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Abstrakt: Guaninové kvadruplexy st nekanonické sekundarne struktiry nukle-
ovych kyselin, ktoré pri vhodnych podmienkach vznikaji v ¢astiach DNA a RNA
bohatych na guanin. Tato bakalarska praca sa venuje obdobnym struktiram,
tzv. mononukleotidovym guaninovym kvadruplexom (mG4), ktoré pri dostatoc-
nej koncentracii vznikaju samoasociaciou volnych guaninovych mononukleotidov.
Predmetom skimania je vplyv protén-deutériovej vymeny na struktiru a stabi-
litu mG4 v zavislosti na druhu naboj kompenzujiceho centralneho kationu alebo
pritomnosti ribézy ¢i 2’-deoxyrib6zy. Pomocou Ramanovej spektroskopie st stu-
dované vzorky v kvapalnej faze, vo forme amorfného lyofilizatu a vyuzitim metédy
kvapkovo nanasanych povlakov. Prostrednictvom jednoduchych asocia¢nych mo-
delov je stanovena teplota topenia agregatov mG4 v prostredi tazkej vody.
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Abstract: Guanine quadruplexes are non-canonical secondary structures of nuc-
leic acids that can form under suitable conditions in guanine-rich sections of
DNA and RNA. This bachelor’s thesis deals with similar structures, the mono-
nucleotide guanine quadruplexes (mG4), which form at a sufficient concentration
by self-assembly of free guanine mononucleotides. The subject of investigation is
the effect of proton-deuterium exchange on the structure and stability of mG4
depending on the type of charge compensating central cation or the presence of
ribose vs. 2’-deoxyribose. Using Raman spectroscopy, samples are studied in li-
quid phase, in the form of an amorphous lyophilisate and using the method of
drop-applied coatings. Using simple association models, the melting temperature
of mG4 aggregates in a heavy water environment is determined.
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Predslov

Napriek tomu, zZe od ich prvotného objavu uplynulo uz vyse 150 rokov, nukle-
ové kyseliny, ako jedny z najdolezitejSich biomolekul na Zemi, dodnes odkryvaja
siroku skalu perspektivnych objavov. V poslednych rokoch je napriklad intenzivne
rozvijany vyskum tzv. nekanonickych sekundéarnych struktir vznikajucich in vivo
v DNA aj RNA. Guaninové kvadruplexy, ktorych mononukleotidovou variantou
sa v ramci tejto bakalarskej prace zaoberame, si vyznamnym prikladom tychto
struktur - za vhodnych podmienok sa tvoria v castiach DNA a RNA bohatych na
guanin (ako st promotorové sekvencie niektorych génov ¢i teloméry), maju regu-
lac¢nti funkciu a v budtcnosti by mohli sluzit aj ako ciel roznych protirakovinovych
stratégii.

Guanozin monofosfat (GMP) mé spomedzi nukleotidov jedine¢ni schopnost
samoasociacie do rovinnych gunaninovych tetrad, ktoré nasledne mézu stohovat
do helikalnych struktir analogickych telomérnym G-kvadruplexom. Uvedené mo-
nonukleotidové G-kvadruplexy potom nachadzaji vyuzitie napriklad v oblastiach
supramolekulovej chémie ¢i v nanotechnolégiach.

V ramci tejto prace sa budeme zaoberat studiom vplyvu deuteracie na struk-
taru a stabilitu mononukleotidovych G-kvadruplexov, konkrétne nas bude zau-
jimat vplyv protén-deutériovej vymeny na proces samoskladby monomérnych
jednotiek GMP do agregatov, ich spravanie pri zamene centralneho iénu alebo
ribozy a tiez vplyv fazy, v ktorej budi experimentdlne skiimané. Venovat sa bu-
deme aj ich zavislosti na teplote a jednym z cielov bude urc¢it teplotu topenia
studovanych agregatov. Nadvizujeme scasti na diplomova pracu (Jilekl 2021)),
ktora sa v rdmci charakterizacie réznych nukleotidov a ich samoskladby venovala
aj tvorbe G-kvadruplexov vo vodnom prostredi. Vychadzame aj z vysledkov rie-
Senia Studentského fakultného grantu (2023), kde sme z kvalitativneho hladiska
skumali vplyv nasobnosti lyofilizacie a teplotného annealingu na ochotu proton-
deutériovej vymeny u vybraného agregatu GMP.

Ako hlavna experimentdlna metéda prace bola vybrand Ramanova spektro-
skopia, kedze Ramanove spektra nukleovych kyselin a ich stavebnych prvkov
poskytuju spolahlivé spektralne markery citlivé voc¢i konforméaciam nukleotidov,
tvorbe vodikovych vézieb, stohovaniu baz a aj koordinacii kovovych kationov.
Vdaka tomu je velmi vhodnou volbou k studiu G-kvadruplexov a poskytuje kom-
plementarnu informaciu k bezne uzivanym optickym a struktirnym metdédam,
akymi st cirkuldrny dichroizmus a nuklearna magneticka rezonancia.

Praca je ¢lenena do piatich kapitol. V teoretickom tvode st zhrnuté rele-
vantné poznatky o vlastnostiach, vyzname a studiu G -kvadruplexov. V ramci
sirsieho kontextu nukleovych kyselin a charakteristiky struktiary nukleotidov je
kladeny doraz na nekovalentné stabilizacné interakcie sprostredkované vodiko-
vymi viazbami a proces samoskladby nukleotidov. Nasleduje ivod do Ramanovej
spektroskopie a venujeme sa aj teoretickému popisu samoskladby pomocou aso-
ciacnych modelov v suvislosti so stohovanim G-tetrad pri vzniku G-kvadruplexov.
Po zhrnuti cielov prace v druhej kapitole je v tretej kapitole Metody uvedeny sp6-
sob pripravy vzoriek, popis experimentalnej aparatiry a tiez spésob spracovania
experimentalnych dat pomocou faktorovej analyzy. Experimentalne vysledky su
uvedené a diskutované v stvrtej kapitole. Poslednou kapitolou préce je Zaver, kde



st zhrnuté dosiahnuté vysledky, zhodnotené splnenie cielov prace a predstaveny
vyhlad pre dalsi vyskum v uvedenej problematike.



1. Teoreticky uvod

1.1 Nukleové kyseliny a G-kvadruplexy

1.1.1 Nukleotidy - stavebné prvky nukleovych kyselin

Deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA) st nosiEmi
genetickej informacie. Prostrednictvom transkripcie a translacie maju tieto line-
arne polyméry astrednu rolu v génovej expresii, ktorej primarnym vysledkom je
produkcia proteinov - makromolekul nevyhnutnych vo vag2ine bunkovych proce-
sov.

Zakladnou stavebnou jednotkou DNA aj RNA su nukleotidy. Ide o monomérne
jednotky zlo®ené z pa £lenného cukru - furandzy, prepojenej tzv. N-glykozidovou
vazbou s heterocyklickou dusikatou bazou. Vo va£2ine pripadov ide buz o puri-
novl bazu: adenin (A) alebo guanin (G), alebo o pyrimidinovl bazu - cytozin
(C) alebo thymin (T), ktory je v RNA nahradzany uracilom (U). Ich 2truktirne
vzorce vratane konvencie £islovania atbmov su uvedené na obrazku 1.1.

Obr. 1.1: Dusikaté nukleobazy. Obrazok prevzaty zo Saenger (1984).

Cukrovu zlo®ku tvori bue rib6za (v pripade RNA) alebo 2'-deoxyribéza (v
DNA) a jej spojenie s nukleobazou sa nazyva nukleozid. Kea je 3' alebo 5' hyd-
roxylova skupina cukru fosforylovanéa (obrézok 1]2), cela jednotka tvori nukleotid
(Saenger| 1984).

Okrem k©u£ovej tlohy uchovavania genetickej informacie sa nukleotidy podie-
©aju aj na bunkovej signalizacii a sltia ako kofaktory v enzymatickych reakciach.
V rdmci tejto prace sa budeme zaobera” guaninom, dusikatou bdzou schopnou
tvori” nekanonickd sekundarnu 2truktaru, tzv. G-kvadruplexy. Pred ich bli°2ou
charakterizaciou budu v nasledujucich odsekoch podrobnej2ie popisané niektoré
vybrané vlastnosti nukleotidov vratane ich typického priestorového usporiadania
a nekovalentnych interakcii relevantnych pre 2tadium kvadruplexov.

Priestorova konformécia nukleotidov

Priestorové usporiadanie v ramci nukleotidov vyznamne vplyva na ich che-
mické a fyzikalne vlastnosti. Aromaticky dusikaty heterocyklus mo°no pova®ova’
za rovinny Utvar. Naproti tomu furandzovy cyklus planarny nie je, atomy uhlika
v cykle sa zvyknu vrasni’, 2krabati” - jav vZeobecne znamy ako puckering (Sa-
enger, 1984).

Konformacia cukru zvykne by” udavana 5 torznymi uhlami ; a mé°e by’
reprezentovana pseudorotatnym cyklom, ktorého parametre - fazovy uhol a am-
plitdda - su funkciou torznych uhlov (Altona a Sundaralingam, 1972). Vaaka

5



Obr. 1.2: Nukleotid 5'-ribo-guanozin monofosfat (5-rGMP) s konvenciou £islo-
vania atobmov nukleobazy a furanézového cyklu. Obrazok prevzaty z Dra£insky
a kol. (2014).

vazbe nukleobazy na C1' uhlik cukru su v nukleotidoch pozorované preva®ne
konformacie C2'-endo a C3'-endo, v ktorych sa uhlik C2', resp. C3' nachadza v
rovnakej polrovine ako uhlik C5' vo£i rovine formovanej zvy2nymi atomami cyklu
(v opaEnom pripade ide o konforméciu -exo). Medzi puckeringami calej m6°u by’
rozlizované konformécie tzv. obalkového typu (envelope, E), so 2tyrmi uhlikmi v
rovine a piatym atdémom vysunutym o 0,54, alebo stofeného (twist, T) typu s
dvoma susediacimi atbmami vysunutymi na opa£né strany roviny, ktora je urEena
zvy2nymi atbmami (Saenger, 1984). Priklady tychto konformacii su uvedené na
obrazku 1.3.

Obr. 1.3: Priklady rozliEnych konformacii - puckeringu cukru. V©avo envelope C3'-
endo (hore) a C2'-endo (dole), vpravo symetricky twist C2-exo-C3'-endo (hore) a
nesymetricky twist C3'-endo-C2'-exo (dole). Obrazok prevzaty zo Saenger (1984).

Priestorova konformacia nukleotidu ©alej zavisi na usporiadani cukor - fos-
fatovej kostry a orientacii nukleobazy okolo N-glykozidovej vazby. Konformagna
voOnos’ cukor-fosfatovej kostry, tvorenej atbmami P-O5'-C5'-C4', je limitovana
pritomnos’ou ostatnych molekulovych skupin nukleotidu a popisovana byva su-
borom Zziestich torznych uhlov. Na popis orientacie nukleobazy okolo glykozidovej
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C1'- N vazby vzh©adom k furandze je vyulivany torzny uhol, t.j. dihedralny
uhol 0O4'-C1'-N9-C4 v pripade purinovej bazy a O4'-C1'-N1-C2 v pripade pyrimi-
dinovej. M6°e zauja” dve polohy, vyobrazené na obrazku 1.4yn (0 90°) alebo
anti (180 90°) (Saenger, 1984).

Obr. 1.4: Syn a anti orientacia nukleobazy okolo glykozidovej vazby. Obrazok
prevzaty a upraveny z Huppert (2008).

Pod®©a d°ky nukleotidového re"azca rozlizujeme mononukleotidy, ktoré pozos-
tavaju z jedinej dusikatej bazy, alebo oligonukleotidy a polynukleotidy, v kto-
rych su jednotlivé nukleotidy pospajané 3', 5' fosfodiesterovou vazbou (Saenger,
1984). Polynukleotidové re’azce, teda nukleové kyseliny, su potom vysoko poly-
morfné molekuly schopné tvori” rozliEné 2truktary liziace sa napriklad po£tom
prepojenych DNA alebo RNA re"azcov. Prikladom m&°u by” helikalne 2truktary-
zavitnice alebo duplexy, triplexy, kvadruplexy, DNA-RNA heteroduplexy £i rézne
oal?zie nekanonické utvary. Vodikové vazby maju v stabilizacii tychto sekundar-
nych 2truktar nukleovych kyselin k©u£ovu ulohu, spolu s hydrofébnym efektom,
disperznymi Londonovymi silami a stohovanim (stacking) nukleotidov.

Nekovalentné interakcie medzi bazami - vodikové vazby

Vodikova vazba vyu®iva elektrostatického pésobenia medzi parcialnym klad-
nym nabojom na vodiku (veaka jeho vazbe na dostato£ne elektronegativny prvok)
a voOnym elektrénovym parom iného prvku s vysokou elektronegativitou. V porov-
nani s kovalentnymi interakciami s dobre de novanou d"°kou, silou a orientaciou
posobenia, st vodikoveé vazby 20 a° 30-krat slabzie. Vaaka tomu mé°u ochotnejzie
podlieha” ohybu a predl®ovaniu, doésledkom £oho je variabilnd geometria tychto
systémov (Saenger, 1984).

V dusikatych bazach sa vodikové vazby vyskytuju prevane vo forme N-H:O
alebo N-H:N, kde N-H prinale®i amino- alebo imino- skupine (Saenger, 1984).
Komplementarita donorovych a akceptorovych skupin umo®-uje tvorbu 2peci-
ckych asociacii medzi bazami (Parkinson, 2006). Medzi hlavné patria Watson-
Crickovo a Hoogsteenovo péarovanie. Fyzikalno-chemické vlastnosti bazovych pa-
rov potom de nuju funkEnos” prisluznych nukleovych kyselin: Watson-Crickove
bazové péary sa nachadzaju v klasickej dvoj?pirdle DNA a napomdahaju uchova-
va“ geneticku informaciu, zatia© £0 Hoogsteenove bazoveé pary tvoria nekanonické
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2truktary ako kvadruplexy, triplexy, ale aj 2truktaru t-RNA a prispievaju k dy-
namickej regulacii génovej expresie (Takahashi a Sugimoto, 2021).

Watson-Crickovo parovanie (obrazok 1.5) je najroz2irenej2ou formou asociacie
medzi dvoma nukleotidmi v nukleovych kyselinach. VWzna£uje sa dvomi vodiko-
vymi vazbami medzi komplementarnymi bazami A a T (U) alebo tromi vazbami
medzi G a C. Vysledkom tohto parovania je typicky usporiadanie vliakien do heli-
kalnej 2truktury - 2piraly, pripadne dvojpiraly DNA (A, B, £i Z forma). Napriklad
model B-DNA je pravoto£ivy duplex, v ktorom su vlakna oto£ené okolo spolo£-
nej osi a su vofi sebe orientované antiparalelne (teda smer vazieb 5' -> 3' pre
jedno vladkno a 3' -> 5' pre druhé). Prostrednictvom tejto 2truktary je kédovana
geneticka informacia va£2iny organizmov (Saenger, 1984).

Obr. 1.5: Watson-Crickovské bazoveé pary. Obrazok prevzaty z Takahashi a Sugi-
moto (2021).

Hoogsteenovo parovanie (obrazok 1.6) okrem tvorby helikalnych 2trukttr nuk-
leovych kyselin umo®-uje vznik nekanonickych usporiadani ako su triplexy alebo
guaninové tetrady. Charakterizované je vodikovymi vazbami medzi Aa T(U) , G
a proténovanym C, hemiprotonovanymi cytozinmi za vzniku tzv. I-motivu, alebo
medzi 2tyrmi guaninmi za vzniku G-tetrad (Takahashi a Sugimoto, 2021).

G-tetradda je planarne usporiadanie 2tyroch guaninovach baz, z ktorych ka®da
je sufasne donorom aj akceptorom dvoch vodikovych vazieb. Hoogsteenovského
parovania sa tak Ufastnia dusiky N1, N2, N7 a kyslik O6 ka°dej guaninovej
bazy. G-tetrady mé°u vznika” z r6znych derivatov guaninu, vratane guanosin-
5'-monofosfatu (5-rGMP), guanosin-3'-monofosfatu (3'-rGMP) (Sasisekharan
a kol., 1975), ale aj ich deoxirob6zovymi variantami (Guschlbauer a kol., 1990),
(Simonsson, 2001).

Stacking a samoskladba nukleotidov

Stacking, teda stohovanie (baz) je ral?ou z nekovalentnych interakcii prispie-
vajucich ku stabilite nukleovych kyselin. Dusikaté bazy su nepolarne molekuly,
£o0 vedie k ich asociacii a naslednému stohovaniu jednej nad druhu za Uf£elom
zni®enia plochy vystavenej polarnemu rozpi2 adlu (Parkinson, 2006). Vysledna
stabilita je sprostredkovana kombinaciou hydrofébnych, elektrostatickych a van
der Waalsovych sil. Nastohované bazy su polarizované: planarny aromaticky cyk-
lus je bohat?i na elektrény v porovnani s vodikmi naviazanymi okolo cyklu a
prave tieto delokalizované elektrony vazieb su pri stohovani zdie©ané susednymi



Obr. 1.6: Priklady Hoogsteenovskych vazieb nukleotidov. Hoogsteenovsky viazany
par A - T (v©avo hore), G - protonované C (vpravo hore), C-C+ par tvoriaci I-
motiv (v©avo dole) a G-tetrada (vpravo dole). Obrazok prevzaty z Takahashi a
Sugimoto (2021).

aromatickymi kruhmi . Pri stohovani dochadza aj ku sto£eniu okolo helikélnej osi
vplyvom priestorovych narokov jednotlivych baz (Parkinson, 2006).

Stohovanie baz (spolu s vodikovymi vazbami) je prejavom tzv. samoskladby
(self-assembly) nukleotidov. Tej podliehaju v2etky typy mononukleotidov, prifEom
tendencia k samoskladbe v2eobecne klesa v sérii adenozin > guanozin > inozin
> cytidin  uridin (Sigel, 1989) - preferovana je u purinovych baz. Tento trend
je menej vyrazny u nukleotidov v porovnani s nukleozidmi vzh©adom na elek-
trostaticku repulziu fosfatovych skupin, podobne tak samoskladbe budu ©ahzie
podlieha” monofosfaty oproti di- a trifosfatom (Sigel, 1989). Okrem nabojového
stavu je ral2zim faktorom ovplyv-ujucim tendenciu a rozsah samoskladby aj do-
stato£na koncentracia mononukleotidov, vysledkom su potom oligoméry zlo®ené
z nieko©kych monomérnych jednotiek.

K samoskladbe a stohovaniu nemusi dochadza” len u monomérnych nukle-
otidov a podlieha” im mé°u aj diméry, tetraméry a podobne, £0 sa prejavuje
napriklad stohovanim G-tetrad.



1.1.2 G - kvadruplexy

Guanozin a jeho derivaty su voaka polarite purinového cyklu a mo°nosti
tvorby Hoogsteenovskych véazieb schopné samoskladby do rozliEnych usporiadani
- vysledkom su napriklad guaninové diméry, nastohované monomeéry sto£ené do
2piraly (helixu) (Jurga-Nowak a kol., 2004) alebo vy22ie spominané tetrady. Prave
G-tetrady su zakladnymi stavebnymi blokmi vy22ich usporiadanych 2truktir, kde
sa jednotlivé tetrady stohuju nad seba a postupne formuju G-kvadruplex (obrazok
1.7) - pravoto£iva zavitnicu so vzajomnym stof£enim tetrad o 30° a vzdialenos-
‘ou 3,4 A (Chaires a Graves, 2013). Priestor blizko stredu tetrady je typicky
vyplneny katiobnom, ktory prostrednictvom ion-dipdllovej interakcie kompenzuje
naboj atbmov kyslika na vnitornom obvode tetrady, £im vyznamne prispieva ku
stabilite kvadruplexovej 2truktary (Parkinson, 2006).

Obr. 1.7: G-tetrada (v©avo) a schéma stohovania G-tetrad do G-kvadruplexu
(vpravo). Obrazok prevzaty a upraveny z Huppert (2008).

Guaniny formujuce tetradu mé°u by” v konformaciianti alebosyn, no syn kon-
formacia je z priestorovych dévodov podmienena vhodnym puckeringom, ktory
je bur (prevane) C2'-endo alebo C3'-endo (Banco a Ferré-D'Amaré, 2021).

Monomeéry, diméry aj tetrady zvyknu v roztokoch koexistova’, prifom ich za-
stupenie a ochota G-tetrad tvori” kvadruplexy zavisi na koncentracii, pH, teplote
roztoku aj pritomnosti stabilizujucich kationov (Davis, 2004).

Stabilizujuce kationy

Kovove kationy prispievaju ku vyznafnej stabilite G-kvadruplexov, na jednej
strane tienenym zaporného naboja na cukor-fosfatovej kostre (Sigel, 1989) a na
druhej strane kompenzaciou parcidlneho zaporného néaboja v dutine medzi G-
tetradami (Parkinson, 2006). V druhom pripade ide o vyznamnu stabilizaEnu in-
terakciu kedy sa kladne nabity kation M koordinuje na kysliky na poziciach O6,
ktoré smeruju dovnutra dutiny. Od druhu, respektive iGnoveho polomeru konkrét-
neho kationu sa potom odvija konformacia a stabilita kvadruplexu (Parkinson,
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2006). Priklady monovalentnych katiébnov schopnych stabilizova” kvadruplexy su
uvedené v tabu©ke 1.1. Medzi najiréie skimané patria kationy alkalickych ko-
vov Na" a K", £i u® pre ich fyziologicku relevantnos” alebo pre ich vynimo£né
stabilizaEné schopnosti, ktoré pod©a (Parkinson, 2006) prevy?uju tie ostatnych al-
kalickych kovov: K" >Na*>Rb*>Cs* >Li *. Vplyv i6bnového polomeru sa okrem
priestorovych limitacii prejavuje aj umiestnenym kationu. Zatia© £o0 Nakation

s malym ibnovym polomerom byva prednostne koordinovany v rovine G-tetrady,
katibny K* maju ibnovy polomer prilizZ ve©ky a musia by” lokalizované medzi
jednotlivymi tetradami (obrazok 1.8). Lep?i stabilizaEny Uf£inok K oproti Na*
ma&°e by £iasto£ne dbsledkom vy22ej energetickej naro£nosti spojenej s procesom
dehydratacie (Hardin a kol., 2000), K s nizkou nabojovou hustotou a jemne
hydrofébnymi vlastnos ami je pravdepodobne menej hydratovany v porovnani s
Na" (Gao a kol., 2017). V sUfasnosti sa objavuju aj ral’ie nazory tykajuce sa
rozdielov v stabilizaEnych schopnostiach tychto dvoch katiénov. V pripade *K
ma zrejme majoritnu rolu tzv. imperfect bce (body-centered cubic) mriekova
kon guracia, vaaka ktorej su poschodia tetrdd sandwichované , zatia© £o0 Na
koordinovany v rovine pravdepodobne tetrady pri sebe nepridrliava.

Tabu©ka 1.1: 16nové polomery vybranych katiénov (Parkinson, 2006)

Kation K* Na" NH,;* Rb* Cs* Li*
I6novy polomer &) 1.33 1.16 1.43 1.66 1.81 0.9

Prikladom nekovového i6nu, ktory mé°e stabilizova” kvadruplex, je amonny
kation NH,*. Polomerom podobny katiénu K je zvy£ajne lokalizovany medzi
tetradami, z h©adiska stabilizaEnej kapacity sa radi medzi R Cs™ (Parkinson,
2006).

Obr. 1.8: Priklad umiestnenia kationu v dutine G-kvadruplexu - medzi G-
tetradami (v©avo) a v dutine jednej tetrady (vpravo). Obrazok prevzaty z Par-
kinson (2006).

»allou vyznamnou stabilizaEnou interakciou pre G-tetrady je sie” vodiko-
vych vazieb medzi hydroxylmi rib6z/deoxyribdz a fosfatmi, tvoriaca nekovalentnu
cukor-fosfatova kostru (Jilek, 2021). Jej vyskumu ale zatia© nebola venovana vat-
2ja pozornos’.
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Oligonukleotidové a mononukleotidové G-kvadruplexy

G-kvadruplexy vznikaju pri 2peci ckych fyzikalno-chemickych podmienkach z
oligo- alebo polynukleotidov obsahujucich sekvencie bohaté na guanin a oznafo-
va" md°u v2eobecne akéko©vek 2tvorvlaknoveé 2truktiary nukleovych kyselin, kea®e
vykazuju znagny 2truktarny polymor zmus. Rozlizované su napriklad unimole-
kularne, bimolekularne alebo tetramolekularne kvadruplexy (obrazok 1.9), nalej
sa rozlizuje medzi polaritami cukor-fosfatovej kostry a aj na zaklade usporiadania
ostatnych béaz, ktoré G-tetrady netvoria (Simonsson, 2001).

Obr. 1.9: Priklady 2trukturalneho polymorzmu oligonukleotidovych G-
kvadruplexov. (A) Tetramolekularny s paralelnymi viaknami. (B) Bimolekularny
s antiparalelnymi viaknami. (C), (D), (E), (F) unimolekularne kvadruplexy. Ob-
razok prevzaty z Huppert (2008).

Monomérne jednotky GMP, ktoré sa kovalentne nevia®u do vlakien, su pri
vhodnych podmienkach tie® schopné asociacie do G-tetrdd a G-kvadruplexov.
Ich tvorba je podmienena dostato£nou koncentraciou GMP v roztoku, ako aj
pritomnos ou stabilizaEnych kationov a vhodnym pH. Okrem vplyvu vzajomnej
suhry tychto podmienok su pozorované zna£né rozdiely v ochote tvorby a stabilite
kvadruplexov aj v zavislosti na zamene cukornatej zlo°ky, kde 2' hydroxylova
skupina, ktorej pritomnos” odli2uje rib6zu od 2' deoxyrib6zy, v2eobecne vedie k
vy22ej hydratécii a lep2ej stabilite rGMP kvadruplexovych 2truktar (Fay a kol.,
2017).
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Vplyv ribézy verzus 2' deoxyrib6zy na formovanie mononukleotidovych G-
kvadruplexov v pritomnosti Na~ a K™ iénov bol podrobne skimany v £lanku
(Mudro-ova a kol., 2016), termalna a tlakova stabilita samoskladby GMP s kati-
onmi alkalickych kovov bola 2tudovana napriklad v £lanku (Gao a kol., 2017).

Vyznam a metody 2tadia G-kvadruplexov

Na zaklade bioinformatického vyskumu bolo identi kovanych radovo stotisice
kandidatskych sekvencii v ©udskom gendme, ktoré by mohli by” schopné tvorby
(oligonukleotidovych) G-kvadruplexov (Huppert a Balasubramanian, 2005). Tie
sa podie©aju napriklad na regulacii génovej expresie (Lam a kol., 2013) a ich vy-
skyt bol potvrdeny aj v ©udskych telomérach (Granotier, 2005), £0 su zakon£enia
linearnych eukaryotickych chromozémov. Vplyva” mé°u aj na replikaciu a akti-
vitu telomerazy (Lipps a Rhodes, 2009), teda enzymu, ktory kontroluje d™ku
telomér. Teloméry a telomeraza su £astym cie©om protinadorovej liefby, preto
ma 2tadium G-kvadruplexov svoj vyznam aj pri vyvoji chemoterapeutik. ,ali
terapeuticky potencial mo°no najs” napriklad v (Bryan a Baumann, 2010) alebo
(Neidle, 2012).

Mononukleotidové G-kvadruplexy potom nachadzaju vyuCitie v réznych ob-
lastiach vedy, vratane supramolekulovej chémie, medicinskej chémie £i v nano-
technoldgiach, kex®e by mohli slt®i” ako le2enie pre syntetické iGnové kanaly
alebo komponenty biosenzorov £i molekularnych elektronickych zariadeni (Davis,
2004). G-kvadruplexy su tie® zakladom hypotézy o tzv. Kvadruplexovom svete
(Quadruplex world), ktora je predstavou o jednej z faz vzniku °ivota na Zemi
(Kankia, 2021).

Pre 2tadium 2truktlry G-kvadruplexov a procesu ich samoskladby je vyuCi-
te©na 2iroka 2kala experimentalnych metod. Optické spektroskopické metody akou
je UV-vidite©na absorp£néa spektroskopia alebo cirkularny dichroizmus (CD), po-
skytuju napriklad informacie o koncentracii alebo konforma£nych zmenéach pri
zmene teploty £i pri interakcii s roznymi biomolekulami. VWuCite©né su predov-
2etkym pri 2tudiu oligonukleotidovych kvadruplexov, ktoré sa ochotne tvoria u®
pri ni®2ich koncentraciach vzoriek.

Mononukleotidové kvadruplexy, ktorych tvorba vy°aduje vy?2ie koncentracie
roztokov, je potom s vyhodou mo°né skima” metédami vibraEnej spektrosko-
pie, menovite infrafervenou (IR) spektroskopiou, Ramanovou spektroskopiou a
ich chiralne citlivymi variantami - vibraEnym cirkularnym dichroizmom (VCD)

a Ramanovou optickou aktivitou (ROA). Ve©mi roz2irené je aj pouCitie 2truktu-
ralnych metod, spektroskopie nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR) a rozp-
tylu rontgenového Ciarenia. Mé°u poskytnd” cenné informacie o 2trukture £i pri-
padne dynamike 2tudovanych systémov. Rontgenova difrakcia vy®aduje kry%ta-
licka 2truktaru vzoriek, £0 v2ak £asto v pripade skimanych vzoriek neplati. NMR
zasa dobre umo®-uje 2tadium malych agregatov, no v pripade ve©kych agregatov
dochéadza k rozzireniu spektralnych £iar, £0 vedie k stratam informacii ziskate®©-
nych zo spektier. Preh©ad =al2ich metdd vyuCivanych pri 2tadiu réznych aspektov
G-kvadruplexov je uvedeny napriklad v dizertaEnej praci Palacky (2013).
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1.2 Uvod do vibraEnej spektroskopie

1.2.1 Vibracie molekul

Dynamika molekul zah -a ich translagny, rotatny a vibrafny pohyt\ ato-
mova molekula ma Bl stup-ov vo©nosti pohybu, z toho 3 prinale®ia translacii
molekuly ako celku a 3 (v pripade linearnej molekuly 2) opisuju jej rotaciu. Zvy?3-
nych 3N-6 stup-ov vo©nosti (8-5 u linearnej molekuly) sa prejavuje zmenou
medziatbmovych vzdialenosti - d°ky vazby a vazbovych uhlov. Vaaka elasticite
vazieb je takyto pohyb periodicky - vibraEny.

Klasicky popis vibracii molekul

Na najjednoduch?ej, no £asto dostafujucej urovni, md° by medzijadrovy po-
tencial aproximovany harmonickym potencialom. V takom pripade je popis mole-
kulovych vibracii analogicky k rie2zeniu harmonického oscilatora. Uhlovu frekven-
ciu kmitov dvoch atémov v molekule prepojenych elastickou vazbou s tuhos”é&u
mo°no potom popisa” vz'ahom

S J—
k
= —; 11
¥ (1)
kde M znafi redukovani hmotnos” danej dvojatomovej molekuly s hmotnos ami
atbmov m; a m,, e
M= _ 22 (1.2)
mi+ mo
Vo vibraEnej spektroskopii je na miesto frekvencie vibracii zvyEajne udavané ich
vinové £islo~ v jednotkach cm? (Larkin, 2018), teda
S —

1 Kk
- Z M. (1.3)

Vibréacie v reélnych molekulach s vy2im po£tom atémov su ale vyrazne komplex-
nej2ie, vzajomny vibragny pohyb v2etkych atdbmov je superpoziciou tzvwormal-
nych vibraEnych médoySmith a Dent, 2004). Ich po£et je dany stup-ami vo©nosti
v molekule. Priklady normalnych médov pre jednoduchd molekulu su uvedené na
obrazku 1.10. Elasticita vazieb =alej striktne nesp’-a Hookeov zakon, individualne
vibracie mo©u by” v pripade molekularnych agregatokaplovanéa vo vibraEnych
spektrach su pozorované aj vyzie harmonické frekvencie (Smith a Dent, 2004).
Prvym krokom k lep2iemu popisu vibracii je preto poh©ad na molekuly ako na
kvantové objekty.

Kvantovo-mechanicky popis vibracii molekul

V ramci kvantovo-mechanického pristupu, kedy je uvaovana kineticka ener-
gia a elektrostaticka interakcia atbmovych jadier a elektronov, mo®°no zostavi’
hamiltonian molekuly sN jadrami a n elektrénmi v tvare

A = fn + fe"‘ Onn + Oee"' Oen; (1.4)
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Obr. 1.10: Zakladné typy normalnych vibraEnych médov. 'ipky znaia smer po-
hybu, plus a minus znafia smer vychylenia mimo rovinu molekuly. Valen£né vib-
racie sa vyzna£uju zmenou d°ky vazby pri nemennom vazbovom uhle, pri defor-
magnych vibraciach sa vazbovy uhol meni a pri torznych vibraciach dochadza k
otaEaniu vazby pozd™ svojej hlavnej osi (Prochazka, 2016).

kde
=2 X1 o o
.= — — ; (Kineticka energia jadier)
2., M

2 X
To= — i (Kineticka energia elektronov)
2m

X Z;Z,€
i<k 4" R} Ry]

(Interakcia jadro-jadro) (1.5)

Vo= ——— (Interakcia elektron-elektrén
nn < 4 n OJ‘FI "‘FIJ ( )

x X Z € . ]
Ven = ‘— (Interakcia jadro-elektron)
i=1j=1 4" offj Rl

M; zna£i hmotnos” jadierm hmotnos” elektronu,Z je atomove £islog elemen-
tarny naboj a R; a+; su polohové vektory jednotlivych jadier a elektronov.
Rie2enim Schrodingerovej rovnice pre systémy s hamiltonidanom 1.4 sa zaobera
kvantova tedria molekul, podrobny vyklad postupu tak mé°no najs” napriklad v
u£ebnici (Skala, 1995). Uvedieme a° vysledny tvar Schrédingerovej rovnice pre
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jadra v Born-Oppenheimerovej aproximacii, t.j. po odseparovani elektrénového a
vibraEného pohybu a po dodato£nom oddeleni rotaEnych a vibragnych stup-ov
vooOnosti:

~ @ N i (I +1)

#
@it e TV 0= Ee ) (6)

kde M op&” znaf£i redukovani hmotnos’t vzajomnu vzdialenos™ atomov)
je ved®©aj?ie kvantoveé £isloB,, je vibraEno-rotaEnd energia pre vibraEnu vinovu
funkciu (r). Tato rovnicu nie je mo°né rie2i” exaktne pre obecne komplikovany
tvar potencialu V (r), ktory popisuje interakciu medzi atdbmovymi jadrami, a kvoli
zavislosti vlastnej energie aj na rotaEnom stave molekuly, vyu®ivané su preto rozne
pribli°né metddy.

Na oddelenie rotaEného a vibraEného pohybu je pouCivana aproximacia tuhého
rotatoru: nahradenim ~—'U*2 pryym £lenom v jeho Taylorovom rozvoji zaned-
bavame vplyv rotacie molekuly na medzijadrové vzdialenosti atbmov. Vysledkom
je separatny vyraz pre energie vibragnych a rota£nych hladin

Podobne ako v klasickej mechanike, aj v kvantovom pristupe je v prvom pri-
bli°eni vyu®ivana harmonicka aproximacia, t. j. medziatomovy potencidV (r) je
vV minime aproximovany potencialom harmonického oscilatora

1@V(r) 2.

> @r (r ro)°: (1.7)
Vysledkom rie2enia je potom systém harmonickych oscilatorov, ktory mo°no

pri vhodnej transformécii stradnicového systému do bazy normalnych médov

previes” na systém 3N-6 (pre nelinearny systém; v pripade linearneho 3N-5) ne-

zavislych linearnych harmonickych oscilatorov. Tato transforméacia de nuje po-

dobu vlastnych vibraEnych maédov. Vysledné vibraEné energetické spektrdmre

dvojatobmovu molekulu, toto®né so spektrom harmonického oscilatora 1.8, je ek-

vidiztantné, s povolenymi prechodmi medzi vibraEnymi hladinami n = 1, kde

n je vibraEné kvantové £islo (Smith a Dent, 2004), teda

V(r)= V(ro) +

Ei= n+ ; h n; =123 (1.8)

V pripade vagzich vychyliek, t.j. vy®?iehon;, je vhodné k potencialu 1.7 pri-
da” anharmonicky £len. Anharmonicky oscilator potom poskytuje realnej2i model
molekulovych vibracii v porovnani s harmonickym oscilatorom, kea®e povolené
prechody n = 2 medzi hladinami zah -aju aj vy?2ie harmonické frekvencie a
umo®-uju vznik kombinaEnych pasov. Energetické spektrum po zahrnuti anhar-
monicity nadobuda tvar (Smith a Dent, 2004)

1
Ei= n+ = h h n; +

5 (1.9)

kde £len  de nuje ve©kos” anharmonicity.

'Ev = Ev + E;

2Energetické spektrum pre rotagné hladiny molekuly je dané vz’ ahonE, = - \(*D

2M 2
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VibraEn& spektroskopia

VibraEna spektroskopia, pomocou ktorej su vibraEné spektra molekul experi-
mentalne ziskavané, vyuliva Ciarenie, ktoré pri vhodnej vinovej d°ke vyexcituje
molekuly do vy22ich vibraEnych stavov. Presny mechanizmus tejto excitacie sa
lizgi v zavislosti na pouCitej spektroskopickej metdde. Napriklad infratervena (IR,
infrared) spektroskopia je zalo®ena na absorpcii ur£itych frekvencii ®iarenia v IR
oblasti spektra odpovedajucich normalnym moédom vibrafnych frekvencii v sku-
manej molekule (Schrader, 1995). Vz'ah medzi intenzitou dopadajuceh¢~) a
prepusteného Ciarenid o(~) v2eobecne udava Lambert-Beerov zakon, teda

1(~) = 10(~)10 A5 A(=) = "(~)el; (1.10)

kde velifinaA(~), nazyvand absorbancia, zavisi na koncentraaii skimanej
vzorky, drdhe prechodu Ciarenia vzorkou a extinkEnom koe ciente" (~), ktory je
charakteristikou schopnosti latky absorbova” Ciarenie s danym vinovym £islom.
Na rovnakom fyzikalnom principe je zalo®ena UV absorb£na spektroskopia.

Aby mohol nasta” prenos energie medzi IR fotbnom a molekulou prostrednic-
tvom absorpcie, vibracia musi spésobova” zmenu dipélového momentuTato
podmienka udava, ktoré vibracie buda v IR spektre aktivne, teda tzv. vyberové
pravidlo pre IR spektroskopiu (Larkin, 2018)

@ 4. (1.11)

@Q

Q tu ma vyznam vibra£nej suradnice (t.j. norméalneho vibraEného médu). Po-
zorovana intenzita IR pasu v spektre je potom iumerna druhej mocnine kvadréatu
zmeny dip6lového momentu 1.11.
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1.2.2 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je metdda vibraEnej spektroskopie zalo®ena na in-
terakcii molekuly s dopadajucim Ciarenim prostrednictvom nepru®ného, tzv. Ra-
manovho rozptylu. Zatia© £0 proces absorpcie vy®aduje vhodna energiu fotonov
odpovedajucu rozdielu medzi zakladnym a excitovanym stavom molekuly, rozptyl
%jarenia m6°e nasta’ aj v pripade, °e dopadajuce Ciarenie neodpoveda rozdielu
pritomnych energetickych hladin (Smith a Dent, 2004).

Ramanov rozptyl

Elektromagnetické °iarenie interagujuce s molekulou mé°e spdsobi” polariza-
ciu elektronového obalu jadier a vybudenie elektronov do vyZieho energetického
stavu. Tato interakcia méa za doésledok vznik tzv. virtualneho energetického stavu,
do ktorého je molekula pohltenim dopadajuceho fotonu vyexcitovana. Doba ©i-
vota tohto stavu je ve©mi kréatka, jadra v molekule tak nestihnl zna£ne reagova’
na zmenu v elektronovom obale a takmer okam®ite je prechodom sp&” do ni°-
2ieho stavu vyCliareny, t.j. rozptyleny, novy foton (Smith a Dent, 2004) - ide teda
o dvojfoténovy proces (Larkin, 2018).

Energia rozptyleného foténu je rovnaka ako energia pohlteného foténu v pri-
pade, °e elektronovy obal sa vrati do svojej pévodnej kon guracie bez akého-
ko©vek pohybu jadier. Tento proces sa nazyva pru®ny, alebo Rayleigho rozptyl a
previada vo vagzine pozorovanych pripadov (Smith a Dent, 2004). Neposkytuje
%jadnu analytickd informaciu o vibratnom spektre molekuly, vyskytova” sa mé°e
len ako individudlny pas na pévodnej frekvencii excitatného Ciarenia.

V malom, no nezanedbate©nom mnoC°stve pripadov (jeden foton 2-1CP)
mao°e dochadza” aj k nepru®nému rozptylu, kedy je energia rozptyleného foténu
odlizna oproti pohltenému foténu. Tento proces sa nazyva Ramanov rozptyl a
je spbsobeny energetickymi zmenami vplyvom pohybu jadier pofas interakcie
elektrénového obalu s dopadajacim fotonom. Ak je energia rozptyleného foténu
men2ia ne® energia dopadajuceho foténu, pozorovana je tzv. Stokesova vetva a
molekula je po rozptyle vybudena do vyZieho vibraEného stavu. Ak je naopak
energia rozptyleného fotonu vagia, ide o Anti-Stokesovu vetvu a molekula sa po
rozptyle bude nachadza” na ni®2ej ne® pévodnej vibraEnej hladine (Smith a Dent,
2004). Pod®©a Boltzmannovho rozdelenia je pri izbovej teplote va£2ina molekul v
zakladnom vibraEnom stave, pripadne su obsadené najni®ie vibraEné stavy, preto
je Stokesova vetva v porovnani s Anti-Stokesovou intenzivnejdia a je vyulivané v
experimentalnych vibraEnych spektrach.

Pre energiu Ramanovsky rozptylenych fotonov potom plati (Schrader, 1995)

hr=ho h gas; (1.12)

kdeh g tvori Ramanovo spektrum,h o je energia dopadajiceho ®iarenial s-as
odpoveda vibraEnej energii, teda rozdielu energii vibraEnych energetickych hla-
din. Na obrazku 1.11 je uvedena suhrnna schéma energetickych prechodov medzi
vibraEnymi stavmi.

Rozdiel energie dopadajucich a rozptylenych foténov sa nazyva Ramanov po-
sun. Uvadza sa v jednotkach crh, odpoveda vino£tu vibraEného médu, ktory sa
rozptylu Ufastni a nie je zavisly na vinovej d°ke dopadajlceho Ciarenia (Pro-
chazka, 2016).
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Obr. 1.11: Schéma energetickych prechodov medzi vibraEnymi stavmi pri Rayle-
igho a Ramanovom rozptyle.

V klasickom, ale aj kvantovo-mechanickom pristupe su za hlavny zdroj rozp-
tyleného Ciarenia pova®ované elektrické dipélové momenty indukované v molekule
elektromagnetickym po©om dopadajucich svetelnych v'n. Pre frekvenEne zavisly
indukovany dipélovy moment- molekuly plati

-2 B (1.13)

klde E je vektor elektrickej intenzity dopadajucej rovinnej monochromatickej viny
a je tenzor polarizovate©nosti molekuly.

Podobne ako IR spektroskopia, aj Ramanova spektroskopia je charakterizo-
vana svojim vyberovym pravidlom. Len molekularne vibracie, ktoré spdsobuju
zmenu polarizovate©nosti budu v spektre aktivne, teda (Larkin, 2018)

@

— 60 1.14

@0 (1.14)

Pre intenzitu Ramanovho rozptylu potom plati (Larkin, 2018)
|
@ °

I/ N — 1.15
R N @0 (1.15)

kde | je intenzita excitaEného Ciarenia, je frekvencia excitaEného Ciarenia
a N je pofet molekdl v danom stave, ktoré sa rozptylu U£astnia. Zavislos™ inten-
zity na koncentracii umo®-uje vyuCitie Ramanovych spektier aj na kvantitativnu
analyzu. Voaka zavislosti na parametroch excitaEného Ciarenia je mo°né pofas
experimentu upravova” meranu intenzitu Ramanovho rozptylu (Larkin, 2018).
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1.2.3 VibraEn& spektroskopia a deuteracia

VibraEné spektra molekdl zavisia na hmotnosti atomov, ich geometrickom
usporiadani aj vlastnostiach vazieb. DoleCité postavenie v spektrach ma tzw-
gerprint region, teda oblas” odtlagku prstu, pribli°ne od 1400 do 600 ci ktora
sa spravidla vyzna£uje mno°stvom rozlizite©nych pasov a je charakteristicka pre
danud molekulu. VibraEna spektroskopia preto spo©ahlivo prina2a informécie o che-
mickom zlo%eni latok, priestorovej kon gurécii molekul alebo zastupeni zlG£enin
£i konformérov v roztoku.

Izotopova a najma proton-deutériova zamena je v ramci metod vibraEnej spek-
troskopie ufitoEnym nastrojom. Napriklad merania vibraEnej optickej aktivity
chiralne deuterovanych molekul (v spojeni s kvantovo-chemickymi vypo£tami)
umo®-uju urfenie absolltnej kon guracie molekul, u ktorych pouCitie rozptylu
réntgenoveho Ciarenia £i inych zau®ivanych metdd nie je mo°né. Prikladom ma°e
by urEenie absolutnej kon guracie chirdlne deuterovaného neopentanu (Haes-
ler a kol., 2007) pomocou Ramanovej optickej aktivity alebo urEenie absolutnej
kon guréacie deuterovaného derivatu liefiva na Parkinsonovo ochorenie, L-DOPA
(Spasovova, 2020), (Spasovova a kol., 2024). ,alej je mo°né napriklad vyuCitie
Ramanovej spektroskopie na 2tidium izotopicky znafenych latok v °ivych bun-
kach (Bura, 2021) a v neposlednom rade ma doleCity prakticky vyznam pou®itie
rozpu? adiel s obsahom deutéria pri meraniach vibraEnych spektier v IR oblasti,
kde pouitie vody ako rozpu? adla £asto zlyhava pre jej zvy2enu absorbanciu
prave v tejto oblasti.

Proton-deutériova vymena vodika v DNA bola pomocou vibragnej spektro-
skopie (IR) skimana u® v 60. rokoch minulého storofia (Bradbury a kol., 1961).
VWmenite©né vodiky tu mé°u by” rozdelené do troch kategorii. %eahko vymenite©né
pozicie st vodiky OH a NH skupin, ktoré sa neu£astnia vodikovymi vazbami na
parovani baz a ich vymena je okamCita. O nie£o pomalia je vymena vodikov,
ktoré sa na vodikovych vazbach podie©aju. Napokon vodiky naviazané na uhlik
C8 purinovych nukleobaz sa vymie-aju neochotne a vy®aduju vy?3iu teplotu (Sch-
rader, 1995).

Ramanove spektra nukleovych kyselin a ich zlo®iek poskytuju dobre de no-
vané spektralne markery citlivé na nukleotidové konformécie, tvorbu vodikovych
vazieb, stohovanie, £i koordinaciu kovov (Benevides a kol., 2005). H-D vymena
potom md©e by pouCitd ako dynamicky indikator konformacie nukleovej kyseliny,
pripadne mé°e by pomocou Ramanovej spektroskopie urfeny retardagny faktor,
t.j. pomer rychlosti H-D vymeny pre polyméry a monoméry, ktory sa zasadne li2i
v zavislosti na A, B £i Z geometrii (Benevides a Thomas, 1985). V rdmci 2tudia
vplyvu deuteracie na 2truktlru G-kvadruplexov vyulivame Ramanovu spektro-
skopiu na identi kaciu 2truktarne a konformagne citlivych spektralnych marke-
rov spojenych s protén-deutériovou vymenou a naslednu charakterizaciu zmien v
2truktare a stabilite G-kvadruplexov vplyvom deuteracie.
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1.3 Zaklady teorie supramolekulovej polymeri-
zacie

Pri popise samoskladby nukleotidov a 2pecialne samoasociaEného spravania
mononukleotidovych jednotiek GMP mda°eme aplikova™ principy z tedérie supra-
molekulovej polymerizacie, ktora sa zluEovaniu zékladnych stavebnych prvkov
do vy2ich, nekovalentne viazanych celkov venuje. Prinosom tohto pristupu je
okrem iného teoretické vychodisko umo®-ujuce stanovenie teploty topenia sku-
manych aglomeratov, ktora je pre charakterizaciu termalnej stability asociatov
GMP k©u£ova. Nasleduje preto stru£ny Gvod k veliEinAm pou®ivanym pri popise
polymerizécie, po ktorom sa venujeme h©adaniu vhodného modelu k popisu pred-
pokladaného asociaEného mechanizmu G-kvadruplexov. Ten vzh©adom na prvotnu
asociaciu do G-tetrad a ich naslednu asociaciu do G-kvadruplexov odpoveda tzv.

hierarchickej samoskladbe. ychadzame prevatne z £lanku (Martin, 1996) a knihy
(Ciferri, 2005).

Ve©kos” vatzich aglomeratov je pri pou®iti nekone£nych asociaEnych modelov
popisovana zavedenim parametra, ktory charakterizuje stredny trend rozdelenia
ve©kosti (hmotnosti) polyméru. VWyuCivany je k tomu tzv. stupe- polymerizacie
(DP, degree of polymerization), ktory udava po£et unimérnych jednotiek v oligo-
mére, polymére, £i makromolekule.

V pripade homopolymérneho usporiadania (jeden typ uniméru), md°e by’
zavedeny stredny stupe- polymerizaci®P , ktory odpoveda strednej molekulovej
hmotnosti polyméru vztiahnutej na hmotnos” unimérnej jednotky.

Rozdelenie molarnych hmotnosti, a teda ani stupe— polymerizacie nebyva uni-
formny, preto je mo°né pri pouCiti réznych metdd valenia ziska” pre rovnaku
vzorku rézne hodnoty stredného stup-a polymerizacie (£i strednej hmotnosti)
agregatu. Medzi najtastej2ie pou®ivané patria:

1. fiselny stredny stupe- polymerizaci®P,,

DP, = Mn_ % (1.16)

M: o

kde ¢, je celkova koncentracia v2etkych foriem pri danom stupni asociacie a
Co je celkova vychodzia koncentracia unimérov. Jednotlivé stupne polyme-
rizacie st vaené molarnymi zlomkami odpovedajucimi jednotlivym ve©kos-
tiam oligomérov. Ide o aritmeticky priemer jednotlivych stup-ov polymeri-
zacie a udava, aky je pof£et unimeérnych jednotiek v polymére.

2. Hmotnostny stredny stupe- polymerizaci®P,,

P
My,  .n%c
M, Co
V tomto pripade st vahami hmotnostné zlomky odpovedajuce hmotnostiam

jednotlivych polymérov. Vysledkom je £islo odpovedajluce d°ke polyméru s
priemernou hmotnos ou.

DP,, = (1.17)




3. Z-stredny (centrifugovy stredny) stupe- polymerizaci®P,

__p
M n3
_ z _ _nNG

DP,= %=
2 M, . n2¢c,

(1.18)

V tomto pripade su jednotlivé stupne polymerizacie va®ené tzv. intenzitne
pomocou vyZieho momentu, ktory kvadraticky zavisi na ve©kosti (£i hmot-
nosti) polyméru. Vedy plati DP,, < DP,, < DP,.

.al?i parameter, ktory popisuje polyméry, je index polydisperzivity PDI,
ktory je de novany ako
DP,,

DP,
Vyjadruje 2irku rozdelenia ve©kosti polymeéru.

PDI =

(1.19)

1.3.1 AsociaEné modely

Ak je stupe- asociacie (polymerizacie) ukonf£eny pri urfitej ve©kosti asociétu,
rozlizujeme tzv. ukonf£ené asociaEné modely. V pripade, °e mG°e asociacia prebie-
ha” neobmedzene su zavadzané nekone£né modely.

Najjednoduchzim prikladom ukonfeného asociatEného modelu je tvorba di-
méru.

Dimér
Wtvéaranie diméru z dvoch monomérov mo°no popisa” pomocou rovnice
K
A+ A <5 Ay (1.20)
ktora je charakterizovana rovnova®nou asociaEnou konztantok ,,

_ A _ .
Ky,= ﬁ = gl (1.22)

Koncentracia diméru mé°e by” vyjadrena ako
C = Kook (1.22)

Celkova koncentracia v2etkym foriem pri danom stupni asociacie je znafena ako

X
L= =G+ C=c+ K (1.23)

n

a celkova vychodzia koncentracia unimérov je

X
= NG =C+2C = C +2Kyc; (1.24)

n

kde c,, zna£i koncentraciu n-méru.

Aktualna koncentracia unimérov v zavislosti na hodnote asociaEnej kon2tanty
K, a celkovej vychodzej koncentracii unimérog, mé°e by” pomocou 1.24 vyjad-
rena ako
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1+p1+8KZCo
C=

1.25
4K , ( )
a koncentracia dimérov ako
P
4K +1 1+8K
o, = 2% 2%. (1.26)
8K >

»alZou doleCitou charakteristikou je teplota topenia T,,, ktora je de novana
ako teplota, pri ktorej je koncentracia unimérov rovna polovici celkovej pofiato£-
nej koncentracie, t.j.c; = ¢,=2. Dosadenim do rovnice 1.25 vyplyva, °e pri teplote
topenia plati pre rovnova®nu kon2tantu K ,(Ty,) = 1=6.

Samotna teplota topenia potom md®°e by” urfena zo vz'ahu medzi zmenou
Gibbsovej energie G a rovnova®nou kon2tantou reakcieK , teda

G= H T S= RTInK; (1.27)

kde H je zmena entalpie, S je zmena entropie,R univerzalna plynova kon-
2tanta a T je termodynamicka teplota. Potom

H
Th=s ———— 1.28
m S+ RlIng (1.28)
Z h©adiska stredného stup-a polymerizacie mé°e by” dimér charakterizovany po-
mocou: , 4
DP, = 1+ % DP,(Ty) = 3
C 3
DP, =2 El DPw(Tm) = 5
4 3o s (1.29)
1g 1 ¢ 2 9
PDI =1+ Z—= PDI(Tm) = =
26 2 o (Tm) = 3

kde na pravo je vody vy£islenie danych velifin pri teplote topenia, t.j. pri kon-
centracii unimérov rovnej polovici po£iato£nej koncentracie.

Nekone£né samoasociaEné modely

Proces nekone£nej samoasociacie mé°e by” popisany ako

A+ A L2,
Ar+ A L A (1.30)
A+ A SL A
kde prisluzné rovnova®ne konztantyK; su
[Ai] [Ai] G
K. = = _ = ! 1.31
A DAl (K2mK)IAT (KK 1) (1.31)
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Koncentracia i-méruc, mo°e by  vyjadrena ako
G = KoKid: (1.32)

Celkova koncentracia v2etkych foriem pri danom stupni asociacie bude

X
G= G=0C+ g+ n=cg(l+ Ky + KK+ i) (1.33)

n

a celkova vychodzia koncentracia unimérov bude

X
= G =C+20+ = cg(l+2Kyc +3K3KG+ 1) (1.34)

n

V2eobecné rie2enie uvedenych rovnic pre koncentracie nie je mo°né, je preto
potrebné zavadza“ 2peci cké zjednodu2enia, ktoré potom vedu na konkrétne mo-
dely. Prikladom uvedieme

Isodesmicky model

Isodesmicky model s nukleaEnym krokom

Isodesmicky model

Isodesmicky asociativny model je tie® znadmy ako otvoreny asociaEny model,
alebo equal K (EK) model. Je zalo®eny na predpoklade, °e v2etky rovnovane
asociaEné kon2tanty maju rovnakd hodnotu, t.j.

K=K;=Kjz=::=K; (1.35)
Tento predpoklad neberie do ivahy mo°né kooperativne spravanie, ovplyvne-
nie asociaEného procesu ve©kos ou agregatu a podobne. Umo°-uje ale jednoduchy

vypo£et koncentracii jednotlivych n-mérov.
Koncentracia i-mérucg je

(Key)!
K
Celkova koncentracia v2etkych foriem pri danom stupni asociacie bude

: (1.36)

C = X Ch=g(l+ Key+ K3+ 1) (1.37)

n

a celkova vychodzia koncentracia unimérov bude
X
= Nc, = c(l+2Key+3K32Z+ 10): (1.38)

n

Je vyhodné prejs” k bezrozmernym velifindm, a to

L = Kcg a X = Kcg (2.39)
Dosadenim do 1.38 potom dostaneme

L= x(1+2x +3x2+ 1) = (1XX)2 (1.40)
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kde x < 1 plati v°dy, teda suf£et nekone£nej rady je opravneny.
Rie2enie rovnice 1.40 je

_ 2L +1 p1+4L
- 2L

Molarny zlomok unimérov tie® mé°eme vyjadri” pomocou velifix aL:

X (1.41)

= 2 == (1.42)
a pre vypofetny vz'ah teda plati
P
2L +1 1+4L
= K =1 x)?=(@1 L)% (1.43)

2

Pri teplote topenirg Tm, kedy ¢; = 2, ma rovnovana kon2tanta pod©a 1.40
hodnotu K (T,) = % a pre samotnu teplotu topenia potom plati

H H
= p=! 1.44
S RInK S R|n2002 ( )

Stredné stupne polymerizacie a index polydisperzivity je nakoniec mo°né s
pomocou substitlcii vy?2ie vyjadri” ako

x

DP, = &
i+X

DP, = &

x

(1.45)
DP, = 1t4x* x2

1 x2

PDI = 1+x

Isodesmicky model s nukleaEnym krokom

Isodesmicky asociativny model s nukleaEnym krokom je podobny predcha-
dzajucemu modelu, rozdiel je v2ak v charakterizacii prvého kroku asociacie (t.].
tvorba diméru). Ten je popisovany inou asociaEnou kon2tantou ne® ostatné kroky,
teda

K = &z Kz= 1= Kj: (1.46)

Opé&” ide o model zalo®eny na zna£nych zjednodu2eniach, oproti predchadza-
jucemu modelu ale zoh©ad-uje odlizny charakter tvorby diméru. Ak> 1, tvorba
diméru je jednoduchzia ne® tvorba va£zich agregatov, £0 mé°e by” spésobené na-
priklad stérickymi obmedzeniami £i elektrostatickou repulziou. Ak < 1, tvorba
diméru je narofnej?ia, £0 odpoveda napriklad strate orientaEnej vo©nosti a teda
aj entropie. Ak 1, je prvym krokom tzv. nukleé&cia.

Koncentracia i-méruc, bude

C2:K2C§: KC%

_ (2.47)
G =K ! (Kc)' pre i>2
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Celkova koncentracia v2etkych foriem pri danom stupni asociacie bude

X 2
Kcp=  Kcp=Key(l+ Kei+ K2+ )=

n

x (1.48)
=X X+ (x+2x*+3x*+ )= x(1 )+ T
a celkova vychodzia koncentracia unimérov bude
Kco=L = X Kcn= Kecp+ 2K2Z+ 3K3G+ =
" y (1.49)
=X X+ (x+2x2+3x3+:1)=x(1 )+ a0z

Tato rovnicu u® nie je mo°né rie3d” analyticky a korene su urEované numericky v
ramci procedury tovania.

Pri teplote topenia 'lp'm, kedy ¢; = ¢/2 (Ei x=L/2), ma rovnova®na konztanta

hodnotu K (Tp,) = 2(1771 Pre teplotu topenia potom plati
[ H
T, = = P (1.50)
S RInK s rip2t_=)

Co

Stredné stupne polymerizacie su potom

_ @ ) X%+
DP, = @ )@ x)*+ (1 x)

=}

— (1 ) x)%+ (1+x)
DPy, = T )@ x)3+ 1 x) (1-51)

— 1 A x)*+ (1+4x+x3)
DPz = @ T x%*+ @ x9)

a pre index polydisperzivity plati

oo = (@ D@ 0%+ @L+x)@ )AL X+ )
@ Ha x)2+ )2
Ak dosadime za = 1, v2etky uvedené vz 'ahy sa zjednoduzia a prejdu na
rovnice jednoduchého isodesmického modelu.

(1.52)
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2. Ciele prace

Hlavnym cie©om tejto bakalarskej prace je charakterizacia vplyvu proton-
deutériovej vymeny na G-tetrddy a ich samoasociaty, G-kvadruplexy, vyu°itim
Ramanovej spektroskopie. 'tudované budu spektralne zmeny vybranych vzoriek
GMP v réznych fazach (roztok, vyschnuty depozit a amorfny lyo lizat) a skimany
bude aj vplyv zmeny stabilizaEného i6nu a cukornatej zlo°ky GMP na 2truktaru
a samoskladbu v prostredi “akej vody. V rdmci 2tadia stability G-kvadruplexov
sa pokusime ur£i” teplotu topenia deuterovanych aglomeratov GMP.

Uvedené ciele su systematicky zhrnuté v nasledujucich bodoch:

1. Re2erz dostupnych zdrojov pokryvajucich 2tadium tvorby a 2truktlry mono-
nukleotidovych G-kvadruplexov so zameranim na vplyv izotopickej zameny.
'tudium zakladnych asociaEnych modelov umo®-ujucich popis samoskladby
nukleotidov.

2. Zoznamenie sa s metédami vibraEnej spektroskopie - s dérazom na Rama-
novu spektroskopiu a mikrospektroskopiu, vratane ich teoretickych princi-
pov a in?trumentalizacie. Osvojenie si metod multivariantného 2tatistického
spracovania suborov experimentalnych dat.

3. Ziskanie experimentalnych spektier vybranych vzoriek roztokov G - kvad-
ruplexov v prostredi “a®kej vody pri réznych fyzikalno-chemickych podmien-
kach.

4. WuClitie Ramanovej mikroskopie k ziskaniu experimentalnych spektier G-
kvadruplexov vo forme vyschnutych kvapiek a lyo lizatov.

5. Charakterizacia zmien v 2truktire G-kvadruplexov v roznej faze vyvolana
deuteraciou pomocou kombinacie 2tatistického a empirického priradenia
vibraEnych péasov. Identi kovanie 2truktirne a konformagne citlivych spek-
tralnych markerov spojenych s protdn-deutériovou vymenou.

6. Popis samoskladby GMP pomocou vybranych asociaEnych modelov a ich
vyu®itie k urEeniu teploty topenia mononukleotidovych G-kvadruplexov v
prostredi “a®kej vody v zavislosti na zvolenom stabilizaEnom katiéne a pri-
tomnej cukornatej zloke.
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3. Metddy

3.1 Priprava vzoriek

Pri priprave vzoriek boli poucité komerEne dostupné soli mononukleotidov
5'-rGMP, resp. 5-dGMP vo forme bieleho kry2talického prazku:

Guanozin-5-monofosfat disodny (Na-5'-rGMP) s £istotou 99% (G8377-
5G) od vyrobcu Sigma-Aldritch (Merck)

2'-Deoxyguanozin-5'-monofosfat disodny (Na5'-dGMP) (ND02996) od vy-
robcu Carbosynth (Biosynth)

Ako hlavné rozpu? adlo bol pouCity Deutériumoxid (D>O) 99,8 Atom-% D od
vyrobcu Witega. Ak nie je uvedeneé inak, v2etky calej uvedené roztoky su v “a°kej
vode.

Priprava roztokov pre meranie teplotnych zavislosti

Pre merania teplotnych zavislosti boli sodné vzorky rozpustené v “a°kej vode
(D,0) s vyslednou koncentraciou 100 mM. Vzorky boli nasledne zlyo lizované,
teda dehydratované pri vakuu a nizkej teplote. Lyo lizaty boli op&” rozpustené
v D,0O, tentokrat s vyslednou koncentraciou 600 (5-rGMP) a° 1000 mM
(5'-dGMP).

Poulivané boli aj didraselné soli 5'-rGMP a 5-dGMP nekomer£ného pévodu.
K,-5'-rGMP bol pripraveny na Fyzikalnom Ustave UK ’. Jilkom v £ase pred
rie2zenim bakalarskej prace. 5'-rGMP vo forme vo©nej kyseliny bol rozpusteny v
H,O na 20 mM a nasledne bol titrovany hydroxidom draselnym (KOH) na pH
= 8,4. Vzorka bola nakoniec lyo lizovana v HO (Jilek, 2021). Dany lyo lizat sme
rozpustili na 100 mM v D,O a opatovne lyo lizovali, aby mohla nasta” proton-
deutériova vymena. Pred meranim bola u® v BO lyo lizované vzorka rozpustena
v D,0 na vyslednu koncentraciu 600 mM.

V pripade pripravy K,-5'-dGMP nie je na trhu k dispozicii vo©na kyselina 5'-
dGMP a musel by zvoleny alternativny sposob pripravy, pri ktorom bola vyu®ita
vyZia a nita draslika ku GMP. 860 mM roztok lyo lizovaného Na,-5'-dGMP
bol zriedeny na polovicu a bol k nemu pridany ekvimolarny BD roztok KCI, s
vyslednou koncentraciou 430 mM K-5'-dGMP.

Pracovali sme s roztokmi 5'-rGMP a 5-dGMP s nabojom 2-, priEom pH sa
pohybovalo okolo hodnoty 8,5. Tato hodnota je dostato£ne vzdialenid od dvoch
najbli®?ich pK 5o konztant (pK a3 = 6,27 a pKas = 10,6) (Jilek, 2021).

Komer£né pra%kove vzorky aj lyo lizované vzorky vykazovali znaEne neho-
mogénnu hydrataciu. Z tohto dévodu sa nebolo mo°né spo©ahnd” na navaku a
bolo nutné kontrolova” koncentraciu pripravenych vzoriek pomocou UV absorp£-
ného merania. Popis aparatury, postup merania absorbancie a vysledné hodnoty
koncentracie su uvedené v sekcii 3.2.
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Priprava roztokov s r6znym pomerom H 20 :D,0

Pre 2tadium efektu £iasto£nej proton-deutériovej vymeny boli pripravené 600
mM roztoky rozpustenim kry2?talického Na-5'-rGMP v r6znom pomere deionizo-
vanej vody (H,O) a “a°kej vody (D,0), konkrétne v pomere 1:1, 1:2 a 2:1.

Priprava vzoriek pre DCDR

Ramanova spektroskopia kvapkovo nan2anych povlakov (DCDR - Drop Co-
ating Raman spectroscopy) je 2pecialnou technikou Ramanovej mikroskopie, pri
ktorej je signal zbierany z povlaku, ktory vznikol vyschnutim kvapky roztoku so
vzorkou. Ako podklad je pouCity hydrofébny povrch, veaka ktorému pri odparo-
vani dochadza k prekoncentrovaniu, t.j. zvy2eniu koncentracie skiimanej vzorky.
Vysledkom odparovania su prstence - tzv. kdvové kru°ky, alebo obecné povlaky,
ktoré su pouCité pre zber dat. DCDR preto umao®-uje meranie Ramanovych spek-
tier roztokov s nizkou koncentraciou a malym objemom (Kui®ova a kol., 2021).

V ramci DCDR boli z pripravenych roztokov, t.j. guanozin-5'-monofosfatu vo
forme disodnej a didraselnej soli, 2'-deoxyguanozin-5-monofosfatu vo forme di-
sodnej a didraselnej soli rozpustenych vi® nanesené 2 | kvapky na pripravené
laboratérne sklifko. Rovnako tak bolo vykonané pre roztoky Néb'-rGMP v po-
mere deionizovanej vody (KO) a "a®kej vody (D,0) 1:1, 1:2 a 2:1. Kvapky boli
pofas schnutia uskladnené v desikatore, aby sa zamedzilo spéatnej deutérium-
proténovej vymene pri kontakte so vzdu2nou vihkos ou, £0 sme pozorovali v
roku 2023 v priebehu rie2enia 2tudentského fakultného grantu (SFG, vie. priloha
A.1.1).

Laboratdrne vybavenie

Pri priprave vzoriek bolo okrem 2tandardného laboratérneho prislu2enstva
vyuCité nasledujuce laboratérne vybavenie:

Digitalne analytické vahy Mettler Toledo AG245
ThermoMixer Confort od vyrobcu Eppendorf
Centrifiga GMPLab ™ Gilson™ Minicentrifuga
Vortex

Pipety Gilson™ PIPETMAN

Lyo lizator SCANVAC CoolSafe ™
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3.2 Absorp£Ené metody

3.2.1 UV - Vis Specord 250 absorp£ny spektrometer

UV - Vis Specord 250 je dvojluE£ovy absorp£ny spektrometer od spolo£nosti
Analytik Jena s teplotne stabilizovanym kyvetovym priestorom. Umo°-uje presné
merania v ultra alovo-vidite©nej oblasti 190 nm a° 1100 nm. K excitacii vyuCiva
halogénovu ®iarovku a deutériovi vybojku. Obsahuje CDD (Cooled Double De-
tection) chladeny detektor a monochromator s vysokym rozli2enim a nastavite©-
nou 2trbinou. Optické prvky pochadzaju od spolo£nosti Zeiss. Ovladanie apa-
ratary spravuje program WIinASPECT, ktory umo®-uje meranie absorbancie,
spektier a kalibraEnych kriviek.

Kontrola koncentracie vzoriek zmeranim UV absorbancie

Pred meranim absorbancie bolo potrebné vzorky zriedi” na taki koncentraciu,
aby hodnota absorbancie v maxime neprekrafEovala hodnotu 1. V pripade disodnej
a didraselnej soli 5'-rGMP sa ukazalo dosta£ujlice 90riedenie, prifom riedenie
v dvoch krokoch sa ukazalo ako vhodnej2ie ne® jednokrokova varianta, ktora bola
ve©mi citlivd na vznik chyb pre pipetovanie ve©mi malych objemov roztokov. V
pripade N&-5'-dGMP bolo potrebné 1200 riedenie.

Spektra boli merané v rozsahu 190 - 300 nm. Meranie absorbancie bolo vy-
konané vo£i referencii t.j. vo£i PO, ziskané bolo absorp£né spektrum skimanej
vzorky bez vplyvu rozpu?adla. Na obrazku 3.1 je uvedeny priklad zmeraného
absorp£ného spektra, pre 9@ zriedené K-5'-rGMP.

Obr. 3.1: Absorp£né spektrum K-5'-rGMP s vyznaEenymi hodnotami absorban-
cie pre urEovanie koncentracie danej vzorky pomocou tabelovanych hodn6t mo-
larnych extinkEnych koe cientov.
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V tabu©ke 3.1 su uvedené pdvodné koncentracie, s akymi boli vzorky pripravo-
vaneé (z lyo lizatov) a koncentrécie vyslednych roztokov pouCitych pri meraniach.
K,-5'-dGMP bolo pripravované zo vzorky s overenou koncentraciou, jej koncen-
tracia preto nebola kontrolovana pomocou UV absorpcie a uvedena nepresnos” v
tabu©ke 3.1 odpoveda neistote koncentracie pdvodnej vzorky.

Tabu©ka 3.1: Porovnanie vychodiskovych a vyslednych koncentracii roztokov z
lyo lizovanych vzoriek pod©a UV absorp£nej spektroskopie

Vzorka c (MM)  Crea’ (MM)  Crea” (MM)
Na,-5'-rGMP 600 521 2 520 10

K2-5'-rGMP 600 475 2 475 10
Na,-5'-dGMP 1000 862 2 860 15
K2-5'-dGMP 430 - 430 10

" Odhad chyby na zaklade rozdielu v pouCitych extinke-
nych koe cientoch
™ Odhad chyby aj so zapo£itanim chyby riedenia

Koncentracie boli ziskané z UV absorp£nych spektier vyu®itim Lambert - Be-
erovho (1.10) zakona a tabelovanych hodnét molarneho extinkEného koe cientu
pri vinovej d°ke = 260 nm kde "5 = 12,08 | mmol*! cm? pre 5-rGMP a
"s60 = 12,18 | mmol?! cm? pre 5'-dGMP (Cavaluzzi a Borer, 2004). V danej pub-
likacii su okrem molarnych extinkEnych koe cientov pri = 260 nm uvadzané
aj koe cienty pre max = 252 nm, "nax = 14,09 Immol* cm? pre 5'-rGMP a
" max =14,23 I mmol! cm? pre 5'-dGMP. Vypo£et koncentracie pomocou tychto
dvoch udajov vedie vedy k r6znej hodnote pre danu vzorku, odkia© odhadujeme
presnos” urEenia koncentracie. Vzh©adom na pracu s malymi objemami vzoriek
mohla pri riedeny vznika” dodato£na chyba, ktor4 by sa premietla do urfenia
koncentracie. Tato chybu odhadujeme na zéklade polovice najmenzieho dielika
pouCitych pipiet.
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3.3 Rozptylové metody

Pre merania Ramanovych spektier bol vyu®ity Ramanov spektrometer SPEX
skonztruovany na Oddeleni fyziky biomolekdl na Fyzikalnom Ustave UK a konfo-
kalny Ramanov mikroskop Alpha300 RSA (WITec).

3.3.1 Ramanov spektrometer SPEX

Makroskopické merania kvapalnych vzoriek prebiehali na Ramanovom spek-
trometri SPEX. Zalo®eny je na spektrografe SPEX 270M od spolo£nosti Jobin-
Yvon s ohniskovou vzdialenos’ou 270 mm a priemerom kolimaEného zrkadla
50 mm. Ako excita£ny zdroj bol pou®ity Nd:YAG laser s vinovou d°kou 532 nm,
konkrétne 2. harmonickéa frekvencia jeho zakladnej vinovej d°ky 1064 nm. Spek-
trometer vyu®iva pravouhli geometriu, kde dopadajuci IUE prechadza le2tenym
dnom kyvety a rozptylené Ciarenie je nasledne zbierané pod®0hlom. Precho-
dom cez hranovy (edge) lter je od Itrovany Rayleigho rozptyl, ®iarenie je calej
objektivom fokusované a prechadza do spektrografu, kde dochadza k jeho difrakcii
na zvolenej mrie®ke. Pouit4 bola mrieka s oznaEenim G1 s 1200 vrypmi/mm.
Difraktované Ciarenie je detekované CCD detektorom s piezoelektrickym chla-
denim. Teplotne stabilizovany kyvetovy priestor, t.j. medeny blok temperovany
vodnou laz-ou Neslab od spolo£nosti Thermo Scienti ¢, umo®-uje meranie tep-
lotnych z&vislosti. Dostupné softvérové vybavenie spektrometra okrem automa-
tickych merani umo®-uje aj jednoduché meranie kalibraEnych spektier.

Meranie teplotnej zavislosti spektier

Merané boli teplotné zavislosti spektier 5'-rGMP vo forme disodnej a didra-
selnej soli a 5'-dGMP vo forme disodnej a didraselnej soli rozpustenych yv@.

Pri meraniach boli pou®ité kremenné 1,00 mm Quartz kyvety s objemom 350,
objem meranych vzoriek sa pohyboval v rozmedzi 200-300 Cie©om bolo zmera-
nie spektier v 2irokom rozsahu tepl6t po£inajuc najni®2imi teplotami (vzorky boli
najskor schladené z izbovej teploty na 2C), postupny ohrev nad odhadovanu
teplotu topenia prislu2nej vzorky a opatovné ochladzovanie na vychodziu teplotu
2 °C. Vzh©adom na odliznu reakciu meranych roztokov na ohrev/ochladzovanie
nebolo potrebné, resp. mo°né merania uskuto£ni” v rovhakom teplothom rozsahu
pre v2etky vzorky. V okoli odhadovanej teploty topenia bol zvoleny jemnej?i krok
v zmene teploty. Po zvy2eni, resp. zni®eni teploty teplotnej lazne, v ktorej bola
kyveta umiestnena, bol vyhradeny £as aspo- 4 minuty (po dosiahnuti °elanej tep-
loty na termostate) na ustalenie teploty v kyvetovom priestore, po jeho uplynuti
bolo meranie spustené. V rozsahu 2-8& bolo merané aj spektrum rozpu? adla,
t.j. £istej D,0.

Spektra boli merané v 2irokom rozsahu vino£tov, 200-2300 dmVykon lasera
bol pri v2etkych meraniach 0,7 W, mrie®°ka s 1200 vrypmi/mm bola nastavena
na polohu 31550. Expozi£na doba bola zvolena tak, aby bola optimalne vyuita
intenzitna kapacita CCD detektora a pofet akumulacii signalu, ktory bol prie-
merovany do vysledného spektra, bol nastaveny tak, aby bolo ziskané kvalitné
spektrum s potlaEenym 2umom. Celkovy £as merania jedného spektra sa pohy-
boval rozmedzi 4-5 minut. S jednotlivymi vzorkami po£as celého trvania merania
teplotnej zavislosti nebolo manipulované.
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Meranie Na-5'-rGMP prebiehalo zahrievanim v rozsahu 2 a°® 76C a nasle-
dovnym ochladzovanim zo 70 na 2C. Podobne tomu bolo pri Na-5-dGMP,
ktoré bolo z 2°C zahriate na 40°C a opatovne ochladené na 2C.

K,-5-rGMP bolo merané od 2°C k teplote 70 °C. Pri ochladzovani vzorka
zafala vykazova  spravanie, ktoré znemao®nilo ziskanie ©al?ich spektier, objem
vzorky v kyvete sa vyzralal do podoby tuhych bielych vlakien, vzorka zafala
rozpty©ova  a navy2e bolo pozorované zna£né zni®enie signalu.

Vzorku K,-5'-dGMP bolo v ramci jej pripravy potrebné zahria” na vy#iu tep-
lotu, ker®e pri izbovej teplote preukazovala tendenciu prechodu do formy tuhého
bieleho sedimentu. Meranie bolo preto uskuto£nené zahriatim na 80 (vaaka
£omu vzorka pre2la spa” do kvapalného skupenstva) a nasledovnym ochladzo-
vanim na 8 °C, pod ktorymi sa vzorka opad” zafala zra®a’, £0 ©al’Zie meranie
znemo®-ovalo.

Meranie roztokov s r6znym stup—-om proton-deutériovej vymeny

Roztoky Nay-5'-rGMP s troma réznymi pomermi D,O a H,O boli merané pri
teplote 5, 20 a 50°C, vykon lasera bol 0,7 W a kombinacia expoziEnej doby a
po£tu akumulacii odpovedala dobe merania jedného spektra 5 minut.

3.3.2 Ramanov mikroskop Alpha300 RSA (WITec)

Ramanova mikroskopia kombinuje informaciu ziskani z Ramanovho spektro-
metra s informaciou o pozicii na vzorke, ktorl poskytuje opticka mikroskopia. V
konfokalnom usporiadani mikroskop obsahuje bodovu clonu, ktora lItruje svetlo
mimo ohniskovu rovinu a detekovany signél pochadza len z vybranej h"bky vzorky
(Smith a Dent, 2004). Ve©kou vyhodou je mo°nos” h"bkového pro lovania vzoriek
alebo spektralneho mapovania - zmeranie spektra z ka°dého pixela vo vybranej
oblasti poskytuje spektralnu mapu a na zaklade jej analyzy mé©°e by urfovana
priestorova variacia v intenzite vybranych vibracii, £0 poskytuje detailnd infor-
maciu o chemickom zlo®eni danej oblasti vzorky.

Na mikroskopické merania pevnych vzoriek a kvapkovo nana2anych poviakov
bol pouCity konfokalny Ramanov mikroskop Alpha300 RSA od spolo£nosti WI-
Tec. V ramci svojej kon2trukcie je kombinovany s mikroskopiou atomarnych sil
(AFM) a optickou skenovacou mikroskopiou v blizkom poli (SNOM). Umao°-uje
ziskanie Ramanovho spektra z ka°dého pixela obrazu. WuCiva k tomu zabudo-
vany UHTS (Ultra-High Throughput Spectrometer) spektrometer s ohniskovou
vzdialenos ou 30 cm a mrie°kou s 600 vrypmi/mm. Pri meraniach bol ako exci-
taEny zdroj pou®ity laser s vinovou d™°kou 532 nm a v priebehu merani spektier
bol mikroskop v re®ime spatného osvetlenia. Vzorky su polohované manuélne po-
mocou pridru®eného softvérového vybavenia WITec Suite SIX, konkrétne jeho
programu Control SIX. Prvotni Upravu a analyzu spektier a spektralnych map,
vratane procedury odstranenia kozmickych lu£ov (Cosmic Rays Removal, CRR)
alebo klastrovej analyzy, mo°no vykona“ v programe Project SIX. V danom uspo-
riadani mo°no vytvori” aj fotogra e skimanych oblasti, a to bua v re®ime spat-
ného osvetlenia alebo v re®ime bright- eld.
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Meranie spektier pevnych vzoriek a DCDR

Na Ramanovom mikroskope boli merané @ lyo lizaty Na ,-5'-rGMP, Na,-5'-
dGMP, K,-5-rGMP, ale aj K,-5-rGMP lyo lizovany v H ,0. K,-5-dGMP vzh©a-
dom na spdsob pripravy nebol k dispozicii vo forme lyo lizatu. ,alej bol Ramanov
mikroskop vyulity aj pre DCDR meranie vyschnutych kvapiek. Pred jednotli-
vymi meraniami bolo na vzorkach vyh©adané vhodné miesto na ziskanie spektra.
Nasledne boli zmerané bodové spektra z viacerych oblasti na kvapke/lyo lizate,
pripadne boli vyhotovené spektralne mapy.

Pri meraniach bol pou®ity objektiv Carl Zeiss 5@/0.55 LD. Vykon lasera bol
v rozmedzi 30 a® 35 mW.

Umiestnenie mrie°ky ma vplyv na kvalitu merania vo vybranej spektralnej
oblasti. V sulade so zisteniami v praci Vald2kova (2022) bol teda stred mrie°ky
nastaveny na polohu 1950, veaka £omu predideme deformaciam v nizkofrekven£-
nej oblasti vplyvom edge Itra. Odpovedajuci rozsah meranej oblasti je potom
pribli°ne -160 a° 3610 cnt.

V ramci merania bodovych spektier bol zvoleny po£fet akvizicii 120 s integ-
raEnou dobou 1 s.

Rozmery skenovanej oblasti pri merani spektralnych map sa v zavislosti na
vzorke pohybovali v rozmedzi 1020 m a® 30030 m. Pofet skenov udavalo
nastavenie parametrov points per line a lines per image, najEastej2ie boli
volené hodnoty 1815 a 2@40. V zavislosti na ve©kosti skenovanej oblasti bolo
teda dosahované rozlizenie 0,25 a® 4 skenyh? a typicka mapa obsahovala 225
a°® 800 spektier. IntegraEné doba pre spektradlne mapy bola 0,5 s.
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3.4 Spracovanie dat

3.4.1 Spracovanie spektier

Spektra namerané na Ramanovom spektrometri SPEX boli skalibrované po-
mocou lokalneho Python programu TolKalSpec APLHA v4 vyuCitim kalibraEnych
spektier toluénu vyhotovenych pred jednotlivymi meraniami. Okrem Kkalibracie
tento program vykonava aj interpolaciu nameranych spektier na ekvidi2tantnu
vino£tovu 2kalu.

Na spracovanie spektier bol vyu®ity MATLAB, verzia R2011a a programovy
balik vyvinuty J. Palackym (Palacky, 2013). Konkrétne bol vyu®ivany program s
nadzvom Background , v ktorom bola vykonana baseline korekcia, intenzitna nor-
malizacia a korekcia na pozadie a rozpu? adlo. Tento program vyuCiva singularny
rozklad (via. sekcia 3.4.2) ako multivariantnu 2tatistickll metédu spracovania su-
borov spektier. V rdmci spravneho od€£itania pozadia rozpu? adla (pre va£2zinu
vzoriek D,O) boli spektra najskor normalizované na intenzitu pasu O-D vibra-
cii (2400-2500 cm). Pri od£itani rozpG2 adla v spektrach teplotnych zavislosti
boli vedy poucité spektra £istej D,O pri rovnakej teplote. V spektrach bola calej
vykonana korekcia pozadia (spliny), s cie©om odstrani” rezidualnu uorescenciu
alebo 2irokopasmovy (Mieho) rozptyl. Spektra boli nakoniec normované na prvu
faktorovl komponentu, t.j. priemerné spektrum.

Bodové spektra a spektralne mapy ziskané z Ramanovho mikroskopu Alpha
300 RSA boli prvotne spracované v pridru®enom programe Project SIX. Boli od-
stranené signaly odpovedajuce detekcii kozmického Ciarenia (tzv. spikes) pomocou
procedury CRR (Cosmic rays removal) a v pripade spektralnych map bola pou®ita
funkcia True Component Analysis , ktord 2tatisticky rozklada namerané spek-
trd na zvoleny pofet komponentov. Funkcia Average spectra potom umao®nila
vytvorenie priemerného spektra z vymedzenej oblasti skenu. ,al?ie spracovanie
spektier, zah —ajlce normalizaciu a korekciu pozadia, bolo vykonané rovnako ako
v pripade kvapalnych vzoriek.

Grafy zobrazujuce vysledky spracovania boli vytvorené bua v programe Ori-
ginPro 2020b verzia (OriginLab Corporation), alebo v programe SigmaPlot, ktory
bol vyu®ivany aj pri tovani faktorovych komponentov spektier z teplotnych za-
vislosti (via. sekcia 3.4.3).

3.4.2 Faktorova analyza a singularny rozklad

Faktorova analyza je multivariantna metdda redukcie matic dat na ich naj-
ni°2iu dimenziu prostrednictvom ortogonalneho faktorového priestoru a trans-
formacii. Vysledkom mo°u by” predikcie a urfEenie rozpoznate©nych faktorov v
experimentalnych datach (Malinowski, 2002). V ramci faktorovej analyzy je déle-
%itou matematickou metédou singularny rozklad (Singular value decomposition,
SVD), ktorého ulohou je rozklad matice dat na jej vlastné £isla. Umao®°-uje reduk-
ciu suborov dat bez vyznamnej straty informéacie (napriklad vyradenim 2umu) a
identi kaciu nezavislych komponentov v datach.

V kontexte spektralnych sérii, akymi su napriklad teplotné zavislostij-te
spektrum reprezentujemey;(~), kde ~ znaf£i zavislos” na vinovom £isle. Cela
spektralna séria je potom reprezentovana maticod, so st'pcami odpovedaju-
cimi jednotlivym spektram a riadkami, ktoré su funkciou vino£tu. Pre singularny
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rozklad takejto matice plati

Y(~)=V W S(); (3.1)

kde S( ) je matica tzv. subspektier,V je unitarna matica, ktora priracuje jednot-
livym subspektram koe cienty, s ktorymi sa kombinuju do pévodnych spektier a
W je diagonalna matica tzv. singularnych hodnét, ktoré maja vyznam 2tatistic-
kych vah. V zlo°kadch mé°eme pre singularny rozklad pisa’

X
Yi(=) = WV S (~); (3.2)
j=1
kde S; (~) su jednotlive subspektraw; su ich 2tatistické vahy aVjj st normali-
zované koe cienty. ~ predstavuju bodyi-teho spektra.
Normalizované koe cienty Vj a subspektraS;(~x) musia sp™-a’ relacie orto-
normality, tak®e

X X
Si(~)Sm(~)=0 pre j & m; Si(~)S (=) =1; (3.3)
k=1 k=1
x , 0
ViiVim =0 pre j 6 m; ViV =1t (3.4)
i=1 i=1

Vyhoda faktorovej analyzy spo£iva v mo°nosti redukcie celého subamspek-
tier tak, °e obmedzenim sa na menzi po£et spektidt , kde M < n , sa singularny
rozklad 3.2 bude lizgi” maximalne o experimentalnu chybu (vy22ie, 2tatisticky me-
nej vyznamné spektra odpovedaju 2umu). Ziskand je dobré aproximéacia pévodne;j
spektralnej série s ni®?im po£tom nezavislych spektier v sérii, t.j. ni°®2ou faktoro-
vou dimenziouM . Prvé, 2tatisticky najvyznamnej2ie subspektrum, predstavuje
priemerné spektrum v sérii, oalfie subspektra reprezentuju spektralne zmeny.

Odhad faktorovej dimenzie vykondvame na zaklade priebehu rezidualnej chyby

R V zavislosti na pofte zapo£itanych subspektier. Rezidualna chyba je de -

novana ako v
u n W2
_ j=M+1 Yy |

R™ K M)’

Zapo£itanie ralfieho subspektra nad vhodnyrivl u° neprind2a nové informécie
a priebeh rezidualnej chyby r je vtedy linearny. Medzi =al?ie indikatory hod-
noty faktorovej dimenzie patri aj 2um v jednotlivych subspektrach alebo pokles
2tatistickych vah.

Pévodné spektra v sérii mo°no zrekon2truova” pomocou sU£tu tzv. spektier
£istych foriemZ,(~¢) vynasobenych ich vahami i, . Spektra £istych foriem su li-
nearnou kombinaciou subspektie§; (~) kde prislu2ne koe cienty linearnej kom-
binacie C,; ziskame zo sUstavy rovnic

(3.5)

inCnj = Vijw: (3.6)
j=1

Pre spektra £istych foriem teda potom plati

W
Zn(=x)=  CyS(~) (3.7)
j=1
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a povodnu spektralnu sériu ziskame ako

by
Yi(~«) = inZn(~K): (3.8)
n=1
Komplexny popis metdd faktorovej analyzy je uvedeny napriklad v knihe (Ma-
linowski, 2002). Podrobné z&klady fungovania pou®itych programov na baseline
korekciu, intenzitnd normalizaciu spektier alebo odpo£et pozadia vyu®itim SVD
mo°no najs” v £lanku (Palacky a kol., 2011) alebo v praci (Palacky, 2013).

3.4.3 Spracovanie teplotnych zavislosti

Faktorova dimenzia spracovavanych teplotnych spektralnych zavislosti bola vo
v2etkych 2tudovanych pripadoch vyhodnotena ako 2tyri. Preto boli uva®ované len
dve hlavné spektralne rozlizite©né formy, priEom ka°da vykazuje linearnu spek-
tralnu odozvu na teplote.

V takom pripade je celkova koncentracia, dana ako

Co = Cmon t Cagg: (3.9)

kde c.gg zastupuje koncentraciu latky vo vZetkych mo®°nych stup-och agregacie,
okrem trividlneho.

Fitovacia procedura

Fitovanie vysledkov SVD bude ma” nasledujuci tvar

q__ q__
(A0 + @11T)Cnon + (b0 + b11T)Cagg) = W1 = Vi(T) W,

q__ q__
((Aa20 + @21T)Cnon + (o + B1T)Cagg) = Wo = Vo(T) Ws

q__ q__ (3.10)
(g0 + @31 T)Cmon + (3o + 31 T)Cagg) = W3z = V3(T) Ws

q__ q__
((&40 + a41T)Cm0n + ( blO + tIll-r)cagg) = W, = V4(T) W,

V2etky Vi(T) su tované sufasne. K dispozicii je 16 linearnych parametrov a
koncentraciecnon @ Cagg, ktoré na asociafnej kon?tantek zavisia nelinearneK
je tie° teplotne zavisla a vyjadri” ju vieme ako

(  H T 9

K=e 7 (3.11)

kde R = 8,314 Jmol*K™1 je plynova kon2tanta. Hlavné tovacie parametre sl
teda Ha S.

Konkrétne vyjadrenie koncentrdcie monomeért,,,, zavisi na zvolenom aso-
ciaEnom modeli. Implementujeme glva z troch vy??ie spomenutych, a to model
diméru (pre ktory plati ¢, = —*1*8%<) a jednoduchy isodesmicky model
(x = &1 1ML kdeL = Kco ax = Kcmon SU zavedené substitdcie).

Z vysledkov tovacej proceddry sme potom pod®©a vz ahov pre prisluzny model
uvedenych v sekcii 1.3.1 schopni dopo£ita” teplotu topenia,, stredné stupne po-
lymerizacie, index polydisperizivity, ale aj koncentraci€mnon (T), Cagg(T) @ spektra

£istych foriem pri r6znych teplotach.
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4. Experimentalne vysledky

4.1 \Vplyv proton-deuteriovej vymeny na spek-
trd& Na »-5'-rGMP

V ramci charakterizacie vplyvu deuteracie na mononukleotidové G - kvad-
ruplexy (mG4) je potrebné vedie” interpretova” ich spektra z h©adiska vyznamu
jednotlivych spektralnych pasov, t.j. identi kova™ 2trukturalne a konforma£né
markery £i priradi” pasy konkrétnym vibraEnym prechodom. Detailnt inter-
pretaciu vibraEnych spektier umo®-uju simulacie spektier na zaklade kvantovo-
mechanickych principov, tie vZak v pripade deuterovanych GMP v sU£asnosti
k dispozicii nie sU. Preto sme sa rozhodli vykona” sériu merani spektier JN\gl-
rGMP v roztokoch s rdznym pomerom RO a H,O. Namerané spektra odpovedali
réznemu stup-u protdn-deutériovej vymeny a umao®nili nam tak rozpozna“, kam
sa dané pasy v dosledku deuteracie posuvaju. VibraEna analyza ¥CHbola vy-
konana na zaklade dostupnych 2tadii. Hlavnymi zdrojmi bolo Nishimura a kol.
(1986), Benevides a kol. (2005) a Schrenkova a kol. (2023).

Meranie roztokov disodnej soli 5-rGMP sme vykonali jednak v £istej f®
a H,O a v ich zmesiach v pomere 2:1, 1:1 a 1:2. Ka°dé meranie prebehlo pri
troch teplotach: 5 °C, kde pozorujeme zagregovanu formu, t.j. mG4, 2%, kde
sa pribli°ujeme teplote topenia a 50C, kde vzorka obsahuje len vo©né monoméry
5-rGMP?. Porovnanie spektier agregatov s roznym stup-om H-D vymeny je
znazornené na obrazku 4.1b, pre monoméry na obrazku 4.1a. Spektra v2etkych
vzoriek pri v2etkych meranych teplotach vratane detailného porovnania réznych
spektralnych oblasti su k nahliadnutiu v prilohe A.1.2.

V obrazkoch su vyzna£ené len najvyraznej?ie spektralne pasy. Polohy v2etkych
detekovanych pasov (pomocou druhej derivacie spektralnych pro lov) vratane ich
priradenia su uvedené v tabu©ke 4.1.

Za U£elom detailnejzieho popisu spektralnych zmien mé°eme spektra rozdeli’
na nieko©ko hlavnych oblasti:

Oblas” A: 230 - 470 cm 1

V tejto oblasti pozorujeme vyrazné zmeny vyvolané aglomeraciou. Pasy v
spektrach monomérov splyvaju do jedného ve©mi 2irokého pasu a detailné rysy
su “a°ko rozlizite©né. Naopak v pripade aglomeratov cela oblas” dostava jasnu
2truktdru a pasy su dobre rozlizite©né. Deuteracia sa pri monoméroch prejavuje
predovzetkym poklesom pasu na 366 cfna s tym spojenym narastom pasu na
345 cmt. Pri agregatoch je najvyraznej?ou zmenou pokles pasu na 382 tm
narast pasu na 354 cm. Pasy v tejto oblasti odpovedaji hlavne mimorovinnym
deformaciam purinového cyklu. Pasy, u ktorych pozorujeme posun, potom prav-
depodobne odpovedaju mimorovinnej vibracii(C-NH,), ktord bude ovplyvnena
H-D vymenou na aminovej skupine.
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(a) Ramanovo spektrum monoméru Na-5'-rGMP v D ,0 a H,O

(b) Ramanovo spektrum agregatu Na-5'-rGMP v D ,0O a H,O

Obr. 4.1: Vplyv protdn-deutériovej vymeny na Ramanove spektra roztoku agre-
gatu a monoméru Na-5-rGMP.
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Oblas” B: 470 - 760 cm 1

V tejto oblasti pozorujeme tri hlavné spektralne pasy (na cca 495, 575 a
670 cmt), z ktorych posledny je pomerne vyrazne 2truktirovany. Prvy z tychto
pasov (odpovedajuci deformagnej vibracie guaninu a ribdzy) nie je citlivy na
aglomeraciu a len ve©mi slabo reaguje na H-D vymenu posunom z 501 0¥ cm
na 494 cmt,

Druhy pas sa poslva o nie£o vyraznej’ie o cca 10 érz 585 na 574 cr pri
monomére, z 579 na 569 cipri agregate). Zarove- v2ak pri agregacii vyrazne
ziskava na intenzite - takmer na dvojnasobok. Odpoveda deforma£nej vibracii
bazy. Ve©ka miera ovplyvnenia deuteraciou aj aglomeraciou poukazuje na vyraz-
nej2ie spojenie aj s pohybom aminovej skupiny, ktora podlieha H-D vymene a
behom aglomeracie (tvorby tetrad) sa podie©a na Hoogsteenovskom parovani.

Treti pas odpoveda dychacej vibracii guaninu. Je v2ak vysoko citlivy aj na
konformaciu okolo N-glykozidovej vazbydnti, syn) a puckering rib6zového kruhu
(C2-endo, C3-endo). Veaka tomu je jeho presna poloha £asto vyu®ivana ako mar-
ker tychto konformécii (Benevides a kol., 2005), (Nishimura a kol., 1986) v DNA
a RNA. Deuteracia nema na polohu tohto pasu °iaden vplyv, £0 je pri dychacej
vibracii guaninu ofakavate©né. Wtvaranie mG4 (aglomeracia) vedie k zostreniu
spektralnych rysov, cela oblas” ziska dobre rozlizite©nu 2truktiru. To savisi so stra-
tou konformagnej exibility 5'-rGMP pri tvorbe kvadruplexu. Maximum pasu sa
posunie len o 2 cm, £0 zna£i, %e pri aglomeracii nedochadza ku zmene prefero-
vanéhoanti/ syn konforma£Eného usporiadania ani puckeringu rib6zy. V pripade
aglomeratov tie°® vidime nizky, ale zrete©ny pas na 644 tnktory preto méeme
pova®ova’ za pomocny marker tvorby mG4.

Oblas” C: 760 - 1030 cm 1

V uvedenej oblasti opd” guruje trojica hlavnych pasov, cca na 800, 870 a 975
cmt. Prvé dva suvisia s deforma£nymi vibraciami guaninu a rib6zy a su zrejme
ovplyvnené deuteraciou aj aglomeraciou. Pri monoméroch aj aglomeratoch sa
deuteracia prejavuje podobne, ker®e nérast intenzity prvého pasu je spojeny s
poklesom intenzity druhého pasu, £0 je navy2e sprevadzané malym posunom ma-
xim péasov k ni°2im vino£tom. Prejavom aglomeracie je narast intenzity a vyrazna
2trukturalizacia druhého pasu na cca 870 crh

Treti pas odpoveda vibracii fosfatovej skupiny. Pri deuteracii trochu klesé jeho
intenzita a poslva sa o cca 4 cthk ni°2im vino£tom. To je spésobené zmenou
charakteru vodikovych véazieb na rozpu? adlo pri zameneJ@ za D,O.

Oblas” D: 1030 - 1300 cm 1

VibraEné pasy v tejto oblasti sG pomerne malo intenzivne. Odpovedaju va-
lenEnym vibraciam guaninu, réznym vibraciam rib6zy a deformagnym vibraciam
CH a NH, skupin.

Deuteracia sa tu v pripade monoméru aj aglomeratu prejavuje hlavne po-
sunom pasu 1175 na 1167 ch(G-valen£na + CO-kyvava vibracia), narastom
intenzity pasu na 1118 a 1266 crha poklesom intenzity pasu na 1078 crh
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Oblas” E: 1270 - 1450 cm 1

V tejto oblasti dominuju valen£né vibraEné mody bazy - guaninu a vibracie
rib6zy (nad cca 1370 cm). Polohy a intenzity pasov s ale citlivé aj naanti/ syn
konformaciu a puckering ribézy. Zarove- pozorujeme znaEné zmeny pri deuteracii,
£0 ukazuje na ve©ky vplyv NHleforma£nych vibracii na guanine a OH deformag-
nych vibréacii na rib6ze, ktoré budu H-D vymenou ovplyvnené. Vplyv aglomeracie
je v tejto oblasti men2i, s vynimkou pasu na 1338 crhv D,O (1343 cm® v H,0),
ktory sa 2peci cky objavuje pri tvorbe mG4 a slu®i ako jej marker. Medzi naj-
vyraznej?ie rysy patri pas na cca 1320 cy ktory je len minimalne ovplyvneni
aglomeraciou aj deuteraciou a pas na cca 1360 ¢nktory na deuteraciu reaguje
vyraznym posunom o cca 12 crhk ni°2im vino£tom.

Oblas” F: 1430 - 1610 cm 1

V tejto oblasti sa nachadzaju dva najintenzivnejie pasy celého spektra. Obi-
dva odpovedaju valenfEnym vibraciam guaninovej bazy, kde najva£?i prispevok
maju elementarne vibracie (C=N) a (C=C). Na deuteraciu je citlivej3i prvy z
nich, pozorujeme tu posun o 6-7 crh k ni°2im vino£tom (z 1481 na 1475 cm
pre monoméry a z 1484 na 1477 cihnpre aglomeraty). Poloha druhého pasu je
H-D vymenou prakticky neovplyvnena (1574 crh pre aglomeraty, 1578 cm pre
monoméry). Aglomeracia sa prejavuje pribli°enim vino£tov oboch pasov o cca 7
cm? (v D,0 aj H,0). Pomerne zaujimava je zmena intenzity oboch pasov spéso-
bena deuteraciou, ktora je vyrazne odlizna pre pripad monomérov a aglomeratov.
Pri monoméroch je pomer pasov 1480 a 1578 éneca 4:3 v HO a zmeni sa na
cca 2:3 v BO. V spektrach aglomeratov je pomer pésov blizky 1:1, vJ@ je o
nie£o vy2i pas na 1480 crh, v D,O zasa ten na 1578 crh, ale nejde o vyrazny
rozdiel.

Oblas” G: 1610 - 1750 cm 1

Poslednéa spektralna oblas” obsahuje vibracie spojené najma s valen£nou vib-
raciou karbonylovej skupiny guaninu (CO), ale tie® s deformagnymi vibraciami
aminovych skupin ((NH) kyvava a (NH,) no®nicova). Pozorujeme tu vyrazné
ovplyvnenie ako désledkom H-D vymeny tak tvorbou mG4. H-D vymena ovplyv-
—uje aminové skupiny priamo a CO skupinu nepriamo. CO skupina sa toti® UEastni
vodikovych vazieb na okolité molekuly. Pre monoméry pozorujeme posun 2irokého
pasu z 1684 na 1665 cia zmiznutie pasu na 1630 crh V pripade aglomeratu tu
pribudne novy pas, ktory sli®i ako spo©ahlivy Ramanovsky marker tvorby mG4.
Odpoveda valen£nej vibracii karbonylu (CO), ktory sa v mG4 U£astni Hoogste-
enovského parovania na NH a NHskupiny okolitych guaninov (v mG4) a navy2e
je aj koordinovany na centralny kation. V HO ho pozorujeme na 1731 chy v
D,0O na 1700 cm'.

Proton-deutériova vymena nemeni celkovy charakter spektier monomeérov ani
agregatov 5'-rGMP. Menzi, ale vyrazny vplyv ma v2ak na vag2inu spektralnych
rysov. V tabu©ke 4.1 je zhrnuté vibraEna analyza nameranych experimentalnych
spektier Na-5'-rGMP. Hrubym pismom suU vyznaEené pasy, ktoré sme ozna&fili
aj v spektrach na obrazkoch 4.1. Z h©adiska markerov formovania mG4 mame v
H,O k dipozicii pasy na 290, 382, 544, 579, 876, 1343 a 1731 cktorym v D ,0O
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odpovedaju pasy na 287, 354, 541, 569, 865, 1338 a 1700.cvhtabu©ke su v
prisluznych st’pcoch pod£iarknuté a su znazornené na obrazkoch 4.2a a 4.2b.
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Tabu©ka 4.1: VibraEna analyza experimentadlnych Ramanovych spektier, &
rGMP vo forme monoméru a aglomeratu v KO a D,O

*

D,0 D 5,0 H 20 H >0 fislo Vibrécia

Agregat Monomér Agregat Monomér

329 vw 321 sh 335 vw
372 sh 383 sh

382 w/m 389 sh 28 G, C-NH , kyvava
393 sh
496 m G, deformacia cyklu + vibracie na rib6ze

510 sh
541 w 540 sh 544 w 540 w G, mimorovinna vibracia
568 sh

569 s 574 br 579 s 585 m G, deforméacia cyklu

694 vw

704 w 709 sh 710 sh 717 sh 24 G, deformécie na kruhu
730 w 729 sh

760 vw

789 sh 788 sh 784 w 786 w G, mimorovinné deformacie
801 m 800 w 808 m/br 805 w

936 vw 949 w 22 G, deformagna na kruhu
976 s 974 s 980 s 977 s (P=0)

1057 w 1052 w 1056 w 1043 sh G, valenEna na kruhu

1121 w 1120 w 1130 w 1127 sh 20 G, NH 2 kyvava
1144 w 1143 sh 19 G, valenf£na na kruhu
1172 m 1167 m 1179 m 1175 m G, C8-H kyvava

1424 w 1421 sh 1413 m 1412 m 13 (C=N),
1536 w 1537 sh 1529 w 1535 w 10 G, valenEna na kruhu (C=C) a (C=N),
1579 s 1575 s 1578 s 1573 s 9 G, valenfna na kruhu, najma (C=N)
1602 sh 1599 sh
1639 w 1639 w
1647 sh

(C=0) na G, CO H-viazané na rozpi? adlo,
(N-H) a  (NH 2) no®nicova
mG4 marker, kaplované (C=0) na G
CO H-viazané na NH  , skupiny a koord. na centralny katién

1663 m 1665 m 1683 br 1684 m/br 8, 7

1700 m 1731 m

* fislovanie pod©a (Nishimura a kol., 1985)
Intenzita: s - silna (35-100%), m - stredn& (10-35%), w - slaba (3-10%), vw - ve©mi slaba (1-3%)
sh - rameno, br - 2iroky pas
- valenfna, - deformafna
‘edou farbou su vyznafené slvisiace vibracie
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(a) Ramanovo spektrum monoméru a agregatu Ng5'-rGMP v H ,O

(b) Ramanovo spektrum monoméru a agregatu Na-5'-rGMP v D ,0

Obr. 4.2: Vplyv aglomeracie na Ramanove spektra roztoku MN&'-rGMP v D,O
a H,O, s vyznaEenymi spektralnymi markermi tvorby mG4.
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4.2 Vplyv ionov a hydroxylacie rib6zy na spek-
tra 5-GMP v D 5,0

V tejto sekcii sa venujeme spektralnym rozdielom 5-GMP spésobenych za-
menou stabilizujuceho kationu (Na vs. K) a zamenou ribdzy za 2'-deoxyribozu.
Najskor budeme diskutova” zmeny v spektrach monomérov, nasledne samostatne
zmeny v spektrach agregatov. Keoe detailny rozbor spektier M&'-rGMP bol
vykonany v predo?lej kapitole, zameriame sa len na diskusiu a interpretaciu zmien,
ktoré v porovnani s tymto spektrom pozorujeme.

4.2.1 Vplyv na spektra monoméru 5'-GMP

Na obrazku 4.3a su v prekryve znazornené spektra sodnej a draselnej soli
5'-rGMP v "akej vode pri vysokej teplote, kedy su v roztoku pritomné len mo-
noméry. Na prvy poh©ad je zrejmé, °e spektrd su prakticky identické, drobné
rozdiely su pravdepodobne désledkom rdznej teploty, pri ktorej boli spektra zis-
kané. Agregaty s draslikom maju toti® o mnoho vy22iu teplotu topenia, ne® ich
sodné varianty (detailnej?ie k teplote topenia v kapitole 4.4.5). Obdobné sprava-
nie pozorujeme aj v pripade 5-dGMP na obrazku 4.3b. Spektra su opd” takmer
identické, aj ker bol rozdiel teplét vy22i ako pri predozlom porovnani. Medzi vy-
raznej2ie odliznosti tu patri napriklad zmena intenzity pasu 1575 cm a ur£itt
ulohu ma tie® H-D vymena na uhliku C8 na guanine, ktora prebieha len pri vy?-
2ich teplotach. Prejavuje sa pribudnutim pasu na cca 1459 cha diskutova” ju
budeme podrobnejzie v sekcii 4.4.2.

Va£zi vplv ne® vo©ba kationu ma v pripade monoméru zamena 5rGMP za 5'-
dGMP. Pre obidva kationy pozorujeme identické spravanie, ako mo°no vidie” na
obradzkoch 4.4a a 4.4b. Pozorované zmeny identi kuju pasy odpovedajuce vibra-
cidm ribozy, £i pasy citlivé na jej konformacie. Medzi najvyraznejie zmeny patri
posun maxima pasu dychacej vibracie guaninu z 668 na 683tnide o indika-
ciu zmeny preferovaného puckeringu ribozy a 2'-deoxyrib6zy. ,alej pozorujeme
zmenu Vv 2truktdre a intenzite dvoch pasov v oblasti 750-900 ct ktoré odpove-
daju médom zah -ajucim vibracie cukru (via. tabu©ka 4.1). Vyrazna je aj zmena
v oblasti 1360-1440 cm, v ktorej guruja CH a COH deforma£né vibréacie - chy-
bajuca hydroxylova skupina na C2' tu ma zrejme vyrazny vplyv. ,alkie zmeny
sa prejavuji posunom vyrazného pasu z 1318 na 1323 tspojenym s malym
narastom jeho intenzity. Napokon mao®no tie® pozorova” posun maxima 2irokého
pasu v nizkofrekven£nej oblasti z 344 na 357 ¢m
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(a) Ramanovo spektrum monomérov draselnej a sodnej soli 5'-rGMP pri vysokej teplote

(b) Ramanovo spektrum monomeérov draselnej a sodnej soli 5'-dGMP pri vysokej teplote

Obr. 4.3: Vplyv ibnov na Ramanove spektra monomérov 5'-GMP v {D.
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(a) Ramanovo spektrum monomérov sodnej soli 5'-rGMP a 5'-dGMP pri vysokej teplote

(b) Ramanovo spektrum monomérov draselnej soli 5'-rGMP a 5'-dGMP pri vysokej
teplote

Obr. 4.4: Vplyv hydroxylacie ribézy na Ramanove spektra monomeérov deutero-
vanych soli 5-GMP.
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4.2.2 \plyv na spektrd agregatov 5'-GMP

Podobne ako pri monoméroch, zaEneme s popisom vplyvu kationov na spektra.
Na obrazkoch 4.5a a 4.5b vidime prekryv spektier roztokov sodnych a draselnych
soli 5-rGMP a 5'-dGMP pri nizkej teplote.

Zatia© £o pri monoméroch nemala vo©ba kationu v spektrach °iadnu tlohu, v
pripade agregatu je tomu zrejme inak. Pri 5'-rGMP (obrazok 4.5a) vidime vy-
razné rozdiely medzi sodnou a draselnou so©ou, £0 ale dobre odpoveda odli2nej
2truktdre sodného a draselného typu mG4 ako bolo popisané v kapitole 1.1324-
bilizujuce katiény). Medzi vyznamné rozdiely patri predov2etkym posun maxima
pasu dychacej vibracie z 670 na 683 cim£o nazna£uije, °e ribdza ma v draselnych
kvadruplexoch iné konforma£Ené preferencie. Narast intenzity pasu fosfatovej vib-
racie na 978 cit mé°e poukazova  na rozdiely vo vodikovych vazbach, ktorych
sa fosfat GEastni. Pozorova” mé°eme aj pokles pasu na 132I'cannérast pasu
na 1338 cm* a v neposlednom rade posun markeru tvorby kvadruplexu z 1700
na 1692 cmt, £o indikuje iny spésob koordinacie karbonylu na centralny kation.

Pri porovnani spektier 5-dGMP (obrazok 4.5b) ale dostavame odlizné vy-
sledky. Spektra su si ve©mi podobné, polohy v2etkych vyznamnych pasov su
zhodné a dokonca aj marker tvorby mG4 ma zhodnl polohu 1687 é¢mOd-
liznosti s len désledkom rozdielnej intenzity niektorych pasov. To je spdsobené
ve©mi nizkou stabilitou (a teplotou topenia) 5-dGMP kvadruplexov so sodikom,
ktoré vznikaju ve©mi neochotne a aj pri teplotach tesne nad®Q ostava znafEna
£as” vzorky vo forme monomérov.

Porovnanie spektier agregatu s rovnakymi ibnmi, ale odliznou formou ribézy,
je na obrazku 4.6. Zameriava” sa budeme len na zmeny, ktoré su odliZné od zmien
pozorovanych pri monoméroch na obrazku 4.4.

V pripade, °e kationom je draslik (obrazok 4.6b), su si spektra oboch aglo-
meratov dokonca podobnej2ie, ako v pripade monomérov. Pas dychacej vibracie
guaninu ma rovnaky tvar a len malo odli2na polohu. Medzi hlavné rozdiely patri
najma o mnoho intenzivnej2i pas na 868 cma odli2n& poloha kvadruplexového
markeru - pre 5'-rGMP ho nachadzame na 1692 chn zatia© £o pre 5-dGMP na
1687 cmt. Zmeny sU ale nato©ko malé, % obidva kvadruplexy maju pravdepo-
dobne obdobna 2truktdru.

Pri porovnani agregatu 5'-rGMP a 5-dGMP so sodikom (obradzok 4.6a) sa
kombinuju odliznosti spésobené hydroxylaciou rib6zy (vie. obrazok 4.4a) a inou
2truktdrou kvadruplexu (obrazok 4.5). Ako bolo mo®né pozorova” vy2ie, 2truk-
tura sodného agregatu 5-dGMP toti® odpoveda tomu draselnému.
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(a) Ramanovo spektrum draselnej a sodnej soli 5'-rGMP pri nizkych teplotach

(b) Ramanovo spektrum draselnej a sodnej soli 5-dGMP pri nizkych teplotach

Obr. 4.5: Vplyv zameny katiébnov na Ramanove spektra agregatov deuterovanych
soli 5-GMP
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(a) Ramanovo spektrum sodnych soli 5'-rGMP a 5'-dGMP pri nizkych teplotach

(b) Ramanovo spektrum draselnych soli 5'-rGMP a 5'-dGMP pri nizkych teplotach

Obr. 4.6: Vplyv hydroxylacie rib6zy na Ramanove spektra agregatov deuterova-
nych soli 5'-GMP
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