkratek a symba

APS Peroxidisiran amonny (Ammonium persulfate)

Bisakrylamid N,N -methylenbisakrylamid (Bisakrylaai

Cr Kreatin

Cs Karnosin

FID Signal volné precese (Free Induction Decay)

MAS Rotace pod magickym uhlem (Magic Angle Spimgin

MRI Zobrazovani magnetickou rezonanci (MagnetisdRance Imaging)

MRS Spektroskopie magnetické rezonance (MagnetsoRance Spectroscopy)
MRSI Spektroskopické zobrazovani magnetickourezoingMlagnetic Resonance

Spectroscopy Imaging)

NMR Nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magrieésonance)
RDC Residualni dipolarni vazba (Residual Dipolaufling)
RQC Residualni kvadrupdlova vazba (Residual Quaalan Coupling)

TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin



1.Uvod

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je jehog zakladem je rezonam chovani
atomovych jader s nenulovym spinem v magnetickétn gakladnimi aplikacemi jsou
NMR spektroskopie a zobrazovani (MR tomografieel@mskopie nachazi hlavni vyuZziti
jako analytickd metoda v chemii a strukturni bidloktera umo#uje stanovit strukturu a
dynamiku molekul natdznych arovnich, od topologie a typu chemickych waz¢ po
tfidimenzionalni prostorovou strukturu. MR tomogrgkednes jednou z neajtkZit¢jSich
neinvazivnich diagnostickych technik pouzivanyamedicirg. Tato metoda vyuZiva toho,
e intenzita signélu jadéH vody je ve ¥tsine mékkych tkani o #kolik fadu vy3si nez
signal z jinych latek. S vyuzitim kontrolovanychadrenti externiho magnetického pole je
moZné z odezvy jadeH vody ziskat prostoravrozliSeny obraz. Vedle obrazu je ale
mozné zniiit i prostoro¥ lokalizovana in vivo MR spektra. Tato spektréinpSeji
neinvazivni cestou rozsahlou informaci, jako ifidpd identifikaci hlavnich metaboalit
piitomnych ve zkoumané latce, jejich koncentraciaxaini vlastnosti jadernych spin
téchto metabolii ¢asto zaviseji na rfe okyslteni tkarg. Lze stanovit koeficient translai
difuze vody v dané tkani. Novym a dosud velmi malazitym spektralnim parametrem je
$t3peni rekterych piki v 'H spektru v dsledku rezidudlni dipolarni vazby (RDC). Tento
jev byl pozorovan na signalechékterych dilezitych metabolii, jako jsou kreatin,
karnosin a taurin v kosternim svalufitBmnost rezidualni dipolarni vazby ¢ki o
casténé preferované orientaci molekul v tkani, fiklad v disledku interakce se
svalovymi vlakny. Undle vyvolané rezidualni dipolarni vazby se dnes Wwaiin vitro ke
stanoveni prostorové struktury biomakromolekul, ojajsou proteiny nebo nukleové
kyseliny. Zkoumana latka je rozpasa ve specialnim médiu, které ma tendenci se
orientovat v dsledku vrjSi sily, & jiz mechanické, magnetickéfipadré elektrické a za

téchto podminek je #gfeno NMR spektrum.

Tato diplomova prace klade za cil pokusit geolat preferetni orientaci gkterého
z vyznamnych metabolitve svalu za in vitro podminek, a to za pomoci raeatky
stlaeného gelu na bazi akrylamidu. Tato metoda jei@lgopsana pro aplikace na
proteinech. Indukovat prefer&m orientace na vysSe uvedenych svalovych metalbdblife
vSak mnohem obtiZfsi kvali podstat mensi velikosti a vnihi flexibilité jejich molekul.
Pouziti radialy stlateného gelu nabizi paralelu s mechanickyisopenim vidken aktinu a
myozinu ve svalu. Qieni této hypotézy je ale jiz mimo ramec této prabesledky této

prace by téz ély byt podkladem pro konstrukci kaliliaiho vzorku, takzvaného. fantomu
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pro MR tomografii, ktery by zjednodusil optimalizanéficich metod a umoznil testovaci
méteni nap. zavislosti ipeni na orientaci vzhledem k magnetickému poliorimiace o
mechanismuast&né orientaci molekul metabalitby nasled& mohly byt pouzity pro
diagnostiku svalové tké&n Postmortalni studie na Zatech ukazuji patobiochemické
zmeny ve svalu, které se projevuji jako &ma charakteru RDC kreatinu a taurinu. Je
pravéEpodobné, Ze podobné #Zny mohou byt pozorovany i uudznych typi
nervosvalovych onemoeni, u kterych dochazi k naruseni bémé struktury, gikladem

mohou byt svalové dystrofie.

Prace j&lenéna na teoretickou a experimentatdst. V teoretick&asti jsou uvedeny
z&klady magnetické rezonance, poznatky o rezideabtipolarnim Stpeni, informace o
orientujicich médiich, Uvod do anatomie svalovéngka zakladni poznatky o kreatinu a
karnosinu. V experimentalnéasti je popsano #ieni pomoci spektrometru nuklearni
magnetické rezonance, metody pouzité k zisk&st€né orientace molekul, postup
piipravy geti a vysledky nifeni s vyhodnocenim. Experimentali@ist diplomové prace
probihala na pracovisti Odeni radiofrekvetini spektroskopie Katedry fyziky nizkych
teplot Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Ky v Praze. V ramci diplomové
prace jsem se zZastnil seminge Moderni problémy NMR spektroskopie, ktery shrnuje
poznatky 0 magnetické rezonanci a uinge pochopit a osvojit si zakladni principy a

moznosti ndienti.

11



2.Teoreticka ¢ast

2.1. Uvod do nuklearni magnetické rezonance

2.1.1. Spektroskopicka metoda NMR

Historie nuklearni magnetické rezonance (NMRjina ve druhé polovin 40 let
minulého stoleti, kdy se uskdtelo prvni neieni signdlu NMR kapalného a pevného
vzorku. Vyvoj nEfeni pomoci magnetické rezonance je v zasatkjre jako vyvoj WtSiny
ostatnich msficich metod spojen s technologickymi poznatky prgrobu viastniho
meficiho za&izeni. Zasadnimi milniky jsou &feni pevnych vzork pomoci metody MAS
(Magic Angle Spinning), zavedeni pulzni metodiky sy@ojeni se zpracovanim signalu
pomoci Fourierovy transformace, vyvinuti metodikgemi vicedimenzionalnich spekter a
v neposlednifadd zobrazovani makroskopickych biologickych strukfpmmoci MRI.
Magneticka rezonance naSla rigj@ sveé uplaténi ve fyzice materidl, nasleds vyuzivali
vyhody n&feni NMR chemici a pozgi biologové @i zkoumani struktury molekul a
nejnoji se z&ala vyuzivat NMR v medicinpro ely zobrazovani gkkych tkani.
Zasadni vyhodou magnetické rezonance je jeji neimmast, gi méreni se nepoSkodi
vzorek, ktery nize byt dale upraven a znovu &@n. BlizSi informace o historii NMR viz
[1], [2] nebo [3].

Spektroskopii magnetické rezonance lze ¢hizdlo dvou hlavnich obdr, meéreni
kapalnych vzori a méfeni pevnych vzork Spektra kapalin se¢tdinou vyznauji piky
s malou polo%kou, ktera je zfisobena pohybovym igtdovanim #kterych interakci, jako
je dipol-dipélova interakceti chemické stigni. V pevné latce naopak k pohybovéemu
stredovani vesws nedochazi a pro zvysSeni rozliSeni spektra avadi je nutné uzit

specialni techniky jako néilad metodu MAS.

Za objevy spojené s magnetickou rezonanci logkeno rekolik Nobelovych cen.
Prvni Nobelova cena za fyziku byladeha F. Blochovi a E. M. Purcellovi v roce 1952 za
vyvoj novych metod pro #teni nuklearni magnetické precese a s nimi spoj&pgyn
V roce 1991 obdrzel R. R. Ernst Nobelovu cenu zarthza gispevky k vyvoji metodiky
spektroskopie NMR vysokého rozliSeni. Kurt Withrizikkal v roce 2002 Nobelovu cenu
za chemii za rozvoj spektroskopie NMR ke stanoy@ostorové struktury biologickych
makromolekul v roztoku. Posledni Nobelova cena zadioinu byla udlena
P. C. Lauterburovi a Siru P. Mansfieldovi v roc®2&a objevy spojené s MRI. [4].
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2.1.2. Fyzikélni princip NMR

Nuklearni magneticka rezonance jeslddkem magnetickych vlastnosti atomového
jadra a jeho chovani ve statickém magnetickém @Zakladni charakteristikou jadra je
celkovy moment hybnosti ozéiavany jako jaderny spinl). Spinovy moment hybnosti
jadra je dan vektorovym séem moment hybnosti jednotlivych elementarnictésti
jadra, tedy protoln a neutrof. Nejbézngji se pouzivaji jadra se spinovym kvantovym
gislemI = % nagiklad *H, *°C, N a3'P, pgitom wstsina prvki méa alespd jeden izotop,
ktery ma nenulovy spin. S jadernym spinem je spoyegneticky dipolarni moment

pomoci gyromagnetického peéna y, tento pondr je charakteristikou daného jadra.
u=yl 1)

Hodnota jaderného spind je vyjadena pomoci spinového kvantovéligsla I a

redukované Planckovy konstarity

[I] = Ay I(I + 1) 2)
Pramét jaderného spinu do ogymize nabyva2n + 1 hodnot:

I, = hm, 3)

kde magnetické kvantowéslom; = —I,—I +1,...,1 —1,1. Jadra se spinelln>% nesou

vedle magnetického dipolového momentu §estektricky kvadrupdlovy moment, jehoz
dusledkem jecasto zn#&né roz&ieni car v NMR spektru ve srovnéni se spektry jader se

spinem%. BlizSi informace o zakladnich principech NMR {42, [6] nebo [7].
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2.1.3. Interakce s externim magnetickym polem

Interakce fisobici na jaderny spin rozliSujeme na externi ariit Externi interakce
zahrnuji vliv statického magnetického poli a dalésgbeni na vzorek pomoci
radiofrekverniho elektromagnetického pole. V externim magnétick poli dochazi
k magnetizaci souboru sirviivem Zeemanovy interakce. Energie magnetickéipald

za fFitomnosti vigjSiho magnetického pole je dana vztahem:

Po vloZeni¢éastice s magnetickym momentem do homogenniho leéhtic magnetického
pole dojde vlivem interakce elektnbns magnetickym polem ke ¢&feni  hladin
energetického spektra v Zeemammultiplet na2l + 1 ekvidistantnich hladin s rozdilem

energie:
AE = yhB (5)
Tento rozdil je imo un¥rny velikosti statického magnetického pole.

v=2 (6)

21

Frekvenci fotonw schopného vyvolatipchod mezi sousednimi energetickymi hladinami
ozna&ujeme jako rezonani frekvenci rovnice (6), vifpadd NMR leZi tato frekvence
v radiofrekverini oblasti spektra elektromagnetickéhdera. Ve statickém magnetickém
poli dochazi k precesi spinu kolem osy externihogmetického pole, tuto precesi
nazyvame Larmorova precese, jeji rychlost odpowviezonagini frekvenci. Uhlova
rychlost precese je dana vztahem:

w=YyB (7)

Rezonanni frekvence se téz ozfige jako Larmorova frekvence nebo frekvence

Larmorovy precese.

S precesi spinu v magnetickém poli je spojezlaxace, proces navratu spinového
systému po excitaci do rovnovazného stavu. Relam@dieme fenomenologicky popsat
pomoci Blochovych rovnic, jejichzeSenim jsou rovnice (8), (9). Pro longitudealni a

transverzalni rovinu @métu vektoru magnetizace plati:
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M, (t) =M, - <1 —2-exp(- i)) (8)

My (t) = My - exp (— é) 9)

T, ozn&uje podélnou relaxmi dobu, oznéovanou také jako spindizkova relaxani
doba. Spin-rfizkova relaxani doba charakterizujei@davani energie excitovanych spin
okoli. T, ozna&uje pi¢nou relaxani dobu, oznéovanou jako spin-spinova relakxa doba.

Znalost relaxaci je jednim ze zakladnich poZzadark meteni.

N

Z
T Radiofrequency
+ pulse

X

y

Obr. 2.1: Znézoréni spinu precedujiciho kolem vektoru magnetizatev()

a preklopeni precedujiciho spinu pom%q@ulzu (vpravo) [5]
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2.1.4. Pulzni metody

Pulzni metody nahradilyfige pouzivané metody kontinualni, které byly zalpZzea
meéteni absorpce vzorku na rezotahfrekvenci. Zakladem pulznich metod jsou pulzni
sekvence, které umddji manipulaci se spinovymi systémy pomoci @ulkruhow
polarizovaného zé&ni na frekvenci Larmorovy precese. Pro stanoveaiamett
excitatnich pulzi vyuzivame pulznteSeni Blochovych rovnic. Vysledkem pouZiti pulzni
sekvence je ziskani signalu volné precese (FID3rykhasled#& zpracujeme s pomoci
Fourierovy transformace, kterodgvedeme signal gasove domény do frekvemi. Pulzni

sekvence se skladaji z radiofrek¥eith pul#i, casovych prodlev a puizgradientnich
poli. Mezi zakladni excitani pulzy pati g pulz, ktery sklapi spin ze smu osy z do roviny
xy kolmé na srr magnetického pole, a pulz, ktery sklapi spin do antiparalelnihoésm
Casové prodlevy umaiiji vyvoj spinovych interakci a téZ upléti spinové relaxace
Pulzy gradientniho pole umidji metit difuze castic ve vzorku a s jejich pomoci take

muzeme ve spektru selekti&potlatit nechéné signaly.
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2.1.5. Interni interakce

V NMR rozliSujemettyii zakladni interni interakcetipnou dip6l-dipolovou interakci,
negimou dipdl-dipélovou interakci, chemicky posuv a akwupdlovou interakci.
V izotropnim progedi kde molekuly rychle &mi orientaci, je mozné pozorovat tigpou
dipdl-dipdlovou interakci a chemicky posuv, zatimptima dipdl-dipdlova interakce
spole&né s kvadrupdlovou interakci se vigtuje a ve spektru neni jiz dale pozorovatelna.

Kvadrupolova interakce se objevuje jen u jadempsessn] > %

Rimé& dipol-dipolova interakce vyjagie vazbu jader v prostoru, kterou lze v ramci
klasické fyziky aproximovat vzajemnymigobenim dvou ©iovych magnedi. Stanoveni
jaderné dipol-dipblové interakce poskytuje mozngsto ukeni struktury molekuly,
protoze jeji efektivni dosah je zhruba 0,8 nm aim@y zavisla na orientaci spojnice obou
jader wa¢i externimu magnetickému poli. Dipolarni interak¢e pienesena iimo
prostorem nezavisle na kovalentni stri&tmolekuly. Dipolarni interakce je néjezitejsi
relaxa&ni mechanismus ve spektrech diamagnetickych réztékle je tato interakce
modulovana n&hodnymi zZmami orientace molekul, neboli Brownovym pohybem.

Pomoci pimé dipdl-dipdlové interakce ieme pozorovat rotai dynamiku molekul.

Negima dipdél-dipdlova interakce se ozuge také jako J-vazba, je zpriedkovana
vazebnymi elektrony. Vede keépeni signélu ve spektru pozorovaného typu jadra na
multiplet v zavislosti na pdu jader spojenych se sledovanym jadrem chemickymi
vazbami. Nejastji ptsobi mezi jadry spojenymi 1 az 3 chemickymi vazbdPamoci J-
vazby ges 3 chemické vazby a Karplusovy rovnicézeme uéit dihedralni Uhel seéeny
piislusnymi chemickymi vazbami. Velikost konstantyiimé dip6l-dipolové interakce se

uvadi v Hz, protoZe nezalezi na velikosti statickétagnetického pole.

RozliSeni frekvenciaznych jader téhoz izotopu vazanychizmych mistech molekuly
zpasobuje chemicky posuv, ktery jéisledkem tzv. chemického stim, které poskytuje
informace o chemickém okoli, ve kterém se jadrohaat; prodednictvim polarizace
elektrori v obalu atomu. Chemicky posuv se udava v ppm gpper million). BlizSi
informace o zakladnich interakcich v NMR viz [3§] hebo [7].
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2.1.6. Zobrazovani pomoci magnetické rezonance

Nejprogresivi§si aplikaci NMR je zobrazovani makroskopickychuktur v medicis.
Zobrazovani pomoci magnetické rezonance (MRI) umj@Zneinvazivl diagnostikovat
me¢kké tkarg. Principem MRI je prostorové zobrazovani hustotpt@ni ve tkani
s moznosti vyuZiti relaXaich dob T, a T, pro rozliSeni tkani. Pro zobrazovani
magnetickou rezonanci je nutné vyuziti gradientniohgnetickych poli (Obr. 2.2).
Nejdiive si vybereme vrstvu (A), ve které chceme sigsdimat. Pro vylr vrstvy se
pouzijeme p aplikaci selektivniho excitamiho pulzu linearni gradient magnetického pole
Gz, budeme tak excitovat pouzez o utité Skce. Pro ziskani informaci z jednotlivych
fezii se pouziva frekveémi a fazové kodovani. Frekuari kodovani (B) se obvykle
provadi v ose x aplikaci gradientu magnetickéhe & pii snimani signalu. #obenim
gradientu budou jednotlivé spiny precedovat s énaalliSnymi frekvencemi v zavislosti na
ose x. Echo signdl tak bude teoa sodtem harmonickych sign&lraznych frekvenci,
jejichz amplitudy budou odpovidat sumaci signalu pideli jednotlivych sloupg.
Aplikace gradientu v ose ydre po excit&nim RF pulzu zfisobi rozfazovani jednotlivych
spimi podél osy y (C). Sundai signal z daného sloupce tak bude vazen harmgmick
signalem, jehoZ frekvence bude zavisla na velikgsidientu G. Nanmgfena data z MR
tomografu tveéi takzvany K-prostor. Dvojitou Fourierovou transfaci ziskame obrazy
jednotlivych ngfenych vrstev. V souvislosti s MRI je také vhodn@&stvigkolik omezeni
pouZziti této metody. Problémy jsou zejména spognghomogenitou magnetického pole,
kterd vznik&4 pitomnosti vzduchové mezery v ditilmagnetu nebo fffomnosti Kkosti,
nagiklad v oblasti panve. Casténou kompenzaci problém s nehomogenitou

magnetického pole je pouziti povrchovych fippc intrakavitalnich civek.

D 1D

Obr. 2.2: Princip zobrazovani pomoci MRI [8]
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Pomoci MR tomografu ieme pi pouziti specialnich pulznich sekvenci ziskat
spektroskopicky signal in vivo vypovidajici o vyslkyatek v dané oblasti. Pomoci MRS
miZeme ziskat spektroskopické informace z 1,5 a7 %tkéms, proto musi byt iené
tkare dostatené velké a homogenni. Metabolity v danych tkanich ioamusi byt
v dostaténé izotropnim prosedi, musi se volhv prostoru pohybovat, aby jeilvec bylo
mozno ve spektru pozorovat. Vhodnou tkani pro zislspektroskopického signalu je

nagiklad sval nebo mozek. [9]

2.1.7. Residualni dipolarni S€peni

| velmi mala preference orientace molekul v&devzniku rezidudlni dipolarni vazby
(RDC) v NMR spektru. PouzZiva se zejména préenr prostorové struktury biomolekul,
protoZze jeho velikost souvisi se vzdalenosti dvaueragujicich jader a uUhlem
internuklearniho vektoru vzhledem k orientacéjgiho magnetického pole. Vyhodou RDC
je snadnd detekce a vyhodnoceni ze spektra NMRvpandm spektra molekuly
v izotropnim prosedi a v orientujicim médium. Velikost dipolarnih@aziy signalu
v pevné latce je ¥adu kHz. V izotropnim roztoku se dipolarni vazbatied’'uje na nulu.

Cilem neteni pomoci RDC je ziskat z dipolarni vazbsadu kHz, vazbu vadu Hz.

Rezidudlni dipolarni &beni vyuzivame zejménaripuréeni prostorove struktury
molekul. Pomoci RDC fizeme uéit sekundarni, terciarni aipadre i kvartérni strukturu
makromolekul. RDC vznika vlivemipmé dipdl-dipolové interakce, ktera nam unmoje
zmefit interakce jader az na vzdalenost 0,8 nm. DalSprostedky pro uéovani
prostorova struktury jsou ¢eni NOE (Nuclear Overhauser Effect), ktery nam umge
zmefit interakci dvou jader, které jsou od sebe vzdale® nm, pofipad meéreni nepimé
dipél-dipdlové interakce, ktera ma dosah poures@B chemické vazby. RDC lze také
pouzit ke zji&ni pontru enantiomér ve vzorku, k tomuto delu ovSem pdktbujeme

chiralni orientujici médium, jako je nidklad Zelatina.

Velikost RDC ve spektr(D) Ize ukit ze vztahu (10) z celkové konstanty@@niT, od
které odéteme velikost $peni vlivem nefimé dipdl-dipbélové interakcg, pokud se ve
spektru objevuje. Existuje moznost vyuZziti numegickmulace RDC k deni prostorové

struktury molekuly naiiklad pomoci programu PALES [10].
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T=J]+2-(D) (10)

Dy = — st 1 (300529 — 1)) (11)

2 3
16w 21ig

Dy = =3 (1 (3060629 — 1)) (12)

2 3
216m 21y

RozliSujeme dva typy RDC, heteronuklarni a booklearni. Heteronuklearni¢peni
D;sje mezi d¢ma odliSnymi jadry viz vztah (11), kde; a y, jsou gislusné
gyromagnetické po#smy, u, je permeabilita vakua je redukovana Planckova konstanta,
ris je vzdalenost jaderf je uhel mezi internuklearnim vektorem a osou externiho
magnetického pole a zavorka odpovid4 sedovani pes vSechny mozné orientace. Pro
meieni heteronuklearniho dipolarnih@@ni se ¥tSinou vyuziva fenos magnetizace, kdy
pomoci excitace jadéH a snimani spektra jadEiC miZzeme ziskat daleko s#j$i signal
jader **C dle pondru gyromagnetickych konstant. \fipads heteronuklearni RDC dvou
piimo vazanych jader je mozné pouZziti znalost vetikesdalenosti chemické vazby. Pro
meieni  heteronuklearniho &teni pouzivame najklad pulzni techniku HMQC
(Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) nebdSQL (Heteronuclear Single-

Quantum Correlation).

Druhym typem r¥eni je homonuklearni RDO,, dle vztahu (12), kterou pozorujeme
mezi jadry stejného typu.tiRladem je vyuziti RDC mezi geminalnimi vodiky. Bal
informace o RDC lze nalézt v [11], [12], [13] neldd].

2.1.8. PouZzité pulzni sekvence

Pro n¢teni homonuklearniho RDC Ize pou%ipulz s naslednym zpracovanim signalu

volné precese dle Obr. 2.3, kde | canja kanal nalaghy na frekvenci fislusného jadra,

p1l ozn&uje délku pulzu al1l ozna&uje casovou prodlevu mezi jednotlivymi opakovanimi

pulzni sekvence v souvislosti s rel&mani dobami. Délku;E pulz Ize experimentaénurcit

pied kazdym réreni. V gipad kdy pouzijeme nedeuterované rozpe¢dki, bude ve
spektru signal rozpouXtla zcela dominantni, petbujeme proto tento signal co nejvice
potlasit. Pro tento Gel Ize pouZit blok uweny k potl@eni vody v'H spektru vzorku
(takzvany WATERGATE), ktery pouziva sekvenci DPFG®EO selektivni inverzi.
V néasledujicim odstavci jsem pouze sitishrnul popis pouzitych sekvenci pro pédai

signalu rozpousgtlla, podrobgjsi informace o pulznich sekvencich Ize nalézt5}.[1
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Sekvence WATERGATE (WATER supression by GrAdlielailored Excitation)
vyuziva selektivnich putza pulzZi gradientnich poli k poté&ni signalu v oblasti spektra,
kde se nachazi signalu z proiowody. Sekvence Water Supression by Excitation
Sculpting (Obr. 2.4). Tato sekvence byva také tawana jako DPFGSE (Double Pulse
Field Gradient Spin Echo), kterd zé&jife inverzi signdl ve spektru, které chceme
zachovat. | oznalje kanal nalathy na frekvenci daného jadra,; ®zn&uje pouZiti
gradientnich puli, d1 je délka doby mezi jednotlivymi opakovanimi pulagkvencegd
ozna&uje casovou prodlevu u selektivnich piilzVlastni selektivni pulz je tien
binomickou pulzni sekvenci, ktera se sklada zipuigenych k excitaci celého spektra,
krom¢ oblasti definovaného chemického posuvu, kter4 fjéena prodlevou mezi
jednotlivymi pulzy binomické sekvence. G1 a G2 jsima pulzni gradienty sinusového

tvaru s délkou trvani 1 ms, kteréigpbi rozfazovani spinv daném selektivnim viou.

pl

Obr. 2.3: Pulzni sekvenézrepulzu [16]
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Obr. 2.4: Pulzni sekvence DPFGSE [16]
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2.2. Orientujici média

2.2.1. Obecnrg o orientujicich médiich

7

asté&éné orientace molekul je pebné zvolit vhodné orientujici médium.

7w

K vytvareni ¢
Pouzivaji se fedevsSimii metody, orientace pomoci kapalnych krystalrientace pomoci
stlatenych gel a orientace pomoci paramagnetickych donDrientujici médium ma
vytvéret ¢ast&énou orientaci molekul ve vzorku pomoci omezeni fdikgsti molekul
v urtitém snéru. Orientujici médium by v zasadnentlo specificky interagovat
s pozorovanou molekulou. Ve spektru je signal erddjiciho média necérta informace,
ktera se mize pgekryvat se sledovanym signalem. Pro speciali@lyise daji pouzit
deuterovana orientujici média, jejich vyroba je emszné&né nakladna. V nasledujicich
podkapitolach se budeme blize zabyvat charakiavistiorientace molekul pomoci
kapalnych krystdl a stl@enych gel, metoda orientace pomoci paramagnetickychiaiont
neni ilis vyhodna, protoZze dochazi ke #namu roz&eni signalu v tsledku
paramagnetické relaxace. PomatAst&éné orientace a tim vytveni anizotropniho
prostedi miZzeme pozorovani ifmou dipdl-dipdlovou interakci a kvadrupélovou
interakce, které by se jinak ve spektru ygdovaly. Literatura viz [12], [13] nebo [17].
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2.2.2. Kapalné krystaly

Kapalné krystaly vyuZzivaji k vytveni orientované faze zavislost uidani molekul
na zméné teploty nebo zrmé koncentrace. Vifpadk zavislosti na teplét jde o
termotropni kapalné krystalyfigavislosti na koncentraci jde o lyotropni kapakngstaly.

U kapalnych krystdl se vyuziva vytvieni silré orientované nematické faze lyotropnich
kapalnych krystdl nebo pechodi do této faze, které mohou poskytouEst&nou
orientaci molekul. Diky vysokému stupni orientaceclazi k velkému &peni signélu
viadu az wgkolik kHz. Friprava orientujiciho média z kapalnych kry&tatva pouze
n¢kolik hodin. Nevyhodou kapalnych krysiaje nemoznost ziskartiast€né orientace
viadu Hz, protoZze minimalni petbond koncentrace kapalnych kry8tgiro vytvdeni
casténé orientace ve vzorku vytkiosilné orientovanou strukturu. DalSi informace o

orientujicich médiich typu kapalnych krysitaiz [18].

Obr. 2.5: Pedstava smektické A a C (vlevo) a nematicka fapeafxo) kapalnych krystal[19]
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2.2.3. Metoda sta*eného polymerového gelu

Tato metoda je také znama pod zkratkou SAGaifBtnduced Alignment in Gel).
V z4sad jde o vytvdeni orientujiciho média pomoci stmi homogenniho gelu s pory.
Pory si Ize pedstavit jako prostory v siti gelu, do kterych sestdne zasobni roztok
s rozpus&tnou sledovanou latkou. Prdealstavu je na Obr. 2.6 je zobrazenagslu, kde
dochazi k vytveéeni vazeb mezi jednotlivymietzci pomoci giovani gelu, poppad
vznikaji volné konce. V sa@asné dob se pouzivaji dva figoby stl&eni gelu, nagjastji se
pouziva radialni stteni pomoci umisghi gelu tSiho pfiméru do kyvety, druhou
metodou je stk&eni gelu v kyvet pomoci pistu. V oboufifpadech jde o stt@ni gelu
pomoci mechanické sily. Zakladni mySlenkou tétooaetie vytvdaeni eliptickych pai
pomoci stlaeni pivodreé kulovitych pof. Existuje gkolik typa geki, které se pouZzivaji
jako orient&ni média, kazdy gel ma své&iié specifikace a rozpoustia pro dané pouziti.
Metoda stlaeného gelu je pouzivana ke snizeni velikostnpg dipdl-dipolové interakce
ztadu kHz na velikostdkolika Hz. Pro dely dosazentasté&né orientace malych molekul

jsem pouZzil polyarkylamidovy gel.

U geli je rekolik parametit ovliviwijici vytvoreni cast&né orientace, konkrétnde o
hmotnostni zlomek akrylamdu v gelu, mnoZstuiogéadla v gelu, miru stt&ni gelu
v kyvet, pouzité rozpoustlo, koncentraci sledované latky a velikost zkouéan
molekuly. Hmotnostni zlomek akrylamidu gelu sgote s mnoZzstvim sovadla uéuje
velikost kulovitych poit v gelu, zatimco tlak, respektive Znma polongru vytvareného
gelu ukuje, do jaké miry jsou jednotlivé pory eliptickéedy jak budou ovliovat
casténou orientaci rozpudhé molekuly. Ukeni giblizné velikosti péé v gelu umozni
Zjistit optimalni parametryffpravy gelu v zavislosti na latce, kterou chcemiertovat.
M¢éteni velikosti poit 1ze provést pomoci skenovaciho elektronového rekaopu. Pehled
poznatki o vlastnostech gelu a parametrech je zpracovaiikfegb v [20].

Hlavni vyhodou gél jako orientujicich médii je mozZnost ziskani slal@st&né
orientace molekul v gelu. Pokud mame pouze slabast&nou orientaci velikost
pozorované RDC by #&ha byt viadu Hz. Hlavnim problémem de)e ¢asova narénost
piipravy tohoto orientujiciho média. Zatimco vzorekapalnych krystdl Ize gipravit do
n¢kolika hodin, gel seifipravuje rékolik dni. Riprava gelu z&na smichanim chemikalii
potrebnych pro fipravu, hned poté nasleduje polymerizace. DalSmkRedn jecisteni gelu
od nezreagovanych chemikalii, kde dojde k difuzinyoh casti z gelu. Poisteni

nasleduje suseni, kdy se z gelu odstfa nepotebna voda, aby se po optimalnim
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vyschnuti mohl ke geluffaat zasobni roztok zkoumané molekuly. Poslednéjaice na
¢as naronou fazi je naséknuti zdsobniho roztoku a \igmod rovnovahy v gelu. Gely

samotné jsoufipdmétem vyzkumu. DalSi informace Ize ziskat v [11],][120], [21], [22].

Obr. 2.6: Znazormi sit polymerového gelu [23]

2.3. Informace o svalu a metabolitech

2.3.1. Svalova tkai

Svalova tka je tvarena jednotlivymi svalovymi vldkny. Svalové vilaknee |
mnohojaderné soubuni ovonéru 0,01 az 0,1 mm a délce 1 mm a¥kalik centimett
Zakladni strukturu svalové blay tvori vlakna aktinu a myozinu, které se nachazeji ve
svazcich, ozngvanych jako myofibrily. Svalova tkaje charakterizovana vysokym
stuprem kompartmentace, dochazi k vyteai makroskopické struktury slozené
Z jednotlivych mikroskopickych vlaken viz Obr. 2 Zakladni funkci svalového vlakna je
kontrakce na zakl&dnervového podiiu. Buiky svalu jsou pla prizptisobeny k pemené

energie chemickych vazeb na energii mechanickou.
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Obr. 2.7: Struktura svalu [24]
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2.3.2. MRS spektrum svalu
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Obr. 2.8: SpektrurtH MRS kosterniho svalu [25]

In vivo MR spektroskopické &eni umo#uje neinvazivl ziskat diagnosticka data
vypovidajici o zastoupeni ditych metabolii ve svalové tkani. Pomoci MRSudeme
ziskat spektrdH, *'P nebd=C.

Ve spektriH MRS Ize pozorovat signaly kreatinu, taurinu, &timylamonia, laktatu,
cholinu, aromatickych protdénkarnosinu a signal tik Ve spektru je rezonance gH
skupiny kreatinu na = 3,93 ppm a Cklskupiny naé = 3,0 ppm. Signal taurinu na
6 = 3,45 ppm. Trimethylamonium mé& signdl na = 3,2 ppm. Signal cholinu na
8 = 3.2 ppm. Karnosin mé signal fia= 7 ppm & = 8 ppm. Ve spektrtH MRS je mozné
pozorovat dva druhy lipid extramyocelularni lipidy (EMCL) a intramyoceluté@rlipidy
(IMCL). Extramyocelularni lipidy (EMCL) vytvd makroskopické platy podél svalovych
vlaken, zatimco intramyocelularni lipidy (IMCL) wi malé kaptky v cytoplazng.
Tento efekt vede kizné susceptibilé tuki a k moznosti odteni signah EMCL a IMCL.
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U piki nekterych metabolit dochazi ke gpeni nad ramec ¢liné J-vazby. Toto
dodatkové &peni bylo identifikovano jako rezidualni dipolarviazba v dsledku
nedokonalého vystdovani pimé dipdl-dipdlové interakce mezi vodiky blizkymi v
prostoru. Tento efekt je patrny v signalgkterych metabolit, nagiklad kreatinu,
karnosinu, laktatu, taurinu, TMA (trimethylamoniura) dalSich. Obe@&nse uvaZzuji i
zakladni teorie projevu RDC ve svalu. Prvni je mtaee molekul podle aktinovych a
myozinovych vlaken, druha jgst€na orientace navazanim molekul na makromolekuly,
které jsou rozmighy ve svalové hice, a teti teorie vys¥tluje ¢ast€nou orientaci jako

vazbu s molekulami trvale zakotvenymi ve strii&tiktera ma pohyblivéetezce.

Bylo zjis€no, Ze pozorovany RDC poskytuje informace o prastdr orientaci
svalovych vldken vzhledem k externimu magneticképali. RozliSujeme &kolik
uspdadani sval dle orientace osy svalu a orientace svalovycheralktera tento sval
vytvéreji. Uhel osy svalu a svalovych vldken se ¢mjgjako ,pennation Ghel. Svazky
svalovych vlaken mohou byt orientovany shéde svalem (,fusiform®) nebo pod dittym
.pennation“ Uhlem mezi osou svalu a jednotlivymiakmy (,unipennate” pafpads
.bipennate®). Jednotliva uspéadani jsou uvedena na Obr. 2.8. f®zorovanich je iezité
pocitat s timto Uhlem, protoZze se RDC projevuje versnsvalovych vlaken. Studie se
zatim gredevSim zawfuji na dostatiné velké svaly s jednoduSe ditelnou orientaci,
piikladem je Iytkovy sval. Dle giteni spekter a difuzi spd@es s poznatky z anatomie se
piedpoklada, Ze  molekuly  metabédlit jsou v prostoro¥ orientovanych
makromolekularnich strukturach, jako jsou fiklad vldkna aktinu a myozinu, nebo

sarkoplazmatické retikulum, ptipac mitochondrie.
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Obr. 2,9: Struktura svalového vlakna a mozné téani sval [26]

2.3.3. Informace o kreatinu

Kreatin slouzi v poda@bfosfokreatinu jako zasobarna energie pro svahg jeinkci je
pii nedostatku energie ve fo&\TP rozpad na kreatin a fosfat, ktery se vaze b &a
vzniku ATP. Kreatin na sebe ve vodném predt navazuje molekulu vody za vzniku
kreatinmonohydratu. Signal kreatin byl identifikova NMR spektru pomoci studie, kdy
byl v cisté forme pravidel® podavan dobrovolnikm Usty a naslednbylo ve spektru
magnetické rezonance zfigb navysSeni signalu [27]. Kreatin sp@ié s fosfokreatinem a
kreatinkinazou jsou intenzi¥nzkoumany, vzhledem Kk jejichapobeni v metabolickych

drahéach.

V'H spektru pozorujeme rezonance Lskupiny kreatinu na = 3,93 ppm a CH
skupiny nas = 3,0 ppm (Obr. 2.11). Ve studii [28], [29] je didkno, Ze signal CHse
béhem cviéeni vytraci, proto se nejspiSe jedna o fosfokre&tiery ve svalu mizi vlivem
spoteby energie. Vzhled CHa CH; skupin ve spektru sedmi s cvienim. Zatz vede
k poklesu signalu CiHa zneéné v signalu CH. Potvrzuje se, Ze signal Ghbredstavuje
vazany fosfokreatin a signal GHe celkovy sotet kreatinu a fosfokreatinu. Difugn
vazend>'P NMR spektroskopie ukazuje omezenou difuzi fodfakinu, zeho? niizeme
vyvodit, Ze se fosfokreatin nepohybuje wole svalové biice, popipad alespa Ze se
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v ¢asti buiky nevyskytuje. Omezena rotacdibe vys\tlit rozdily ve viditelnosti kreatinu

a fosfokreatinu.

Existuji ti vyklady pozorované rezidudlni dipolarni vazby.vim je prostorovée
omezeni, molekuly mohou byt umisy v malych protahlych prostorech mezi aktinovymi
a myozinovymi vlakny, v sarkoplasmatickém retikuhebo mitochondriich. DalSi
moznosti je déasna vazba na makromolekuly, které jsdasg umistny ve svalové
buiice. Velice pravé&podobnd je vazba na polargdasti molekul. Feti moznosti by byla
vazba na kreatinkinazu. Nejvice prapddobnym vysdtlenim Zistava vytvéeni
hydrat&ni sféry kreatinu a fosfokretinu, které jsou natolielké, aby byly ovliviiny

prostorovym omezenim biologickych struktur.

Transfer magnetizace [31] a [32] dokazujeyéesvalu jsou protony vody pohybov
omezené, vymuji se s volnym kreatinem, coZeustavuje tlkaz solvataniho obalu
kreatinu. Omezeny pohyb kreatinu jéleity pro odhad mnoZstvi ADP*# spektra.
Piidavné efekty magnetizaiho transferu mohou upravit intenzitu signélu kreavH
spektru. B potlaceni signalu vody tiive dojit k transferu magnetizace, kteryzm vyvolat

pokles intenzity signalu kreatinu v zavislosti rupité sekvenci.

Dilezité poznatky poskytly postmortalni studie spelevalu laboratornich Zit [33] a
[34]. Studie sledovaly pokles signalu €Kreatinu ve spektrdH a 'P. Signal v obou
spektrech klesalifblizn¢ stejré, coz dokazuje, Ze signal GHkupiny je tvéen pouze
fosfokreatinem vazanym v dité oblasti. Z postmortalni studie na laboratorrdgitatech

vyplyva, Ze CH vidime jako dublet a vymizeni tohoto dubletu tpiblizné dvé hodiny.

Dle studii [30], [34] se ukazuje, Ze vazba Kteatinkinaze neni hlavnim faktorem
vytvoreni rezidualni dipolarni vazby. Vysledkem této stualyl fakt, Ze potkan stpodni
kreatinkinazou a potkan s deficienci kreatinkind®maji zasadni pozorovatelné &m
v RDC molekul kreatinu, odpustilo se tedy od tedkiera vys¥tlovala pozorovanou RDC
jako navazani kreatinu na makromolekulu kreatinkyna kdyz kreatinkinaza nemusi byt

jedinou molekulou slouZici pro transport fosfokineat
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Molekula kreatinu je zobrazena na Obr. 2.1fekBum zasobniho kreatinu s popisem
signél je uvedeno na Obr. 2.11, ve spektru je patrny&i@ts a CH skupin kreatinu
v obohacené vad Hodnoty disocignich konstant pro kreatin jsou pkK= 2,63 a
pK, = 14,3. [35]

clH5 o
H_N N\)—]\
Y OH

NH

Obr. 2.10: Molekula kreatinu [36]
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Obr. 2.11H NMR spektrum kreatinu afpazeni pik ve spektru kreatinu dle [25]
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2.3.4. Informace o karnosinu

Karnosin je dipeptid z L-histidinu @alaninu. Jeho funkce ve svalech dosud neni pin
objasrkna. Intenzivd se zkoumd& uloha karnosinu jako bufferu intracehilio pH.
Koncentrace karnosinu ve svalu zavisi na fyzickeédka jedince, atleti dosahuji hodnot az
4,8 mmol/l, zatimco netrénovani jedinci dosahujhdentrace az 3,3 mmol/l.fiBlizné
hodnoty disoci&nich konstant karnosinu pke 2,73, pk = 7,06 a pK = 10,55 pi 298 K.

Na Obr. 2.11 je zobrazena molekula karnosinu a ha .12 je zobrazeno spektrum

roztoku karnosinu siffazenim jednotlivych signél Vice informaci viz. [37] a [38].
OH .
X )&\/\ NH,
& \ I
H

Obr. 2.11: Molekula karnosinu [36]
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Obr. 2.12: Biazeni pik v*H spektru zasobniho roztoku karnosinu dle [37]
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3.Experimentalni ¢ast

3.1. M éireni pomoci nuklearni magnetické rezonance

3.1.1. Popis spektrometru

Spektra jsem natfil na spektrometru NMR Avance 500 firmy Bruker (Ristetten,
Némecko). Nastaveni &eni a zpracovani spekter se provadi v programupiiops 1.3
dodavaném ktomuto spektrometru. Udaj 500 v nazvMRN spektrometru udavéa
rezonakini frekvenci protof, ktera je 500,13 MHz, kterd odpovida velikosti metické
indukce pole 11,7 T. Spektrometr je sestaven z etagrkonzole a potace s ovladacim
softwarem. Magnet je valcova nadoba, ve které jprasodivy solenoid porieny
v kapalném heliu. $dem valce vede fichozi dutina, do které se umiigi vzorky. Aby se
helium nemusela@asto dolévat je magnet obklopeskalika vrstvami izolace a vanou
kapalného dusiku. Do {chozi dutiny se vzorky vkladaji shora a ve spothsti jsou
umis€ny shimovaci civky a #tici sonda. B nastavovani experimentu je nutné dbat na
spravné nastaveni Utlumu, aby nedoSlo k poSkozerdys Konzole obsahuje elektroniku
pro vytvaeni excit&nich pulZi a nasledné zpracovani ziskanych dat. Exterditggo
s programem Topspin je d&n pro nastaveni a spésSt experimentu a zpracovani

nantieneho signalu.
3.1.2. Popis pripravy k méreni

Kyveta pro nireni kapalnych vzorkje sklena trub&ka o vrgjSim piiméru 5 mm, do
které se Bzn¢ umisti 500 az 600l roztoku. Pro miteni RDC vzorku byly pouzity
specialni kyvety umatujici radialni stlaeni vzorku ve formd valetku hydrogelu.
Hydrogel musi byt umigh ve stedu ngtici civky, jinak dochazi ke vzniku nehomogenity
magnetického pole v mistvzorku, protoze vifpadct kyvety s gelem se @te na koncich
gelu vytvdit prostor se zasobnim roztokem, ktery ma jiny &lgre spektru nez roztok
v gelu, a také se mohou vyito vzduchové bubliny, které vytvdji jiz zna&nou
nehomogenitu magnetického pole v i orku.
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Nejdive jsem nsiil spektra 'H, nasleds jsem ngiit i spektra ?H, v souvislosti
s moznosti uWeni residudlni kvadrupolarni vazby v signalu deatekdy dochazi
k casténé orientaci &ké vody [39]. VSechna spektra jsem r#éimpfi teplog 298 K.
V nésledujici¢asti je popsano nastaveni zakladnich pardnm@ neteni. Pro jadraH
jsem pouzival délku pulzu 13y% @i Gtlumu 5 dB. Pro®H jsem pouZival délku pulzu
50 us p@i utlumu 15 dB, kwli zpasobu néteni signalu pomoci kanalu sondyemého pro
signal locku deuteria. Bfeni*H spektra probihala na 2 skenysieni®H spektra probihala
na 1 sken. $ka snimaného spektra pthl spektrum byla 14 ppm, neboli 7002 Hz. Pro
spektrum’H jsem nastavil $ku spektra 10 ppm, neboli 766 Hz.dbdatovych boil byl
pro spektradH 16384 bod a pro spektrdH 4096 bod.

RDC v'H spektru by mohl byt fen pomoci zakladni sekvence sIoZen;% rulzu a

detekce signalu. NejvyraZlsim signalem ve spektru by byl signal vody, prisem pouZzil
pulzni sekvenci doplimou blokem pro potteni vody (WATERGATE v kombinaci

s DPFGSE selektivni inverzi signalu vody). Selektipulzni sekvence se sklada z fulz
délek v porru k pouzitému excitamimu pulzu pl = 13,4s acasovou prodlevou mezi
jednotlivymi pulzy nastavenou k potkeni signalu ve spektru na chemickém posuvu
6 =4,691 ppm. Vykon byl nastaven stejjeko u excitanl’hog pulzu. Pro niteni
residudlni kvadrupol6lové vazby projevujici se jad@peni vH spektru jsem pouZil

zakladni sekvenci s jednl'-’zﬁpulzem. BlizSi informace jsou uvedeny v kapitole.2.
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3.2. Priprava vzorku

3.2.1. Metoda natahovaci hadéky

Hlavnim prvkem této metody je pouZiti natalmveadEky, ve které je umish vzorek.
Experimentalni sada s natahovaci silikonovou dkadi byla ziskana od Prof. Burkharda
Luye z TU Mnichov, ktery pozii s autorskym kolektivem vydalanek popisujici pouziti
této sady [12]. Sada je obdobna jako na Obr. klhda se ze silikonové hatly (A),
otewené kyvety (B), zatky na umésti hadéky do kyvety (C) a uzavru (D), kterym Ize
meénit délku silikonové hadky. Sada umaiuje nmenit radialni stléeni gelu pomoci
natahovani silikonové hatky, proto mizeme pouZzit jeden vzorek nagimni rekolika

raznych stl&eni gelu.

Obr. 3.1: Sada silikonové hady na @ipravu gelu [12]

Pro pipravu vhodného gelu pro umist do silikonové hadky jsem si nechal zhotovit
formu z teflonového valce, do kterého byla vyvrtgmachozi dira o pméru 3 mm.
Vychéazel jsem ziedpokladu, Ze rozén gelu po optovném naséknuti bude stejny nebo
VétSi neZ pi polymerizaci, coz je ifiblizné stejreé jako @i nenatazené silikonové héde v
kyvett. Komplikace s fipravou gelu se objevily jizipumig'ovani roztoku chemikalii do
formy. NejlepSim zfisobem se ukazalo dostat roztok chemikalii do fopomoci jehly a
stiikatky. Jehla se zavedla nad dno formy a obs#hkasky jsem gesunul do formy, tak,
aby nedochézelo ke vzniku vzduchovych bublin, ktgyégel nendl obsahovat. Bubliny
zpasobuji zn&nou nehomogenitu magnetického polgi pnéfeni. K formg jsem
samozejm¢ nechal vyrobit i pist, pouzivany k vytleni gelu, o odpovidajicim fonéru.
VysusSeny gel jsem nasleglapolé&né se zasobnim roztokem umistil do silikonové biagi

a zazatkoval.
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3.2.2. Metoda dle Baxe

Pro pipravu gelu pomoci metody dle Baxe a kol. [40] jqgonzil komeén¢ dostupnou
sadu od spolmosti NEW ERA [41]. Tato sada je zobrazena na Gk, v ¢asti A je
znazorgn schematicky nakres,dasti B a C jsou fotografie rozlozené a slozené swly
piipravu gelu a wasti D je fotografie fipraveného vzorku. Zobrazené gasti jsou
nastavec pro posun pistu (a), forma na gel (bghtgy (c), pist s &snicim krouzkem (d),
oteena NMR kyveta (e), koncova zatka do NMR kyvety ¢f)aceny gel (g) a tahlo pro
manipulaci s gelem (h). Hlavnim rozdilem oprdtgchozi metoglje umiséni vysuSeného
oteené kyvety o vninim pmiméru 4,2 mm pomoci trychtg a pistu. Ml jsem
k dispozici dva typy forem, prvni &a vnittni pimér 5,5mm a druha 6 mm. Pro
vytvoreni vzorkKi k meéteni zavislosti velikosti residualniho dipolarnihegp@ni na
koncentraci akrylamidu v gelu jsem pouzival formprméru 6 mm, ve které by &h
pozorovany RDC byta&tSi nez v pipac formy o paiméru 5,5 mm.

N tube

Furanel

Air chamber
Gel cylincar

T -
I Di
.|' e

Obr. 3.2: Sada naipravu gelu metodou dle Baxe [38]
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3.2.3. Priprava gelu

Zakladem gelu je akrylamid, jehoZz hmotnostoirek uguje zakladni viastnosti gelu.
K akrylamidu se néslednpiidd ve vhodném molarnim panu bisakrylamid (N,N-
methylenbisakrylamid), ktery vytva pfi polymerizaci sfiovani gelu za pomoci APS
(Peroxidisiran amonny) a TEMEDu (N,N,N',N'-tetralmgaetylendiamin), dvou chemikalii
zodpovdnych za polymerizaci. APS je zdrojem volnych ratlika TEMED zde funguje
jako katalyzator, polymerizacedna az po fidani TEMEDu do roztoku chemikalii, proto
se vzdy pidava jako poslednigsre pred umistnim roztoku do formy. Seznam pozitych
chemikalii je uveden v Tab. 3.1fiPhanipulaci je nutné dodrzovat bezpestni pedpisy a
pokyny pro praci s nebezgrgymi latkami. Akrylamid a bisakrylamid jsou vysotmxickeé
krystalické latky, se kterymi je vhodné zachazetizeos pouzitim ochrannych rukavic a
plas€. TEMED je toxicka velmidkava latka. APS je krystalicka drazdiva latka. Kirea
karnosin, taurin a myo-Inositol jsou netoxické kayeké latky. Ukazkové hodnoty pro
piiprava gelu s hmotnostnim zlomkem akrylamidu 5 %oa¥rem sfovani 50:1 jsou
uvedeny v Tab. 3.2. Profipravu gelu jsem pouzil zasobni roztoky jednotlivyc
chemikdlii, je nezbyth nutné dodrzet co mozna nigpreéjSi odntreni latek. Zasobni
roztoky jsem fipravoval nasledow) 20% roztok akrylamidu, 2% roztok bisakryamidu,
10% APS a 10% roztok TEMEDu. Pro skladovéisiého TEMEDu je vhodné uzé&v
nadoby po fipraw zasobniho roztoku &gnit parafiimem. Gel jsem fipravoval na
celkovy objem 26Qu, pti michani jsem postupoval nésledéymejdive jsem smichal
akrylamid s bisakrylamidem, pak jsentidal APS, dale KO k doplreni na vysledny
objem 26Qul a nakonecdsnre pred umistnim roztoku do formy jsemilal TEMED.

Nazev Sumarni vzorec Vyrobce | Cistota (%)
Akrylamid CsHsNO Sigma 99
N,N"- .
methylenbisakrylamid CrH1N-0 Sigma 99
Peroxidisiran amonny (NHES,Os Sigma 98
N,N,N",N'- .
tetramethylethylendiamin CeHaeN2 Sigma 99
Kreatin CGHgN30; Fluka 99
Karnosin GH14N4O3 Acros Organics 98
Myo-inositol GH1206 Fluka 99
Taurin NH.CH,CH,SO;H Fluka 99,5
Deuterovana voda 10 Sigma 99,9

Tab. 3.1: Seznam pouzitych chemikalii
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. Hmotnostni zlomek .
Latka zasobniho roztoku (% Mnozstvi (1)
Akrylamid 20 65
Bisakrylamid 2 28,2
APS 10 2,6
TEMED 10 2,6
H.,O 100 161,6
Celkem 260

Tab. 3.2: Fiprava gelu (5%, 50:1)

Pro pipravu gelu jsem vzdy pouzil stejnou metodu. Zagiade polymerizace gelu ve
vhodné formd z teflonu. Polymerizace byda trvat minimalg 3 hodiny, pokud je vzorek
pii polymerizaci umisin do lednice nechal jsem ho polymerizovat minim@rodiny. Po
polymerizaci se gel vyttd pomoci pistu dofiblizn¢ 0,5 | destilované vody, kde by s&lm
nejmért za 12 hodin pomoci difuze &gtit od prebyte&nych nezreagovanych chemikalii.
Po vyisténi se gel umisti na parafilm a nechacasté&né vyschnout, aby bylo mozno
piidat zasobni roztok metabolitugBem schnuti gelu dZe dojit k jeho feschnuti, stavu
kdy dochazi k poskozeni gelu. Gel byl urrisha parafilmu, ke kterému n@pe, dalSim
kouskem parafilmu se gel musetkolikrat béhem schnuti obratit, aby nedosSlo ke
zkrouceni, pofipact jinému poSkozeni gelu. Je nezhytnutné s gelem manipulovat
pouze pomoci parafilmu, jestlize gel &pmu Filne, potrha se a fize se dale poskoditip
umig’ovani do kyvety, vysledkem je poté nekvalitni vkor&hodnym okamzikem pro
pieruSeni suSeni gelu je stav, kdy gel tak#wsoudkovati, voda se vice odpg z koné
gelu, proto je nutné hlidat stav okragelu, aby nedoSlo k jejich vyschnuti. Gel g& p
schnuti znatekh zmensi a pomoci parafilmu se umisti’bsilikonové hadiky, nebo do
formy na polymerizaci. Rmérna doba schnuti se pohybovala @t do ¢tyi hodin
v zavislosti na hmotnostnim zlomku akrylamidu a pamsitovani gelu a vlhkosti
vzduchu. Pro vytvieni ¢ast&éné orientace v gelu jsem pouzivalédmetody popsané

v predchazejicich podkapitolach.

Zasobni roztok metabdiitv téZké vod jsem gipravoval pro kreatin v koncentraci
100 mmol/l, pro karnosin v koncentraci 50 mmol/V @fipac taurinu a myo-Inositolu
50 mmol/l. Vyslednou koncentraci metabolitu ve \kapbnelze pesre urcit, protoZzecast

vody @i suSeni v gelu vZzdyistane.
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V Tab. 3.3 uvadimiphled tyf vytvorenych gel. V tabulce nejsou uvedenykieré

nepovedené pokusy, jde o zakladrgéhied jednotlivych etap &eni. Nasledujici kapitola

obsahujici vysledky jeélenéna dle jednotlivych etap pro zajigi prehlednosti a navaznosti

priabéhu nefeni.

Hmotnostni Poner .

Etapa zlomek AA (%) | sitovani Metoda Metabolit

1 5 50:1 hadika kreatin

1 5 20:1 hadika kreatin

2 5 6:1 Bax siEs metabolil

2 8 10:1 Bax s metabolib

3 5 100:1 Bax kreatin

3 8 10:1 Bax kreatin

4 8 80:1 Bax karnosin

4 8 60:1 Bax karnosin

4 8 80:1 Bax kreatin s karnosinem

5 4 50:1 Bax karnosin

5 5 50:1 Bax karnosin

5 6 50:1 Bax karnosin

5 8 50:1 Bax karnosin

Tab. 3.3: Pehled tyf pripravenych gei
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3.3. Vysledky

3.3.1. Prvni etapa méfeni — metoda natahovaci hadky

Prvni experimenty byly provedeny s pouZitintaceni gelu metodou natahovaci
hadiky. Gel obsahoval roztok kreatinu. Uvodnim vzorkédwyl gel s hmotnostnim
zlomkem akrylamidu 5% a pafrem stovani 50:1 ppraveny ve formy o priméru 6 mm,
ktery byl umistn v silikonové hadice. Pomoci silikonové hadiy jsem mohl mninit
cast&nou orientaci molekul pomoci natazeni &gl okamzit po nataZeni by #ho dojit
ke zmeén¢ cast&éné orientace molekul. Z#il jsem rekolikrat tentyZz vzorek siznym
natazenim hadky od pivodni velikosti az do maximalniho natazeni, kdyyrety byla
haditka vytazena 10,4 cm. Zadné zieni nepineslo vysledek v poda@bpozorovatelného
$t3peni piki kreatinu ve spektrdH. Mgieni provadnd na prvnim vzorku byla spise
pokusna pro optimalni nastaveni parafheteieni, zvla&t potlateni signalu vody. Vedle
'H spektra bylo zteno téZ spektrumiH, které obsahuje jediny pik obohacené vody.
V piipact ¢ast&né orientace molekul by tento signédklnukazovat tpeni v disledku
rezidualni kvadrupélové vazby.&eni piku ve spektréH na Obr. 3.5 méa nicmérjiny
puvod, jedna se superpozici signalu vody z gelu alaého roztoku, ktery byl v reakci na
natazeni hadky vytésnén z gelu a zabiralast néfeného objemu vzorku. Tento problém
spaival ve faktu, Ze se v silikonové hade gel nenasékl naipodni velikost, pi volné

silikonové hadice nedosahoval ani velikosti radiofrekgancivky.

DalSim vzorkem byl pokusny gel s hmotnostniom&em akrylamidu 20 % a pamem
sitovani 50:1, ktery byl ifpraven ve formi s pimérem 3 mm, ale &hem suSeni se zé&

zkroutil a @i umistovani do silikonové hadky se potrhal.

i postupu zhu®vani gelu jsem se rozhodl 2mt strategii a misto hmotnostniho
zlomku akrylamidu jsem zahu$ti gelu docilil zvySenim mnozstvitevadla. Ripravil
jsem gel ve form s vnitnim pimérem 3 mm o hmotnostnim zlomku akrylamidu 5 % a
pomeru sfovani 20:1. SpektrunH tohoto gelu je zobrazeno na Obr. 3.3 a spektidm
tohoto gelu je zobrazeno na Obr. 3.4. Jakigeelr® z obrazk vidét nedochazi ke &eni

signalu kreatinu ve spektfti ani ke &peni signalu deuterované vody ve spekktu
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Nova forma o vnihim prtiméru 3 mm, kterou jsem nechal vyrobit, Séip neos¥dcila
pii vyrob¢ vzorka. Hlavnim nedostatkem takto Uzkéhduperu je dostat do formy roztok
chemikalii. Ri pokusu dostat roztok dovhitpipetou doSlo k uzaeni formy kapkou
roztoku a k vytékani roztoku ven z formy. Problé&mam vyesSil pomoci jehly a &kacky,
timto zpisobem ale &dy dochézelo k vytigeni zbytku vzduchu zefiditatky a vzniku
bubliny, kteréa zpsobila vznik dvou gé&l misto jednoho. i suSeni také nastaly komplikace
v podolg preschnuti a krouceni gelu, tigobené fliS uzkym pamérem gelu a rychlym
odpdovanim vody z kont gelu. Ri méfeni se projevovala nehomogenita magnetického
pole zmsobend vzduchem v prostoru mezi natazenowkadia stnou kyvety. U zatky
dochézelo k deformaci hatliy vlivem nataZzeni, deformovana h&édi se nachazela i

v oblasti radiofrekvetni civky.
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Obr. 3.3: SpektrurtH kreatinu v gelu (5%, 20:1)
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Obr. 3.4: SpektrurfH kreatinu v gelu (5%, 20:1)

Obr. 3.5: SpektrurfH kreatinu v gelu s volnym zasobnim roztokem (5%15
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3.3.2. Druh& etapa méfreni — metoda dle Baxe

V této etap jsem zéal mefit metodou dle Baxe [39], [40] zasobni roztok kieatve
smesi s dalSimi metabolity, u kterych by mohlo dochdz&asté&né orientaci. Metoda dle
Baxe se BZr¢ pouziva k dosazeriast&éné orientace molekul&sSich protei. Roztok
metaboliti byl pripraven z kreatinu, myo-Inositolu a taurinu. Préfemi jsem fpravil
Ctyti gely s pongrem stovani 6:1, odliSovaly se hmotnostnim zlomkem akmythu 5, 8,
12 a 15 %. Bhem gipravy doSlo k potrhani gelo hmotnostnim zlomku 12 a 15 %.
Z téchto nefeni jsem vybral reprezentativni vzorek (5%, 6:1)le kse minimalé
zlomkem akrylamidu. # pongru stovani gelu 6:1 by se &a vytvait velmi husta g,
ktera4 je oviem velmifiehkd. Ve spektrdH bylo vidst prekryti signah jednotlivych
metabolifi, ovSem @ srovnani se spektrem zasobniho roztoku nebylon@a$tpeni
nékterého pik. Ve spektru?’H nedochazelo ke znatelnémup&ni signalu obohacené
vody. Zasobni roztok metabdlitjsem také n&il v gelu s hmotnostnim zlomkem
akrylamidu 8 % a s porem sfovani 10:1. Ve spektrtH ani ’H nebylo patrné 8peni
signah.

3.3.3. Treti etapa néfeni — od metabolifi zpét ke kreatinu

DalSi néfeni prokthla na gelech se zasobnim roztokem kreatirivoDem navratu zf
ke kreatinu byla neghlednost spektra, kde se signaly metabgiekryvaly. Nejdive
jsem zngfil gel s hmotnostnim zlomkem akrylamidu 5 % a poem stovani 100:1 a
nasledd gel s hmotnostnim zlomkem akrylamidu 8 % a pam sfovani 10:1. Ve
spektrech'H se neprojevovala reziduélni dipolarni vazba aenispektrectfH nebyla
patrna residualni kvadrupolova vazba némiiai cast&nou orientaci obohacené vody ve

vzorku.
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3.3.4. Ctvrta etapa méieni — karnosin

Po neudsghu nefeni casténé orientace molekul kreatinu metodou dle Baxe j@da
sledovanou molekulu pouZil karnosiniigPavil jsem vzorky gelu s hmotnostni zlomkem
akrylamidu 8 % a s potrem sfovani 60:1 a 80:1. VH spektrech nebylo na prvni pohled
patrné &tpeni signalu karnosinu, ale ve spektréeh bylo patrné $peni dokazujici
sasténou orientaci molekul obohacené vody ve vzorkép&ti ve spektrdH bylo dolie
patrné, ale intenzita pikdubletu nebyla stejna. Na rozdil ofe@gchazejicichifprav geti
jsem gel pi polymerizaci umistil do chladéky, aby se snizil tepelny pohyiastic ve

vzorku a vznikla hustSi homogennd gelu.

Po dosaZzentéasténé orientace molekul obohacené vody jsem se pokusiit
k vytvoreni cast&€né orientace molekul kreatinu aftigravil jsem vzorky gel
s hmotnostnim zlomkem akrylamidu 8 % a s pem stovani 80:1 a 70:1. Jako zasobni
roztok jsem pouZil sis kreatinu a karnosinu. Ve spektti nebylo patrné 8peni signalu
kreatinu. V?H spektru jsem oft ziskal $&peni obohacené vody &nou intenzitou pik
dubletu. Rizna intenzita je zisobena superpozi¢ast&ne orientované a volné obohacené

vody v disledku nehomogenity gelu.

Po analyze vysledkjsem dos@l k zawru, Ze i piipraw gelu dochazeloip pouziti
vétSiho mnozZstvi TEMEDu k vyraznému zrychleni procgmlymerizace a vznikalo
nehomogenni sbvani gelu, tento proces se #igadd mefenych gel casténe

kompenzoval polymerizaci gelu v chla¢ire.
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3.3.5. Péaté etapa néreni — ziskani &tpeni ve spektru karnosinu

Po odstrami nedostatku vifjpraw gelu jsem vyrobil zkuSebni vzorek gelu
s hmotnostnim zlomkem akrylamidu 8 % a s pm sfovani 50:1. Do gelu jsem nasakl
pouze obohacenou vodu, protoZze samotny gel Bl arientovat molekuly vody. Ve
spektru’H byl dublet s residudlni kvadrupélovou vazbdibli#zng 10 Hz, jehoZ piky rly
priblizn¢ stejnou intenzitu, dochazelo tedydste&né orientaci veSkeré obohacené vody ve

vzorku.

Pro ziskani zavislosti velikosti residualniipolarniho &tpeni na hmotnostnim zlomku
akrylamidu jsem fipravil vzorky s pomirem stovani 50:1 a hmotnostnim zlomkem
akrylamidu 4, 5, 6 a 8 %. Hodnoty jsem vybral diedge [39], ktera se zabyvala

vytvoienimcasténé orientace molekul proteinu.

Fitfazeni jednotlivych pik ve spektru zasobniho roztoku karnosinu je zobrazen
Obr. 2.13. Vodiky H nejsou ve spektru viditelné, protoZe jsou selektipotlateny
spole&né se signalem vody.
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Zasobni roztok

Gel se zasgobnim roztokem

Obr. 3.6: SrovnartiH spekter zasobniho roztoktistého gelu (8% 50:1) a vzorku (8%, 50:1)
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Obr. 3.7:*H spektra vybrané oblasti pro zasobni roztok a (&, 5%, 6% a 8% 50:1)
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Obr. 3.8:?H spektra &fpeni signalu obohacené vody
pro hmotnostni zlomky gelu 4, 5, 6 a 8 % (50:1)
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Pro pedstavu pibéhu mereni uvadim na Obr. 3.6 spektrum roztoku karnosinu,
spektrum gelu (8%, 50:1) a spektrum roztoku kamosi gelu (8%, 50:1). Ze spekter je
patrné, Zze dochazi Kekryvu spekter pro rezonance vaiikarnosinu H a H,, ostatni

rezonance karnosinu se fiekryvaji se signalem jad&r z gelu.

Rezidudlni dipolarni vazba se projevovala pektu jako Stpeni signalu vodik CH,
skupiny, konkrétd Hgs a Hir. Stpeni nebylo na prvni pohled patrné, aleéteni
vzdalenosti pik signalu CH skupiny odhalilo #peni na rdmec pozorované riepé
dipdl-dipolarni interakce ve spektru roztoku katinas ZwtSena spektra CHskupiny
karnosinu, kde dochazelo kei@ni signalu vlivem RDC, v zavislosti na hmotnastni
zlomku akrylamidu v gelu, jsou uvedena na Obr. ¥.Tevé ¢asti vidime Stpeny dublet
odpovidajici signalu g4 a v pravécasti je Speny dublet k. Ze spektra 8% gelu je
patrné, Zze pro gely svysSim hmotnostnim zlomkenylakidu p@edstavuje ufeni
celkového Sipeni problém. Ve spektru se vyrajrprojevuje efekt nevysgedovani dipol-

dipdlové interakce, tento efektigobuje rozgeni piki ve spektru.

Velikost S¢peni vliivem RDC jsem il dle vzorce (10), ze spektra zasobniho roztoku
jsem ziskal velikost néfmé dipol-dipolarni interakce, ktera odpovida vedalsti stedu
dublet: v signlu Hs a Hir. Velikost?Ju signalu Hs byla 15,2 Hz. Velikostin Hgr byla
15 Hz. Ze spekter geljsem ziskal RDC vadu 0,8 az 2,5 Hz, pro jednotlivé gely je
velikost RDC uvedena v Tab. 3.4, kde je také uvadezlikost rezidualni kvadrupdlovée
vazby obohacené vody. Natena spektra’H v zavislosti na hmotnostnim zlomku
akrylamidu v gelu jsou uvedena na Obr. 3.8. Pozmév&peni dokazujecast&nou
orientaci obohacené vody v gelueBnost mireni jsem ufil z priblizné Stky vrcholu piki
signalu Hs a Hr ve spektru’H a Stky piki signalu obohacené vody ve spekft
Grafick& zavislost velikosti &eni vlivem rezidualnich dipolarnich vazeb pozoryh
ve spektru karnosinu v gelu na hmotnostni zlomkylakiidu v gelu p pomgru stovani
50:1 je zobrazena na Obr. 3.9. Ze zavislosti jengatze velikost 8peni signalu je skoro
identick& pro danou hustotu gelu. Zavislost RQChnaotnostnim zlomku akrylamidu
v gelu s porirem st'ovani 50:1 je zobrazena na Obr. 3.10.9Povnani zavislosti RDC a
RQC pi stejné husta@t gelu lzefici, Zze pfibchem jsou si velice podobné. Kor&ta
koeficient RDC Hs a RQC obohacené vody je roven 0,98. Karel&oeficient velikosti
RDC Hir a RQC obohacené vody je roven 0,99. Z korelacesfamich dat jashvyplyva,

Ze pozorované &beni je nezrnitelné projevem RDC.

49



Hr;‘l?rt;;grs;irguz'(‘ggek RDC Hys*H (Hz) | RDC Hg ™H (Hz) | RQC?H (Hz)
4 0.95 0,02 0.8 0,01 250,02
5 1,05 0,04 120,03 310,03
6 1.7 +0,03 1,95 0,02 70,03
8 25+0,05 230,05 9.1+0,04

Tab. 3.4: Nar¥ené hodnoty RDC ve spekttd a RQC ve spektrtH

RDC (Hz)

" /
| =
1,5
1
0,5
== HBS
0 === HBR
3 4 5 6 7 8

Hmotnostni zlomek akrylamidu (%)

Obr 3.9: Zavislost velikosti &eni signalu karnosinu™ spektru

na hmotnostnim zlomku akrylamid v gelu (50:1)
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Obr. 3.10: ZAvislost velikosti &teni signaludzké vody ve spektrtH
na hmotnostnim zlomku akrylamidu v gelu (50:1)
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Obr. 3.11: Korelace &beni signalu karnosinu™ spektru

a Stpeni signalu obohacené vodyH spektru
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3.4. Diskuse vysledk

3.4.1. Metody pripravy gela

Hiprava gelu je nejiezitejSi ¢asti prace, protoze gel pouzity jako orientujicidign
vytvéii zakladni podminky pro vznikasténé orientace molekul. Bylo zji§to, Ze postup
piipravy gelu obsahuje ékolik kritickych bodi, u nichZz detaily provedeni zas&dn
ovliviwiji kvalitu vysledného gelu a reprodukovatelnoshojepipravy. Céasténa
nereprodukovatelnostékterych kroki piipravy gelu niZze zmisobit rozdily v dosazené
casténé orientaci molekul metabolitu. Zasadnim problénpénptiprave gelu bylo pesné
odmeieni mnozstvi TEMEDu pouzité pro polymerizaci gelato latka je velmidkava,
pro gipravu gelu se pouziva 0,26 cisttho TEMEDu. Bvodre jsem toto mnoZstvi
odnmetroval pomoci stkacky Hamilton o objemu %, ale kdyZ jsem zsl vytvaet vzorky
metodou dle Baxe nedoSlékolikrat k polymerizaci gelu, a proto jsem se rodhdo gelu
pridavat iblizné pétkrat wtSi mnozstvi TEMEDu. Po zvySeni mnozstvi TEMEDuwIdo
ke zrychleni polymerizace, ktera vedla k nehomo@aaonstovani v gelu. K odstraimi
tohoto problému doSlo posléze u vzibkpaté etapy #teni, kdy jsem zsl pouzivat 10%
zasobni roztok TEMEDu.

Po polymerizaci nasledujasténi gelu v destilované veéd které je bezproblémovym
procesem. Problémy¢isinou nastavaji ip suseni gelu, kdy jsem nebyl schopaesr
urcit, kolik vody se z gelu odpéo, nebo jestli pi manipulaci s gelem dhem procesu
suSeni nedoslo k lokalnimu potrhéani gelucesi nejvhodsjSiho okamziku pro igruseni
suSeni jeisté subjektivni, voditkem rize byt okamzik, kdy dojde k soudkowat gelu a
nekdy také k vytvéeni matného zbarveniapodre cirého gelu. Po suSeni se gel umistil
bud do silikonové hadky, nebo zpt do formy a byl k 8mu pidan zasobni roztok
metabolitu. Zasobni roztok jsenigéval ve ¥tSi mnozZstvi, aby se gel optimélnasaknul,
piebyte&ny zasobni roztok byl posléze odsthamebo se pouzil k vyttgni vzduchovych
bublin, které zpsobovaly zné&nou nehomogenitu magnetického pole. Gel s nizkym
obsahem sbvadla (80:1) jsem zkouSel pouzit opakayakdy se hotovy vzorek opatin
vytlagil ven z kyvety, aby nedoSlo k potrhani gelu, dcstillevané vody a poté &p
fungoval jako novy vzorek. Nebyla pozorovanatmmvlastnosti gelu.

Metoda silikonové hatky se mivodrné zdala jako vhodnéeSeni ziskani zavislosti
velikosti RDC na natazeni gelu, ale v mémippc jsem nedosahl zadného dipolarniho
Stpeni ve spektru kreatinu a navic se u této metodyeylo nekolik technickych

problémi. Zasadnim problémem je homogenita magnetickéh®\patist vzorku, kdy i
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natazeni silikonové hatky dochazi k vytvéeni vzduchové mezery mezi h&kbu a
kyvetou, pokousel jsem se 0 kompenzaaignim €zké vody do této oblasti. Problémem
se ukazalo byt natahovani h&di, pfi némz doslo k poklesu hladingzké vody az do
oblasti radiofrekve#ni civky. DalSim problémem se ukazakdppava vhodného rozéru
gelu, ktery by bylo moZzné do silikonové h&di umistit. Riprava gelu ve for# o
praiméru 3 mm se neosdila. Objevili se problémy spojené s umdganim roztoku
chemikalii do formy a suSenim gelu, jejichz vysledtk byl nekvalitni vzorek. P
umig’ovani roztoku do formy o fiméru 3 mm pomoci pipety dochazelo k vyteai
kapky, ktera formu ébnila. Pod touto kapkouigtala vzduchova bublina a roztok vytékal
ven z formy.ReSenim bylo pouZiti jehly aiitacky, nékdy ale dochazelo k vyt¥eni
bubliny, ktera roztok roztlila na dw ¢asti. Ri suSeni dochazelo Kgschnuti koni gelu
zpiusobené zvySenym odparem vody z koncowasti. DoSlo také ke zkrouceni gelu, kdy
gel o tak malém @méru nevysycha rovnodnné. Miru stla&eni gelu jsem woval dle
délky hadéky vytazené ven z kyvety. Pouzitim gelu &3im paméru by bylo mozno
ziskat &tSi stla&eni gelu, problém je moznost poskozeni gélunptahovani v silikonové

hadigce.

viv s

malo reprodukovatelnych krék pripravy geti, ale vzhledem k velikosti vzorku a
propracovani metodiky ifpravy pro umisini stlaéeného polyakrylamidového gelu do
NMR kyvety se tato metoda ukézala jako vhgdh Cast&né problémy s homogenitou
magnetického pole v mistvzorku jsou zpsobeny velikosti gelu, ktera nedosahuje celé
délky radiofrekvenni civky. Gel ma p polymerizaci objem 26Ql, ktery je podle mého
nazoru experiment&npotvrzen za kompromisitéseni, ve for mazeme vytveit vetsi
gel, ale pi suSeni delSiho gelu dochazelo flegchnuti koncovychtasti, kterécasto

zpasobilo popraskani geluipumistovani do kyvety pomaoci trychty a pistu.
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3.4.2. Méreni geli

Urseni homonuklearni RDC z 11 spektra vzorku je v mémiipads jednoduché. Jak
jsem uvedl v teoretick&asti, celkové $peni signalu ve spektru je stem RDC a
ne@imé dipdl-dipolové interakce. V prvni etaprokéhla optimalizace nastaveniéteni
vzorku pomoci NMR spektrometru a&teni RDC na vzorku kreatinu. Ve druhé etgem
zkouSel po neusphu s dosazenimasté&éné orientace molekul kreatinu do gelu umistit
spol&né s kreatinem dalSi molekuly, taurin a myo-Inosyftdurin podob#é jako kreatin
vykazuje RDC g méteni in vivo. Molekula myo-Inosytolu &a fungovat jako fekazka
v porech gelu, kterd by omezovala volny pohyb astat molekul. Veieti etag jsem se
vratil k méteni RDC ve spektru kreatinu metodou dle Baxe naidwmmrcich s rozdilnou
hustotou giovani gelu. Vettvrté etag jsem vyzkouSel polymerizaci gelu v chlait,
kde dochéazi ke zpomaleni tepelného poh§dstic. Ri meieni se ve spektrtH objevilo
Stpeni signalu zfisobené residualni kvadrupdlovou vazbou dokazégisi€nou orientaci
tézké vody. Zajimavé ale bylo, Ze intenzity {piklubletu nebyly stejné. Tento tvar je
zpisoben superpozici dubletu a singletu, které jsowrngapritomny v disledku
nehomogenity fipraveného vzorku. Po analyzéigravy gelu jsem objevil chybu v podbb
piidavani ¥tSiho mnozstvi TEMEDu. V paté etapsem nanil jiz kvalitné pripravené
vzorky a ziskal jsem RDC projevujici se jak&p&ni v signalu karnosinu. Na Obr 3.7 jsou
zobrazena na#tiend spektra,ipjejich meéreni jsem se nesotstlil na ziskani maximalni
homogenity magnetického pole, ale na moZnostétedé RDC ze spektra. U del
s nejvySSim hmotnostnim zlomkem akrylamidu 8 %, hdat ke znénému roz&eni
signali, které komplikuje pesné odé&eni velikosti Stpeni. Za &chto podminek patinjiz
dochazi ke zpomaleni ndhodnych reorigmieh pohyli i relativnd malych molekul, coz
vede ke zkracovanirigné relaxani doby, a tedy roz&ni signalu ve spektru.
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3.4.3. Namérené vysledky

Nenaniiil jsem ¢ast&nou orientaci molekul kreatinu pomoci polyakrylamiého gelu.
Prvni vzorky byly pelivé pripraveny, ale nebyla na nich pozorovana #asténa
orientace &Zké vody. Moznym vysstlenim nedosazeni vysleille posSkozeni gelu vlivem

natazeni silikonové hatky v kyvet.

Podélo se nalézt podminky, zejména detailni metotipravy a sloZzeni gelu na bazi
polyakrylamidu, ktera vede ke vzniku rezidualnihipothrniho &peni v'H spektru
vyznamného metabolitu vyskytujiciho se ve svalekarnosinu. Toto &peni bylo
pozorovano pro ifpad dvojice geminalnich vodikmethylenové skupinygs a Hgg,
vysledky viz Tab. 3.4. Vysledky nazhgi velmi slabou orientaci molekul karnosinu,
zatimcocasténa orientacestké vody dle residuélniho kvadrupolarningp@ini ve spektru
’H je pouze o &o mensi neZ byla naffena na vzorcich protdin[39]. V pifpads
karnosinu, nelze in vivo pozorovat methylenové shkypv disledku pekryti signaly
jinych metabolit, v literatde je vSak popsan RDC mezi&iva vodiky imidazolovych
skupin, B a H, a to fiblizn¢ 16 Hz [42]. Tato hodnota je p&kud prekvapiva vzhledem
k podstatd vétSi vzajemné vzdalenostédhto vodiki (cca 0,3 nm) ve srovnani se
vzdalenosti geminalnich vodik(cca 0,18 nm). Z dosud provedenycheiemi nelze
spolehliv urit, zda je mechanismus orientace metabolie stl@deném gelu podobny
situaci ve svalu¢i nikoliv. Zda se ale, Ze orientace molekul ve g\al nejspiSe Zfsobena
specifickymi interakcemi. Miru orientace molekul tagolith v gelu je patrés mozné déle
optimalizovat pomoci dalSich, dosud nezkoumanyctampatii, jako je napiklad pH,
piipadre se pokusit o chemickou modifikaci gelu, ktera bgdha k siljSi interakci

s molekulami metabolit

Fripravené vzorky metabolitve stl@eném polyakrylamidovém gelu umozni ziskani
rozsahlejsi experimentélni informace, vedle homtedérkich RDC v principu Ize naifit
i heteronuklearni RDC, zejména me¥impo vazanymi paryH-*C a'H-*N. To by ntlo
umoznit ziskat dostatek experimentalnich Gd&g stanoveni mechanismu orientace
metabolifi v gelu. Teoreticky si Izefpdstavit podobna &eni za specialnich podminek i
za in vivo podminek na specialnim MR tomografu sokpu citlivosti. 0°C mgieni jsem
se pokusil i vramci této prace, ale ukazalo sepif@aveny vzorek rél pro tento typ

meteni [@ilis nizkou koncentraci karnosinu.
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Pouzité orientujici médium, tedy polyakrylaowg gel, by bylo moZzno vyuzit
k piipraw fantomu pro MR tomograf ké&beni residuélniho dipolarniho épeni
v souvislosti s pozorovanim patobiochemickych éammikrostruktury tkaa. Ale
pozorovand RDC ve spektru je projevem slald&t&né orientace zjsobené pouze
prostorovym omezenim pohybu zkoumané molekuly. Rdrfemtomu pro MR tomograf
by bylo moZné vyzkousSet vliv faktbma pozorovanou RDC ve spektru. Pomoci RDC jako
projevu znén mikrostruktury svalu by bylo mozno vyitio klasifikaci postizeni sval

nagiklad z hlediska nahrazeni svalovych &itukovou tkani.
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4.Zaveér

Hlavnim vysledkem prace je optimalizacaisgbu pipravy a sloZzeni gelu na bazi
polyakrylamidu, ktery Ize pouzit jako orientujici édium pro molekuly
nizkomolekularnich metabailit které se vyskytuji ve svalu. Byly vyzkouSeny admetody
radialniho stl&eni vzorku, umoiujici méteni v NMR spektrometru vysokého rozliSeni.
Pouze metoda dle Baxe vedla k pozorovani reziduiiprdlarni vazby. Speni rezonanci
geminalnich vodik methylenovych skupin bylo pozorovano igact dipeptidu
karnosinu. Bylo prokazano, ze tot@é@ni je disledkem RDC pomoci z#ené zavislosti
na koncentraci gelu a dale pomoci linearni korelaaeziduélnim kvadrupélovym

$tspenim signaldH deuterované vody, které slouZila jako rozpedist

Ziskané vysledky poslouzi ke konstrukci fantiofslepého vzorku) vhodného pro MR
tomograf, ktery umozni jednak optimalizaci nastaviemografu pro tento typ &eni,
jednak prozkoumani dalSich charakteristik jako jepiklad orient&ni zavislosti

pozorovanych rezidualnich dipolarnich vazeb.

Byly splreny jednotlivé body zadani diplomové prace, a tanégja seznameni se
s technikou fpravy stl&enych polyakrylamidovych g&l osvojeni zaklail ovladani
NMR spektrometru, flprava gel s miznou koncentraci, potrem stovadla a mirou
stlaseni, nandfeni *H spekter metabolitu rozpw@sigho v gipravenych vzorcich gelu a

vyhodnoceni nagfenych spekter.
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