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Predslov
Napriek tomu, že od ich prvotného objavu uplynulo už vyše 150 rokov, nukle-

ové kyseliny, ako jedny z najdôležitejších biomolekúl na Zemi, dodnes odkrývajú
širokú škálu perspektívnych objavov. V posledných rokoch je napríklad intenzívne
rozvíjaný výskum tzv. nekanonických sekundárnych štruktúr vznikajúcich in vivo
v DNA aj RNA. Guanínové kvadruplexy, ktorých mononukleotidovou variantou
sa v rámci tejto bakalárskej práce zaoberáme, sú významným príkladom týchto
štruktúr - za vhodných podmienok sa tvoria v častiach DNA a RNA bohatých na
guanín (ako sú promótorové sekvencie niektorých génov či teloméry), majú regu-
lačnú funkciu a v budúcnosti by mohli slúžiť aj ako cieľ rôznych protirakovinových
stratégií.

Guanozín monofosfát (GMP) má spomedzi nukleotidov jedinečnú schopnosť
samoasociácie do rovinných gunanínových tetrád, ktoré následne môžu stohovať
do helikálnych štruktúr analogických telomérnym G-kvadruplexom. Uvedené mo-
nonukleotidové G-kvadruplexy potom nachádzajú využitie napríklad v oblastiach
supramolekulovej chémie či v nanotechnológiách.

V rámci tejto práce sa budeme zaoberať štúdiom vplyvu deuterácie na štruk-
túru a stabilitu mononukleotidových G-kvadruplexov, konkrétne nás bude zau-
jímať vplyv protón-deutériovej výmeny na proces samoskladby monomérnych
jednotiek GMP do agregátov, ich správanie pri zámene centrálneho iónu alebo
ribózy a tiež vplyv fázy, v ktorej budú experimentálne skúmané. Venovať sa bu-
deme aj ich závislosti na teplote a jedným z cieľov bude určiť teplotu topenia
študovaných agregátov. Nadväzujeme sčasti na diplomovú prácu (Jílek, 2021),
ktorá sa v rámci charakterizácie rôznych nukleotidov a ich samoskladby venovala
aj tvorbe G-kvadruplexov vo vodnom prostredí. Vychádzame aj z výsledkov rie-
šenia študentského fakultného grantu (2023), kde sme z kvalitatívneho hľadiska
skúmali vplyv násobnosti lyofilizácie a teplotného annealingu na ochotu protón-
deutériovej výmeny u vybraného agregátu GMP.

Ako hlavná experimentálna metóda práce bola vybraná Ramanova spektro-
skopia, keďže Ramanove spektrá nukleových kyselín a ich stavebných prvkov
poskytujú spoľahlivé spektrálne markery citlivé voči konformáciám nukleotidov,
tvorbe vodíkových väzieb, stohovaniu báz a aj koordinácii kovových katiónov.
Vďaka tomu je veľmi vhodnou voľbou k štúdiu G-kvadruplexov a poskytuje kom-
plementárnu informáciu k bežne užívaným optickým a štruktúrnym metódam,
akými sú cirkulárny dichroizmus a nukleárna magnetická rezonancia.

Práca je členená do piatich kapitol. V teoretickom úvode sú zhrnuté rele-
vantné poznatky o vlastnostiach, význame a štúdiu G -kvadruplexov. V rámci
širšieho kontextu nukleových kyselín a charakteristiky štruktúry nukleotidov je
kladený dôraz na nekovalentné stabilizačné interakcie sprostredkované vodíko-
vými väzbami a proces samoskladby nukleotidov. Nasleduje úvod do Ramanovej
spektroskopie a venujeme sa aj teoretickému popisu samoskladby pomocou aso-
ciačných modelov v súvislosti so stohovaním G-tetrád pri vzniku G-kvadruplexov.
Po zhrnutí cieľov práce v druhej kapitole je v tretej kapitole Metódy uvedený spô-
sob prípravy vzoriek, popis experimentálnej aparatúry a tiež spôsob spracovania
experimentálnych dát pomocou faktorovej analýzy. Experimentálne výsledky sú
uvedené a diskutované v štvrtej kapitole. Poslednou kapitolou práce je Záver, kde
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sú zhrnuté dosiahnuté výsledky, zhodnotené splnenie cieľov práce a predstavený
výhľad pre ďalší výskum v uvedenej problematike.
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1. Teoretický úvod

1.1 Nukleové kyseliny a G-kvadruplexy

1.1.1 Nukleotidy - stavebné prvky nukleových kyselín

Deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA) sú nosi£mi
genetickej informácie. Prostredníctvom transkripcie a translácie majú tieto line-
árne polyméry ústrednú rolu v génovej expresii, ktorej primárnym výsledkom je
produkcia proteínov - makromolekúl nevyhnutných vo vä£²ine bunkových proce-
sov.

Základnou stavebnou jednotkou DNA aj RNA sú nukleotidy. Ide o monomérne
jednotky zloºené z pä´£lenného cukru - furanózy, prepojenej tzv. N-glykozidovou
väzbou s heterocyklickou dusíkatou bázou. Vo vä£²ine prípadov ide bu¤ o purí-
novú bázu: adenín (A) alebo guanín (G), alebo o pyrimidínovú bázu - cytozín
(C) alebo thymín (T), ktorý je v RNA nahrádzaný uracilom (U). Ich ²truktúrne
vzorce vrátane konvencie £íslovania atómov sú uvedené na obrázku 1.1.

Obr. 1.1: Dusíkaté nukleobázy. Obrázok prevzatý zo Saenger (1984).

Cukrovú zloºku tvorí bu¤ ribóza (v prípade RNA) alebo 2'-deoxyribóza (v
DNA) a jej spojenie s nukleobázou sa nazýva nukleozid. Ke¤ je 3' alebo 5' hyd-
roxylová skupina cukru fosforylovaná (obrázok 1.2), celá jednotka tvorí nukleotid
(Saenger, 1984).

Okrem k©ú£ovej úlohy uchovávania genetickej informácie sa nukleotidy podie-
©ajú aj na bunkovej signalizácii a slúºia ako kofaktory v enzymatických reakciách.
V rámci tejto práce sa budeme zaobera´ guanínom, dusíkatou bázou schopnou
tvori´ nekanonickú sekundárnu ²truktúru, tzv. G-kvadruplexy. Pred ich bliº²ou
charakterizáciou budú v nasledujúcich odsekoch podrobnej²ie popísané niektoré
vybrané vlastnosti nukleotidov vrátane ich typického priestorového usporiadania
a nekovalentných interakcií relevantných pre ²túdium kvadruplexov.

Priestorová konformácia nukleotidov

Priestorové usporiadanie v rámci nukleotidov významne vplýva na ich che-
mické a fyzikálne vlastnosti. Aromatický dusíkatý heterocyklus moºno povaºova´
za rovinný útvar. Naproti tomu furanózový cyklus planárny nie je, atómy uhlíka
v cykle sa zvyknú �vrásni´, ²krabati´� - jav v²eobecne známy ako puckering (Sa-
enger, 1984).

Konformácia cukru zvykne by´ udávaná 5 torznými uhlami� i a môºe by´
reprezentovaná pseudorota£ným cyklom, ktorého parametre - fázový uhol a am-
plitúda - sú funkciou torzných uhlov (Altona a Sundaralingam, 1972). V¤aka
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Obr. 1.2: Nukleotid 5'-ribo-guanozín monofosfát (5'-rGMP) s konvenciou £íslo-
vania atómov nukleobázy a furanózového cyklu. Obrázok prevzatý z Dra£ínský
a kol. (2014).

väzbe nukleobázy na C1' uhlík cukru sú v nukleotidoch pozorované prevaºne
konformácie C2'-endo a C3'-endo, v ktorých sa uhlík C2', resp. C3' nachádza v
rovnakej polrovine ako uhlík C5' vo£i rovine formovanej zvy²nými atómami cyklu
(v opa£nom prípade ide o konformáciu -exo). Medzi puckeringami ¤alej môºu by´
rozli²ované konformácie tzv. obálkového typu (envelope, E), so ²tyrmi uhlíkmi v
rovine a piatym atómom vysunutým o 0,5Å, alebo sto£eného (twist, T) typu s
dvoma susediacimi atómami vysunutými na opa£né strany roviny, ktorá je ur£ená
zvy²nými atómami (Saenger, 1984). Príklady týchto konformácií sú uvedené na
obrázku 1.3.

Obr. 1.3: Príklady rozli£ných konformácií - puckeringu cukru. V©avo envelope C3'-
endo (hore) a C2'-endo (dole), vpravo symetrický twist C2-exo-C3'-endo (hore) a
nesymetrický twist C3'-endo-C2'-exo (dole). Obrázok prevzatý zo Saenger (1984).

Priestorová konformácia nukleotidu ¤alej závisí na usporiadaní cukor - fos-
fátovej kostry a orientácii nukleobázy okolo N-glykozidovej väzby. Konforma£ná
vo©nos´ cukor-fosfátovej kostry, tvorenej atómami P-O5'-C5'-C4', je limitovaná
prítomnos´ou ostatných molekulových skupín nukleotidu a popisovaná býva sú-
borom ²iestich torzných uhlov. Na popis orientácie nukleobázy okolo glykozidovej
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C1'- N väzby vzh©adom k furanóze je vyuºívaný torzný uhol� , t.j. dihedrálny
uhol O4'-C1'-N9-C4 v prípade purínovej bázy a O4'-C1'-N1-C2 v prípade pyrimi-
dínovej. Môºe zauja´ dve polohy, vyobrazené na obrázku 1.4 -syn (0� 90°) alebo
anti (180� 90°) (Saenger, 1984).

Obr. 1.4: Syn a anti orientácia nukleobázy okolo glykozidovej väzby. Obrázok
prevzatý a upravený z Huppert (2008).

Pod©a d¨ºky nukleotidového re´azca rozli²ujeme mononukleotidy, ktoré pozos-
távajú z jedinej dusíkatej bázy, alebo oligonukleotidy a polynukleotidy, v kto-
rých sú jednotlivé nukleotidy pospájané 3', 5' fosfodiesterovou väzbou (Saenger,
1984). Polynukleotidové re´azce, teda nukleové kyseliny, sú potom vysoko poly-
morfné molekuly schopné tvori´ rozli£né ²truktúry lí²iace sa napríklad po£tom
prepojených DNA alebo RNA re´azcov. Príkladom môºu by´ helikálne ²truktúry-
závitnice alebo duplexy, triplexy, kvadruplexy, DNA-RNA heteroduplexy £i rôzne
¤al²ie nekanonické útvary. Vodíkové väzby majú v stabilizácii týchto sekundár-
nych ²truktúr nukleových kyselín k©ú£ovú úlohu, spolu s hydrofóbnym efektom,
disperznými Londonovými silami a stohovaním (stacking) nukleotidov.

Nekovalentné interakcie medzi bázami - vodíkové väzby

Vodíková väzba vyuºíva elektrostatického pôsobenia medzi parciálnym klad-
ným nábojom na vodíku (v¤aka jeho väzbe na dostato£ne elektronegatívny prvok)
a vo©ným elektrónovým párom iného prvku s vysokou elektronegativitou. V porov-
naní s kovalentnými interakciami s dobre de�novanou d¨ºkou, silou a orientáciou
pôsobenia, sú vodíkové väzby 20 aº 30-krát slab²ie. V¤aka tomu môºu ochotnej²ie
podlieha´ ohybu a predlºovaniu, dôsledkom £oho je variabilná geometria týchto
systémov (Saenger, 1984).

V dusíkatých bázach sa vodíkové väzby vyskytujú prevaºne vo forme N-H:O
alebo N-H:N, kde N-H prináleºí amino- alebo imino- skupine (Saenger, 1984).
Komplementarita donorových a akceptorových skupín umoº¬uje tvorbu ²peci-
�ckých asociácií medzi bázami (Parkinson, 2006). Medzi hlavné patria Watson-
Crickovo a Hoogsteenovo párovanie. Fyzikálno-chemické vlastnosti bázových pá-
rov potom de�nujú funk£nos´ príslu²ných nukleových kyselín: Watson-Crickove
bázové páry sa nachádzajú v klasickej dvoj²pirále DNA a napomáhajú uchová-
va´ genetickú informáciu, zatia© £o Hoogsteenove bázové páry tvoria nekanonické
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²truktúry ako kvadruplexy, triplexy, ale aj ²truktúru t-RNA a prispievajú k dy-
namickej regulácii génovej expresie (Takahashi a Sugimoto, 2021).

Watson-Crickovo párovanie (obrázok 1.5) je najroz²írenej²ou formou asociácie
medzi dvoma nukleotidmi v nukleových kyselinách. Vyzna£uje sa dvomi vodíko-
vými väzbami medzi komplementárnymi bázami A a T (U) alebo tromi väzbami
medzi G a C. Výsledkom tohto párovania je typicky usporiadanie vlákien do heli-
kálnej ²truktúry - ²pirály, prípadne dvoj²pirály DNA (A, B, £i Z forma). Napríklad
model B-DNA je pravoto£ivý duplex, v ktorom sú vlákna oto£ené okolo spolo£-
nej osi a sú vo£i sebe orientované antiparalelne (teda smer väzieb 5' -> 3' pre
jedno vlákno a 3' -> 5' pre druhé). Prostredníctvom tejto ²truktúry je kódovaná
genetická informácia vä£²iny organizmov (Saenger, 1984).

Obr. 1.5: Watson-Crickovské bázové páry. Obrázok prevzatý z Takahashi a Sugi-
moto (2021).

Hoogsteenovo párovanie (obrázok 1.6) okrem tvorby helikálnych ²truktúr nuk-
leových kyselín umoº¬uje vznik nekanonických usporiadaní ako sú triplexy alebo
guaninové tetrády. Charakterizované je vodíkovými väzbami medzi A a T(U) , G
a protónovaným C, hemiprotónovanými cytozínmi za vzniku tzv. I-motívu, alebo
medzi ²tyrmi guanínmi za vzniku G-tetrád (Takahashi a Sugimoto, 2021).

G-tetráda je planárne usporiadanie ²tyroch guaninovách báz, z ktorých kaºdá
je sú£asne donorom aj akceptorom dvoch vodíkových väzieb. Hoogsteenovského
párovania sa tak ú£astnia dusíky N1, N2, N7 a kyslík O6 kaºdej guanínovej
bázy. G-tetrády môºu vznika´ z rôznych derivátov guanínu, vrátane guanosín-
5'-monofosfátu (5'-rGMP), guanosín-3'-monofosfátu (3'-rGMP) (Sasisekharan
a kol., 1975), ale aj ich deoxirobózovými variantami (Guschlbauer a kol., 1990),
(Simonsson, 2001).

Stacking a samoskladba nukleotidov

Stacking, teda stohovanie (báz) je ¤al²ou z nekovalentných interakcií prispie-
vajúcich ku stabilite nukleových kyselín. Dusíkaté bázy sú nepolárne molekuly,
£o vedie k ich asociácii a následnému stohovaniu jednej nad druhú za ú£elom
zníºenia plochy vystavenej polárnemu rozpú²´adlu (Parkinson, 2006). Výsledná
stabilita je sprostredkovaná kombináciou hydrofóbnych, elektrostatických a van
der Waalsových síl. Nastohované bázy sú polarizované: planárny aromatický cyk-
lus je bohat²í na elektróny v porovnaní s vodíkmi naviazanými okolo cyklu a
práve tieto delokalizované elektróny� väzieb sú pri stohovaní zdie©ané susednými
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Obr. 1.6: Príklady Hoogsteenovských väzieb nukleotidov. Hoogsteenovsky viazaný
pár A - T (v©avo hore), G - protónované C (vpravo hore), C-C+ pár tvoriaci I-
motív (v©avo dole) a G-tetráda (vpravo dole). Obrázok prevzatý z Takahashi a
Sugimoto (2021).

.

aromatickými kruhmi . Pri stohovaní dochádza aj ku sto£eniu okolo helikálnej osi
vplyvom priestorových nárokov jednotlivých báz (Parkinson, 2006).

Stohovanie báz (spolu s vodíkovými väzbami) je prejavom tzv. samoskladby
(self-assembly) nukleotidov. Tej podliehajú v²etky typy mononukleotidov, pri£om
tendencia k samoskladbe v²eobecne klesá v sérii adenozín > guanozín > inozín
> cytidín � uridín (Sigel, 1989) - preferovaná je u purínových báz. Tento trend
je menej výrazný u nukleotidov v porovnaní s nukleozidmi vzh©adom na elek-
trostatickú repulziu fosfátových skupín, podobne tak samoskladbe budú ©ah²ie
podlieha´ monofosfáty oproti di- a trifosfátom (Sigel, 1989). Okrem nábojového
stavu je ¤al²ím faktorom ovplyv¬ujúcim tendenciu a rozsah samoskladby aj do-
stato£ná koncentrácia mononukleotidov, výsledkom sú potom oligoméry zloºené
z nieko©kých monomérnych jednotiek.

K samoskladbe a stohovaniu nemusí dochádza´ len u monomérnych nukle-
otidov a podlieha´ im môºu aj diméry, tetraméry a podobne, £o sa prejavuje
napríklad stohovaním G-tetrád.
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1.1.2 G - kvadruplexy

Guanozín a jeho deriváty sú v¤aka polarite purínového cyklu a moºnosti
tvorby Hoogsteenovských väzieb schopné samoskladby do rozli£ných usporiadaní
- výsledkom sú napríklad guanínové diméry, nastohované monoméry sto£ené do
²pirály (helixu) (Jurga-Nowak a kol., 2004) alebo vy²²ie spomínané tetrády. Práve
G-tetrády sú základnými stavebnými blokmi vy²²ích usporiadaných ²truktúr, kde
sa jednotlivé tetrády stohujú nad seba a postupne formujú G-kvadruplex (obrázok
1.7) - pravoto£ivú závitnicu so vzájomným sto£ením tetrád o� 30° a vzdialenos-
´ou 3,4 Å (Chaires a Graves, 2013). Priestor blízko stredu tetrády je typicky
vyplnený katiónom, ktorý prostredníctvom ión-dipólovej interakcie kompenzuje
náboj atómov kyslíka na vnútornom obvode tetrády, £ím významne prispieva ku
stabilite kvadruplexovej ²truktúry (Parkinson, 2006).

Obr. 1.7: G-tetráda (v©avo) a schéma stohovania G-tetrád do G-kvadruplexu
(vpravo). Obrázok prevzatý a upravený z Huppert (2008).

Guaníny formujúce tetrádu môºu by´ v konformáciianti alebosyn, nosynkon-
formácia je z priestorových dôvodov podmienená vhodným puckeringom, ktorý
je bu¤ (prevaºne) C2'-endo alebo C3'-endo (Banco a Ferré-D'Amaré, 2021).

Monoméry, diméry aj tetrády zvyknú v roztokoch koexistova´, pri£om ich za-
stúpenie a ochota G-tetrád tvori´ kvadruplexy závisí na koncentrácii, pH, teplote
roztoku aj prítomnosti stabilizujúcich katiónov (Davis, 2004).

Stabilizujúce katióny

Kovové katióny prispievajú ku význa£nej stabilite G-kvadruplexov, na jednej
strane tieneným záporného náboja na cukor-fosfátovej kostre (Sigel, 1989) a na
druhej strane kompenzáciou parciálneho záporného náboja v dutine medzi G-
tetrádami (Parkinson, 2006). V druhom prípade ide o významnú stabiliza£nú in-
terakciu kedy sa kladne nabitý katión M+ koordinuje na kyslíky na pozíciách O6,
ktoré smerujú dovnútra dutiny. Od druhu, respektíve iónového polomeru konkrét-
neho katiónu sa potom odvíja konformácia a stabilita kvadruplexu (Parkinson,

10



2006). Príklady monovalentných katiónov schopných stabilizova´ kvadruplexy sú
uvedené v tabu©ke 1.1. Medzi naj²ir²ie skúmané patria katióny alkalických ko-
vov Na+ a K+ , £i uº pre ich fyziologickú relevantnos´ alebo pre ich výnimo£né
stabiliza£né schopnosti, ktoré pod©a (Parkinson, 2006) prevy²ujú tie ostatných al-
kalických kovov: K+ >Na + >Rb + >Cs+ >Li + . Vplyv iónového polomeru sa okrem
priestorových limitácií prejavuje aj umiestneným katiónu. Zatia© £o Na+ katión
s malým iónovým polomerom býva prednostne koordinovaný v rovine G-tetrády,
katióny K + majú iónový polomer príli² ve©ký a musia by´ lokalizované medzi
jednotlivými tetrádami (obrázok 1.8). Lep²í stabiliza£ný ú£inok K+ oproti Na+

môºe by´ £iasto£ne dôsledkom vy²²ej energetickej náro£nosti spojenej s procesom
dehydratácie (Hardin a kol., 2000), K+ s nízkou nábojovou hustotou a jemne
hydrofóbnymi vlastnos´ami je pravdepodobne menej hydratovaný v porovnaní s
Na+ (Gao a kol., 2017). V sú£asnosti sa objavujú aj ¤al²ie názory týkajúce sa
rozdielov v stabiliza£ných schopnostiach týchto dvoch katiónov. V prípade K+

má zrejme majoritnú rolu tzv. �imperfect bcc (body-centered cubic)� mrieºková
kon�gurácia, v¤aka ktorej sú poschodia tetrád �sandwichované�, zatia© £o Na+

koordinovaný v rovine pravdepodobne tetrády pri sebe nepridrºiava.

Tabu©ka 1.1: Iónové polomery vybraných katiónov (Parkinson, 2006)

Katión K + Na+ NH4
+ Rb+ Cs+ Li+

Iónový polomer (Å) 1.33 1.16 1.43 1.66 1.81 0.9

Príkladom nekovového iónu, ktorý môºe stabilizova´ kvadruplex, je amónny
katión NH4

+ . Polomerom podobný katiónu K+ je zvy£ajne lokalizovaný medzi
tetrádami, z h©adiska stabiliza£nej kapacity sa radí medzi Rb+ a Cs+ (Parkinson,
2006).

Obr. 1.8: Príklad umiestnenia katiónu v dutine G-kvadruplexu - medzi G-
tetrádami (v©avo) a v dutine jednej tetrády (vpravo). Obrázok prevzatý z Par-
kinson (2006).

„al²ou významnou stabiliza£nou interakciou pre G-tetrády je sie´ vodíko-
vých väzieb medzi hydroxylmi ribóz/deoxyribóz a fosfátmi, tvoriaca nekovalentnú
cukor-fosfátovú kostru (Jílek, 2021). Jej výskumu ale zatia© nebola venovaná vä£-
²ia pozornos´.
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Oligonukleotidové a mononukleotidové G-kvadruplexy

G-kvadruplexy vznikajú pri ²peci�ckých fyzikálno-chemických podmienkach z
oligo- alebo polynukleotidov obsahujúcich sekvencie bohaté na guanín a ozna£o-
va´ môºu v²eobecne akéko©vek ²tvorvláknové ²truktúry nukleových kyselín, ke¤ºe
vykazujú zna£ný ²truktúrny polymor�zmus. Rozli²ované sú napríklad unimole-
kulárne, bimolekulárne alebo tetramolekulárne kvadruplexy (obrázok 1.9), ¤alej
sa rozli²uje medzi polaritami cukor-fosfátovej kostry a aj na základe usporiadania
ostatných báz, ktoré G-tetrády netvoria (Simonsson, 2001).

Obr. 1.9: Príklady ²trukturálneho polymor�zmu oligonukleotidových G-
kvadruplexov. (A) Tetramolekulárny s paralelnými vláknami. (B) Bimolekulárny
s antiparalelnými vláknami. (C), (D), (E), (F) unimolekulárne kvadruplexy. Ob-
rázok prevzatý z Huppert (2008).

Monomérne jednotky GMP, ktoré sa kovalentne neviaºu do vlákien, sú pri
vhodných podmienkach tieº schopné asociácie do G-tetrád a G-kvadruplexov.
Ich tvorba je podmienená dostato£nou koncentráciou GMP v roztoku, ako aj
prítomnos´ou stabiliza£ných katiónov a vhodným pH. Okrem vplyvu vzájomnej
súhry týchto podmienok sú pozorované zna£né rozdiely v ochote tvorby a stabilite
kvadruplexov aj v závislosti na zámene cukornatej zloºky, kde 2' hydroxylová
skupina, ktorej prítomnos´ odli²uje ribózu od 2' deoxyribózy, v²eobecne vedie k
vy²²ej hydratácii a lep²ej stabilite rGMP kvadruplexových ²truktúr (Fay a kol.,
2017).
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Vplyv ribózy verzus 2' deoxyribózy na formovanie mononukleotidových G-
kvadruplexov v prítomnosti Na+ a K+ iónov bol podrobne skúmaný v £lánku
(Mudro¬ová a kol., 2016), termálna a tlaková stabilita samoskladby GMP s kati-
ónmi alkalických kovov bola ²tudovaná napríklad v £lánku (Gao a kol., 2017).

Význam a metódy ²túdia G-kvadruplexov

Na základe bioinformatického výskumu bolo identi�kovaných rádovo stotisíce
kandidátskych sekvencií v ©udskom genóme, ktoré by mohli by´ schopné tvorby
(oligonukleotidových) G-kvadruplexov (Huppert a Balasubramanian, 2005). Tie
sa podie©ajú napríklad na regulácii génovej expresie (Lam a kol., 2013) a ich vý-
skyt bol potvrdený aj v ©udských telomérach (Granotier, 2005), £o sú zakon£enia
lineárnych eukaryotických chromozómov. Vplýva´ môºu aj na replikáciu a akti-
vitu telomerázy (Lipps a Rhodes, 2009), teda enzýmu, ktorý kontroluje d¨ºku
telomér. Teloméry a telomeráza sú £astým cie©om protinádorovej lie£by, preto
má ²túdium G-kvadruplexov svoj význam aj pri vývoji chemoterapeutík. „al²í
terapeutický potenciál moºno nájs´ napríklad v (Bryan a Baumann, 2010) alebo
(Neidle, 2012).

Mononukleotidové G-kvadruplexy potom nachádzajú vyuºitie v rôznych ob-
lastiach vedy, vrátane supramolekulovej chémie, medicínskej chémie £i v nano-
technológiách, ke¤ºe by mohli slúºi´ ako �le²enie� pre syntetické iónové kanály
alebo komponenty biosenzorov £i molekulárnych elektronických zariadení (Davis,
2004). G-kvadruplexy sú tieº základom hypotézy o tzv. Kvadruplexovom svete
(Quadruplex world), ktorá je predstavou o jednej z fáz vzniku ºivota na Zemi
(Kankia, 2021).

Pre ²túdium ²truktúry G-kvadruplexov a procesu ich samoskladby je vyuºi-
te©ná ²iroká ²kála experimentálnych metód. Optické spektroskopické metódy akou
je UV-vidite©ná absorp£ná spektroskopia alebo cirkulárny dichroizmus (CD), po-
skytujú napríklad informácie o koncentrácii alebo konforma£ných zmenách pri
zmene teploty £i pri interakcii s rôznymi biomolekulami. Vyuºite©né sú predov-
²etkým pri ²túdiu oligonukleotidových kvadruplexov, ktoré sa ochotne tvoria uº
pri niº²ích koncentráciách vzoriek.

Mononukleotidové kvadruplexy, ktorých tvorba vyºaduje vy²²ie koncentrácie
roztokov, je potom s výhodou moºné skúma´ metódami vibra£nej spektrosko-
pie, menovite infra£ervenou (IR) spektroskopiou, Ramanovou spektroskopiou a
ich chirálne citlivými variantami - vibra£ným cirkulárnym dichroizmom (VCD)
a Ramanovou optickou aktivitou (ROA). Ve©mi roz²írené je aj pouºitie ²truktu-
rálnych metód, spektroskopie nukleárnej magnetickej rezonancie (NMR) a rozp-
tylu röntgenového ºiarenia. Môºu poskytnú´ cenné informácie o ²truktúre £i prí-
padne dynamike ²tudovaných systémov. Röntgenová difrakcia vyºaduje kry²ta-
lickú ²truktúru vzoriek, £o v²ak £asto v prípade skúmaných vzoriek neplatí. NMR
zasa dobre umoº¬uje ²túdium malých agregátov, no v prípade ve©kých agregátov
dochádza k roz²íreniu spektrálnych £iar, £o vedie k stratám informácií získate©-
ných zo spektier. Preh©ad ¤al²ích metód vyuºívaných pri ²túdiu rôznych aspektov
G-kvadruplexov je uvedený napríklad v dizerta£nej práci Palacký (2013).
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1.2 Úvod do vibra£nej spektroskopie

1.2.1 Vibrácie molekúl

Dynamika molekúl zah¯¬a ich transla£ný, rota£ný a vibra£ný pohyb.N ató-
mová molekula má 3N stup¬ov vo©nosti pohybu, z toho 3 prináleºia translácii
molekuly ako celku a 3 (v prípade lineárnej molekuly 2) opisujú jej rotáciu. Zvy²-
ných 3N-6 stup¬ov vo©nosti (3N-5 u lineárnej molekuly) sa prejavuje zmenou
medziatómových vzdialeností - d¨ºky väzby a väzbových uhlov. V¤aka elasticite
väzieb je takýto pohyb periodický - vibra£ný.

Klasický popis vibrácií molekúl

Na najjednoduch²ej, no £asto dosta£ujúcej úrovni, môºe by´ medzijadrový po-
tenciál aproximovaný harmonickým potenciálom. V takom prípade je popis mole-
kulových vibrácií analogický k rie²eniu harmonického oscilátora. Uhlovú frekven-
ciu kmitov dvoch atómov v molekule prepojených elastickou väzbou s tuhos´ouk
moºno potom popísa´ vz´ahom

! =

s
k
M

; (1.1)

kde M zna£í redukovanú hmotnos´ danej dvojatómovej molekuly s hmotnos´ami
atómov m1 a m2,

M =
m1m2

m1 + m2
: (1.2)

Vo vibra£nej spektroskopii je na miesto frekvencie vibrácií zvy£ajne udávané ich
vlnové £íslo�~ v jednotkách cm-1 (Larkin, 2018), teda

�~ =
1

2�c

s
k
M

: (1.3)

Vibrácie v reálnych molekulách s vy²²ím po£tom atómov sú ale výrazne komplex-
nej²ie, vzájomný vibra£ný pohyb v²etkých atómov je superpozíciou tzv.normál-
nych vibra£ných módov(Smith a Dent, 2004). Ich po£et je daný stup¬ami vo©nosti
v molekule. Príklady normálnych módov pre jednoduchú molekulu sú uvedené na
obrázku 1.10. Elasticita väzieb ¤alej striktne nesp¨¬a Hookeov zákon, individuálne
vibrácie môºu by´ v prípade molekulárnych agregátovkaplovanéa vo vibra£ných
spektrách sú pozorované aj vy²²ie harmonické frekvencie (Smith a Dent, 2004).
Prvým krokom k lep²iemu popisu vibrácií je preto poh©ad na molekuly ako na
kvantové objekty.

Kvantovo-mechanický popis vibrácií molekúl

V rámci kvantovo-mechanického prístupu, kedy je uvaºovaná kinetická ener-
gia a elektrostatická interakcia atómových jadier a elektrónov, moºno zostavi´
hamiltonián molekuly sN jadrami a n elektrónmi v tvare

Ĥ = T̂n + T̂e + V̂ nn + V̂ ee + V̂ en; (1.4)
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Obr. 1.10: Základné typy normálnych vibra£ných módov. ’ípky zna£ia smer po-
hybu, plus a mínus zna£ia smer vychýlenia mimo rovinu molekuly. Valen£né vib-
rácie sa vyzna£ujú zmenou d¨ºky väzby pri nemennom väzbovom uhle, pri defor-
ma£ných vibráciách sa väzbový uhol mení a pri torzných vibráciách dochádza k
otá£aniu väzby pozd¨º svojej hlavnej osi (Procházka, 2016).

kde

T̂n = �
~2

2

NX

j =1

1
M j

� j (Kinetická energia jadier)

T̂e = �
~2

2m

nX

i =1

� i (Kinetická energia elektrónov)

V̂ nn =
NX

j<k

Z j Zke2

4�" 0jR~ j � R~ k j
(Interakcia jadro-jadro)

V̂ nn =
NX

i<l

e2

4�" 0jr~ i � r~ l j
(Interakcia elektrón-elektrón)

V̂ en =
nX

i =1

NX

j =1

Z j e2

4�" 0jr~ j � R~ k j
(Interakcia jadro-elektrón)

(1.5)

M j zna£í hmotnos´ jadier,m hmotnos´ elektrónu,Z je atómové £íslo,e elemen-
tárny náboj a R~ j a r~ i sú polohové vektory jednotlivých jadier a elektrónov.
Rie²ením Schrödingerovej rovnice pre systémy s hamiltoniánom 1.4 sa zaoberá
kvantová teória molekúl, podrobný výklad postupu tak môºno nájs´ napríklad v
u£ebnici (Skála, 1995). Uvedieme aº výsledný tvar Schrödingerovej rovnice pre
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jadrá v Born-Oppenheimerovej aproximácii, t.j. po odseparovaní elektrónového a
vibra£ného pohybu a po dodato£nom oddelení rota£ných a vibra£ných stup¬ov
vo©nosti: "

�
~2

2�
@2

@r2
+

~2

2M
l(l + 1)

r 2
+ V(r )

#

 v(r ) = Evr  v(r ) (1.6)

kde M opä´ zna£í redukovanú hmotnos´,r vzájomnú vzdialenos´ atómov,l
je ved©aj²ie kvantové £íslo aEvr je vibra£no-rota£ná energia pre vibra£nú vlnovú
funkciu  v(r ). Túto rovnicu nie je moºné rie²i´ exaktne pre obecne komplikovaný
tvar potenciálu V(r ), ktorý popisuje interakciu medzi atómovými jadrami, a kvôli
závislosti vlastnej energie aj na rota£nom stave molekuly, vyuºívané sú preto rôzne
pribliºné metódy.

Na oddelenie rota£ného a vibra£ného pohybu je pouºívaná aproximácia tuhého
rotátoru: nahradením ~2

2M
l(l+1)

r 2 prvým £lenom v jeho Taylorovom rozvoji zaned-
bávame vplyv rotácie molekuly na medzijadrové vzdialenosti atómov. Výsledkom
je separátny výraz pre energie vibra£ných a rota£ných hladín1.

Podobne ako v klasickej mechanike, aj v kvantovom prístupe je v prvom pri-
blíºení vyuºívaná harmonická aproximácia, t. j. medziatómový potenciálV(r ) je
v minime aproximovaný potenciálom harmonického oscilátora

V(r ) = V(r0) +
1
2

@2V(r )
@r2

(r � r0)2 : (1.7)

Výsledkom rie²enia je potom systém harmonických oscilátorov, ktorý moºno
pri vhodnej transformácii súradnicového systému do bázy normálnych módov
previes´ na systém 3N-6 (pre nelineárny systém; v prípade lineárneho 3N-5) ne-
závislých lineárnych harmonických oscilátorov. Táto transformácia de�nuje po-
dobu vlastných vibra£ných módov. Výsledné vibra£né energetické spektrum2 pre
dvojatómovú molekulu, totoºné so spektrom harmonického oscilátora 1.8, je ek-
vidi²tantné, s povolenými prechodmi medzi vibra£nými hladinami� n = � 1, kde
n je vibra£né kvantové £íslo (Smith a Dent, 2004), teda

E i =
�

ni +
1
2

�

h� n i = 1;2;3;::: (1.8)

V prípade vä£²ích výchyliek, t.j. vy²²ieho ni , je vhodné k potenciálu 1.7 pri-
da´ anharmonický £len. Anharmonický oscilátor potom poskytuje reálnej²í model
molekulových vibrácií v porovnaní s harmonickým oscilátorom, ke¤ºe povolené
prechody� n = � 2 medzi hladinami zah¯¬ajú aj vy²²ie harmonické frekvencie a
umoº¬ujú vznik kombina£ných pásov. Energetické spektrum po zahrnutí anhar-
monicity nadobúda tvar (Smith a Dent, 2004)

E i =
�

ni +
1
2

�

h� � h��
�

ni +
1
2

� 2

; (1.9)

kde £len�� de�nuje ve©kos´ anharmonicity.

1Evr = Ev + E r
2Energetické spektrum pre rota£né hladiny molekuly je dané vz´ahomE r = ~2

2M
l ( l +1)

r 2
0
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Vibra£ná spektroskopia

Vibra£ná spektroskopia, pomocou ktorej sú vibra£né spektrá molekúl experi-
mentálne získavané, vyuºíva ºiarenie, ktoré pri vhodnej vlnovej d¨ºke vyexcituje
molekuly do vy²²ích vibra£ných stavov. Presný mechanizmus tejto excitácie sa
lí²i v závislosti na pouºitej spektroskopickej metóde. Napríklad infra£ervená (IR,
infrared) spektroskopia je zaloºená na absorpcii ur£itých frekvencií ºiarenia v IR
oblasti spektra odpovedajúcich normálnym módom vibra£ných frekvencií v skú-
manej molekule (Schrader, 1995). Vz´ah medzi intenzitou dopadajúcehoI (�~) a
prepusteného ºiareniaI 0(�~) v²eobecne udáva Lambert-Beerov zákon, teda

I (�~) = I 0(�~)10� A (�~); A(�~) = "(�~)cl; (1.10)

kde veli£inaA(�~), nazývaná absorbancia, závisí na koncentráciic skúmanej
vzorky, dráhe prechodu ºiarenia vzorkoul a extink£nom koe�ciente"(�~), ktorý je
charakteristikou schopnosti látky absorbova´ ºiarenie s daným vlnovým £íslom.
Na rovnakom fyzikálnom princípe je zaloºená UV absorb£ná spektroskopia.

Aby mohol nasta´ prenos energie medzi IR fotónom a molekulou prostredníc-
tvom absorpcie, vibrácia musí spôsobova´ zmenu dipólového momentu� .Táto
podmienka udáva, ktoré vibrácie budú v IR spektre aktívne, teda tzv. výberové
pravidlo pre IR spektroskopiu (Larkin, 2018)

@�
@Q

6= 0: (1.11)

Q tu má význam vibra£nej súradnice (t.j. normálneho vibra£ného módu). Po-
zorovaná intenzita IR pásu v spektre je potom úmerná druhej mocnine kvadrátu
zmeny dipólového momentu 1.11.
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1.2.2 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je metóda vibra£nej spektroskopie zaloºená na in-
terakcii molekuly s dopadajúcim ºiarením prostredníctvom nepruºného, tzv. Ra-
manovho rozptylu. Zatia© £o proces absorpcie vyºaduje vhodnú energiu fotónov
odpovedajúcu rozdielu medzi základným a excitovaným stavom molekuly, rozptyl
ºiarenia môºe nasta´ aj v prípade, ºe dopadajúce ºiarenie neodpovedá rozdielu
prítomných energetických hladín (Smith a Dent, 2004).

Ramanov rozptyl

Elektromagnetické ºiarenie interagujúce s molekulou môºe spôsobi´ polarizá-
ciu elektrónového obalu jadier a vybudenie elektrónov do vy²²ieho energetického
stavu. Táto interakcia má za dôsledok vznik tzv. virtuálneho energetického stavu,
do ktorého je molekula pohltením dopadajúceho fotónu vyexcitovaná. Doba ºi-
vota tohto stavu je ve©mi krátka, jadrá v molekule tak nestihnú zna£ne reagova´
na zmenu v elektrónovom obale a takmer okamºite je prechodom spä´ do niº-
²ieho stavu vyºiarený, t.j. rozptýlený, nový fotón (Smith a Dent, 2004) - ide teda
o dvojfotónový proces (Larkin, 2018).

Energia rozptýleného fotónu je rovnaká ako energia pohlteného fotónu v prí-
pade, ºe elektrónový obal sa vráti do svojej pôvodnej kon�gurácie bez akého-
ko©vek pohybu jadier. Tento proces sa nazýva pruºný, alebo Rayleigho rozptyl a
prevláda vo vä£²ine pozorovaných prípadov (Smith a Dent, 2004). Neposkytuje
ºiadnu analytickú informáciu o vibra£nom spektre molekuly, vyskytova´ sa môºe
len ako individuálny pás na pôvodnej frekvencii excita£ného ºiarenia.

V malom, no nezanedbate©nom mnoºstve prípadov (jeden fotón z 106-108)
môºe dochádza´ aj k nepruºnému rozptylu, kedy je energia rozptýleného fotónu
odli²ná oproti pohltenému fotónu. Tento proces sa nazýva Ramanov rozptyl a
je spôsobený energetickými zmenami vplyvom pohybu jadier po£as interakcie
elektrónového obalu s dopadajúcim fotónom. Ak je energia rozptýleného fotónu
men²ia neº energia dopadajúceho fotónu, pozorovaná je tzv. Stokesova vetva a
molekula je po rozptyle vybudená do vy²²ieho vibra£ného stavu. Ak je naopak
energia rozptýleného fotónu vä£²ia, ide o Anti-Stokesovu vetvu a molekula sa po
rozptyle bude nachádza´ na niº²ej neº pôvodnej vibra£nej hladine (Smith a Dent,
2004). Pod©a Boltzmannovho rozdelenia je pri izbovej teplote vä£²ina molekúl v
základnom vibra£nom stave, prípadne sú obsadené najniº²ie vibra£né stavy, preto
je Stokesova vetva v porovnaní s Anti-Stokesovou intenzívnej²ia a je vyuºívaná v
experimentálnych vibra£ných spektrách.

Pre energiu Ramanovsky rozptýlených fotónov potom platí (Schrader, 1995)

h� R = h� 0 � h� S=AS ; (1.12)

kdeh� R tvorí Ramanovo spektrum,h� 0 je energia dopadajúceho ºiarenia ah� S=AS

odpovedá vibra£nej energii, teda rozdielu energií vibra£ných energetických hla-
dín. Na obrázku 1.11 je uvedená súhrnná schéma energetických prechodov medzi
vibra£nými stavmi.

Rozdiel energie dopadajúcich a rozptýlených fotónov sa nazýva Ramanov po-
sun. Uvádza sa v jednotkách cm-1, odpovedá vlno£tu vibra£ného módu, ktorý sa
rozptylu ú£astní a nie je závislý na vlnovej d¨ºke dopadajúceho ºiarenia (Pro-
cházka, 2016).
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Obr. 1.11: Schéma energetických prechodov medzi vibra£nými stavmi pri Rayle-
igho a Ramanovom rozptyle.

V klasickom, ale aj kvantovo-mechanickom prístupe sú za hlavný zdroj rozp-
týleného ºiarenia povaºované elektrické dipólové momenty indukované v molekule
elektromagnetickým po©om dopadajúcich svetelných v¨n. Pre frekven£ne závislý
indukovaný dipólový moment�~ molekuly platí

�~ =  ! � E~ (1.13)

kde E~ je vektor elektrickej intenzity dopadajúcej rovinnej monochromatickej vlny
a  ! � je tenzor polarizovate©nosti molekuly.

Podobne ako IR spektroskopia, aj Ramanova spektroskopia je charakterizo-
vaná svojím výberovým pravidlom. Len molekulárne vibrácie, ktoré spôsobujú
zmenu polarizovate©nosti� budú v spektre aktívne, teda (Larkin, 2018)

@�
@Q

6= 0 (1.14)

Pre intenzitu Ramanovho rozptylu potom platí (Larkin, 2018)

I R / � 4I 0N

 
@�
@Q

! 2

; (1.15)

kde I 0 je intenzita excita£ného ºiarenia,� je frekvencia excita£ného ºiarenia
a N je po£et molekúl v danom stave, ktoré sa rozptylu ú£astnia. Závislos´ inten-
zity na koncentrácii umoº¬uje vyuºitie Ramanových spektier aj na kvantitatívnu
analýzu. V¤aka závislosti na parametroch excita£ného ºiarenia je moºné po£as
experimentu upravova´ meranú intenzitu Ramanovho rozptylu (Larkin, 2018).
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1.2.3 Vibra£ná spektroskopia a deuterácia

Vibra£né spektrá molekúl závisia na hmotnosti atómov, ich geometrickom
usporiadaní aj vlastnostiach väzieb. Dôleºité postavenie v spektrách má tzv.�n-
gerprint region, teda oblas´ odtla£ku prstu, pribliºne od 1400 do 600 cm-1, ktorá
sa spravidla vyzna£uje mnoºstvom rozlí²ite©ných pásov a je charakteristická pre
danú molekulu. Vibra£ná spektroskopia preto spo©ahlivo priná²a informácie o che-
mickom zloºení látok, priestorovej kon�gurácii molekúl alebo zastúpení zlú£enín
£i konformérov v roztoku.

Izotopová a najmä protón-deutériová zámena je v rámci metód vibra£nej spek-
troskopie uºito£ným nástrojom. Napríklad merania vibra£nej optickej aktivity
chirálne deuterovaných molekúl (v spojení s kvantovo-chemickými výpo£tami)
umoº¬ujú ur£enie absolútnej kon�gurácie molekúl, u ktorých pouºitie rozptylu
röntgenového ºiarenia £i iných zauºívaných metód nie je moºné. Príkladom môºe
by´ ur£enie absolútnej kon�gurácie chirálne deuterovaného neopentánu (Haes-
ler a kol., 2007) pomocou Ramanovej optickej aktivity alebo ur£enie absolútnej
kon�gurácie deuterovaného derivátu lie£iva na Parkinsonovo ochorenie, L-DOPA
(Spasovová, 2020), (Spasovová a kol., 2024). „alej je moºné napríklad vyuºitie
Ramanovej spektroskopie na ²túdium izotopicky zna£ených látok v ºivých bun-
kách (Bura, 2021) a v neposlednom rade má dôleºitý praktický význam pouºitie
rozpú²´adiel s obsahom deutéria pri meraniach vibra£ných spektier v IR oblasti,
kde pouºitie vody ako rozpú²´adla £asto zlyháva pre jej zvý²enú absorbanciu
práve v tejto oblasti.

Protón-deutériová výmena vodíka v DNA bola pomocou vibra£nej spektro-
skopie (IR) skúmaná uº v 60. rokoch minulého storo£ia (Bradbury a kol., 1961).
Vymenite©né vodíky tu môºu by´ rozdelené do troch kategórií. ‰ahko vymenite©né
pozície sú vodíky OH a NH skupín, ktoré sa neú£astnia vodíkovými väzbami na
párovaní báz a ich výmena je okamºitá. O nie£o pomal²ia je výmena vodíkov,
ktoré sa na vodíkových väzbách podie©ajú. Napokon vodíky naviazané na uhlík
C8 purínových nukleobáz sa vymie¬ajú neochotne a vyºadujú vy²²iu teplotu (Sch-
rader, 1995).

Ramanove spektrá nukleových kyselín a ich zloºiek poskytujú dobre de�no-
vané spektrálne markery citlivé na nukleotidové konformácie, tvorbu vodíkových
väzieb, stohovanie, £i koordináciu kovov (Benevides a kol., 2005). H-D výmena
potom môºe by´ pouºitá ako dynamický indikátor konformácie nukleovej kyseliny,
prípadne môºe by´ pomocou Ramanovej spektroskopie ur£ený retarda£ný faktor,
t.j. pomer rýchlosti H-D výmeny pre polyméry a monoméry, ktorý sa zásadne lí²i
v závislosti na A, B £i Z geometrii (Benevides a Thomas, 1985). V rámci ²túdia
vplyvu deuterácie na ²truktúru G-kvadruplexov vyuºívame Ramanovu spektro-
skopiu na identi�káciu ²truktúrne a konforma£ne citlivých spektrálnych marke-
rov spojených s protón-deutériovou výmenou a následnú charakterizáciu zmien v
²truktúre a stabilite G-kvadruplexov vplyvom deuterácie.
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1.3 Základy teórie supramolekulovej polymeri-
zácie

Pri popise samoskladby nukleotidov a ²peciálne samoasocia£ného správania
mononukleotidových jednotiek GMP môºeme aplikova´ princípy z teórie supra-
molekulovej polymerizácie, ktorá sa zlu£ovaniu �základných stavebných prvkov�
do vy²²ích, nekovalentne viazaných celkov venuje. Prínosom tohto prístupu je
okrem iného teoretické východisko umoº¬ujúce stanovenie teploty topenia skú-
maných aglomerátov, ktorá je pre charakterizáciu termálnej stability asociátov
GMP k©ú£ová. Nasleduje preto stru£ný úvod k veli£inám pouºívaným pri popise
polymerizácie, po ktorom sa venujeme h©adaniu vhodného modelu k popisu pred-
pokladaného asocia£ného mechanizmu G-kvadruplexov. Ten vzh©adom na prvotnú
asociáciu do G-tetrád a ich následnú asociáciu do G-kvadruplexov odpovedá tzv.
hierarchickej samoskladbe. Vychádzame prevaºne z £lánku (Martin, 1996) a knihy
(Ciferri, 2005).

Ve©kos´ vä£²ích aglomerátov je pri pouºití nekone£ných asocia£ných modelov
popisovaná zavedením parametra, ktorý charakterizuje stredný trend rozdelenia
ve©kosti (hmotnosti) polyméru. Vyuºívaný je k tomu tzv. stupe¬ polymerizácie
(DP, degree of polymerization), ktorý udáva po£et unimérnych jednotiek v oligo-
mére, polymére, £i makromolekule.

V prípade homopolymérneho usporiadania (jeden typ uniméru), môºe by´
zavedený stredný stupe¬ polymerizácie,DP , ktorý odpovedá strednej molekulovej
hmotnosti polyméru vztiahnutej na hmotnos´ unimérnej jednotky.

Rozdelenie molárnych hmotností, a teda ani stupe¬ polymerizácie nebýva uni-
formný, preto je moºné pri pouºití rôznych metód váºenia získa´ pre rovnakú
vzorku rôzne hodnoty stredného stup¬a polymerizácie (£i strednej hmotnosti)
agregátu. Medzi naj£astej²ie pouºívané patria:

1. ƒíselný stredný stupe¬ polymerizácieDPn

DPn =
M n

M 1
=

c0

cP
(1.16)

kde cp je celková koncentrácia v²etkých foriem pri danom stupni asociácie a
c0 je celková východzia koncentrácia unimérov. Jednotlivé stupne polyme-
rizácie sú váºené molárnymi zlomkami odpovedajúcimi jednotlivým ve©kos-
tiam oligomérov. Ide o aritmetický priemer jednotlivých stup¬ov polymeri-
zácie a udáva, aký je po£et unimérnych jednotiek v polymére.

2. Hmotnostný stredný stupe¬ polymerizácieDPw

DPw =
Mw

M 1
=

P
n n2cn

c0
(1.17)

V tomto prípade sú váhami hmotnostné zlomky odpovedajúce hmotnostiam
jednotlivých polymérov. Výsledkom je £íslo odpovedajúce d¨ºke polyméru s
priemernou hmotnos´ou.
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3. Z-stredný (centrifúgový stredný) stupe¬ polymerizácieDPz

DPz =
M z

M 1
=

P
n n3cn

P
n n2cn

(1.18)

V tomto prípade sú jednotlivé stupne polymerizácie váºené tzv. intenzitne
pomocou vy²²ieho momentu, ktorý kvadraticky závisí na ve©kosti (£i hmot-
nosti) polyméru. Vºdy platí DPn < DPw < DPz.

„al²í parameter, ktorý popisuje polyméry, je index polydisperzivity PDI,
ktorý je de�novaný ako

PDI =
DPw

DPn
(1.19)

Vyjadruje ²írku rozdelenia ve©kostí polyméru.

1.3.1 Asocia£né modely

Ak je stupe¬ asociácie (polymerizácie) ukon£ený pri ur£itej ve©kosti asociátu,
rozli²ujeme tzv. ukon£ené asocia£né modely. V prípade, ºe môºe asociácia prebie-
ha´ neobmedzene sú zavádzané nekone£né modely.

Najjednoduch²ím príkladom ukon£eného asocia£ného modelu je tvorba di-
méru.

Dimér

Vytváranie diméru z dvoch monomérov moºno popísa´ pomocou rovnice

A + A K 2 A2; (1.20)

ktorá je charakterizovaná rovnováºnou asocia£nou kon²tantouK 2,

K 2 =
[A2]
[A]2

=
c2

c2
1
: (1.21)

Koncentrácia diméru môºe by´ vyjadrená ako

c2 = K 2c2
1: (1.22)

Celková koncentrácia v²etkým foriem pri danom stupni asociácie je zna£ená ako

cp =
X

n
cn = c1 + c2 = c1 + K 2c2

1 (1.23)

a celková východzia koncentrácia unimérov je

c0 =
X

n
ncn = c1 + 2c2 = c1 + 2K 2c2

1; (1.24)

kde cn zna£í koncentráciu n-méru.
Aktuálna koncentrácia unimérov v závislosti na hodnote asocia£nej kon²tanty

K 2 a celkovej východzej koncentrácii unimérovc0 môºe by´ pomocou 1.24 vyjad-
rená ako
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c1 =
� 1 +

p
1 + 8K 2c0

4K 2
(1.25)

a koncentrácia dimérov ako

c2 =
4K 2c0 + 1 �

p
1 + 8K 2c0

8K 2
: (1.26)

„al²ou dôleºitou charakteristikou je teplota topenia Tm , ktorá je de�novaná
ako teplota, pri ktorej je koncentrácia unimérov rovná polovici celkovej po£iato£-
nej koncentrácie, t.j.c1 = c0=2. Dosadením do rovnice 1.25 vyplýva, ºe pri teplote
topenia platí pre rovnováºnu kon²tantu K 2(Tm ) = 1 =c0.

Samotná teplota topenia potom môºe by´ ur£ená zo vz´ahu medzi zmenou
Gibbsovej energie� G a rovnováºnou kon²tantou reakcieK , teda

� G = � H � T� S = � RT ln K; (1.27)

kde � H je zmena entalpie,� S je zmena entropie,R univerzálna plynová kon-
²tanta a T je termodynamická teplota. Potom

Tm =
� H

� S + R ln c0
: (1.28)

Z h©adiska stredného stup¬a polymerizácie môºe by´ dimér charakterizovaný po-
mocou:

DPn =
2

1 + c1
c0

DPn (Tm ) =
4
3

DPw = 2 �
c1

cn
DPw(Tm ) =

3
2

DPz =
4 � 3c1

c0

2 � c1
c0

DPz(Tm ) =
5
3

PDI = 1 +
1
2

c1

c0
�

1
2

� c1

c0

� 2

PDI (Tm ) =
9
8

(1.29)

kde na pravo je vºdy vy£íslenie daných veli£ín pri teplote topenia, t.j. pri kon-
centrácii unimérov rovnej polovici po£iato£nej koncentrácie.

Nekone£né samoasocia£né modely

Proces nekone£nej samoasociácie môºe by´ popísaný ako

A + A K 2 A2;

A2 + A K 3 A3; (1.30)

:::

A i � 1 + A K i A i

kde príslu²né rovnováºne kon²tantyK i sú

K i =
[A i ]

[A i � 1][A]
=

[A i ]
(K 2:::K i 1 )[A]i

=
ci

(K 2:::K i � 1)ci
1
: (1.31)
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Koncentrácia i-méruci môºe by´ vyjadrená ako

ci = K 2::::K i ci
1: (1.32)

Celková koncentrácia v²etkých foriem pri danom stupni asociácie bude

cp =
X

n
cn = c1 + c2 + ::: = c1(1 + K 2c1 + K 3K 2c2

1 + :::) (1.33)

a celková východzia koncentrácia unimérov bude

c0 =
X

n
cn = c1 + 2c2 + ::: = c1(1 + 2K 2c1 + 3K 3K 2c2

1 + :::) (1.34)

V²eobecné rie²enie uvedených rovníc pre koncentrácie nie je moºné, je preto
potrebné zavádza´ ²peci�cké zjednodu²enia, ktoré potom vedú na konkrétne mo-
dely. Príkladom uvedieme

ˆ Isodesmický model

ˆ Isodesmický model s nuklea£ným krokom

Isodesmický model

Isodesmický asociatívny model je tieº známy ako otvorený asocia£ný model,
alebo �equal K� (EK) model. Je zaloºený na predpoklade, ºe v²etky rovnováºne
asocia£né kon²tanty majú rovnakú hodnotu, t.j.

K = K 2 = K 3 = ::: = K i (1.35)

Tento predpoklad neberie do úvahy moºné kooperatívne správanie, ovplyvne-
nie asocia£ného procesu ve©kos´ou agregátu a podobne. Umoº¬uje ale jednoduchý
výpo£et koncentrácií jednotlivých n-mérov.

Koncentrácia i-méruci je

ci =
(Kc1) i

K
: (1.36)

Celková koncentrácia v²etkých foriem pri danom stupni asociácie bude

cp =
X

n
cn = c1(1 + Kc1 + K 2c2

1 + :::) (1.37)

a celková východzia koncentrácia unimérov bude

c0 =
X

n
ncn = c1(1 + 2Kc1 + 3K 2c2

1 + :::): (1.38)

Je výhodné prejs´ k bezrozmerným veli£inám, a to

L = Kc0 a x = Kc1 (1.39)

Dosadením do 1.38 potom dostaneme

L = x(1 + 2x + 3x2 + :::) =
x

(1 � x)2
(1.40)
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kde x < 1 platí vºdy, teda sú£et nekone£nej rady je oprávnený.
Rie²enie rovnice 1.40 je

x =
2L + 1 �

p
1 + 4L

2L
(1.41)

Molárny zlomok unimérov tieº môºeme vyjadri´ pomocou veli£ínx a L:

� =
c1

c0
=

x
L

(1.42)

a pre výpo£etný vz´ah� teda platí

� =
2L + 1 �

p
1 + 4L

2L2
= (1 � x)2 = (1 � �L )2: (1.43)

Pri teplote topenia Tm , kedy c1 = c0
2 , má rovnováºna kon²tanta pod©a 1.40

hodnotu K (Tm ) = 2�
p

2
c0

a pre samotnú teplotu topenia potom platí

Tm =
� H

� S � R ln K
=

� H

� S � R ln 2�
p

2
c0

: (1.44)

Stredné stupne polymerizácie a index polydisperzivity je nakoniec moºné s
pomocou substitúcií vy²²ie vyjadri´ ako

DPn = 1
1� x

DPw = 1+ x
1� x

DPZ = 1+4 x+ x2

1� x2

PDI = 1+x

(1.45)

Isodesmický model s nuklea£ným krokom

Isodesmický asociatívny model s nuklea£ným krokom je podobný predchá-
dzajúcemu modelu, rozdiel je v²ak v charakterizácii prvého kroku asociácie (t.j.
tvorba diméru). Ten je popisovaný inou asocia£nou kon²tantou neº ostatné kroky,
teda

K =
K 2

�
= K 3 = ::: = K i : (1.46)

Opä´ ide o model zaloºený na zna£ných zjednodu²eniach, oproti predchádza-
júcemu modelu ale zoh©ad¬uje odli²ný charakter tvorby diméru. Ak� > 1, tvorba
diméru je jednoduch²ia neº tvorba vä£²ích agregátov, £o môºe by´ spôsobené na-
príklad stérickými obmedzeniami £i elektrostatickou repulziou. Ak� < 1, tvorba
diméru je náro£nej²ia, £o odpovedá napríklad strate orienta£nej vo©nosti a teda
aj entropie. Ak � � 1, je prvým krokom tzv. nukleácia.

Koncentrácia i-méruci bude

c2 = K 2c2
1 = K�c 2

1

ci = K � 1� (Kc1) i pre i > 2
(1.47)
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Celková koncentrácia v²etkých foriem pri danom stupni asociácie bude

Kcp =
X

n
Kcn = Kc1(1 + �Kc 1 + �K 2c2

1 + :::) =

= x � �x + � (x + 2x2 + 3x3 + :::) = x(1 � � ) +
�x

(1 � x)2

(1.48)

a celková východzia koncentrácia unimérov bude

Kc0 = L =
X

n
Kcn = Kc1 + � 2K 2c2

1 + � 3K 3c3
1 + ::: =

= x � �x + � (x + 2x2 + 3x3 + :::) = x(1 � � ) +
�x

(1 � x)2

(1.49)

Túto rovnicu uº nie je moºné rie²i´ analyticky a korene sú ur£ované numericky v
rámci procedúry �tovania.

Pri teplote topenia Tm , kedy c1 = c0/2 (£i x= L/2), má rovnováºna kon²tanta

hodnotu K (Tm ) =
2(1�

p �
� +1 )

c0
. Pre teplotu topenia potom platí

Tm =
� H

� S � R ln K
=

� H

� S � R ln
2(1�

p �
� +1 )

c0

: (1.50)

Stredné stupne polymerizácie sú potom

DPn = (1� � )(1 � x)2+ �
(1� � )(1 � x)2+ � (1� x)

DPw = (1� � )(1 � x)3+ � (1+ x)
(1� � )(1 � x)3+ � (1� x)

DPZ = (1� � )(1 � x)4+ � (1+4 x+ x2 )
(1� � )(1 � x)4+ � (1� x2 )

(1.51)

a pre index polydisperzivity platí

PDI =
((1 � � )(1 � x)3 + � (1 + x))((1 � � )(1 � x) + � )

((1 � � )(1 � x)2 + � )2
(1.52)

Ak dosadíme za� = 1, v²etky uvedené vz´ahy sa zjednodu²ia a prejdú na
rovnice jednoduchého isodesmického modelu.
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2. Ciele práce
Hlavným cie©om tejto bakalárskej práce je charakterizácia vplyvu protón-

deutériovej výmeny na G-tetrády a ich samoasociáty, G-kvadruplexy, vyuºitím
Ramanovej spektroskopie. ’tudované budú spektrálne zmeny vybraných vzoriek
GMP v rôznych fázach (roztok, vyschnutý depozit a amorfný lyo�lizát) a skúmaný
bude aj vplyv zmeny stabiliza£ného iónu a cukornatej zloºky GMP na ²truktúru
a samoskladbu v prostredí ´aºkej vody. V rámci ²túdia stability G-kvadruplexov
sa pokúsime ur£i´ teplotu topenia deuterovaných aglomerátov GMP.

Uvedené ciele sú systematicky zhrnuté v nasledujúcich bodoch:

1. Re²er² dostupných zdrojov pokrývajúcich ²túdium tvorby a ²truktúry mono-
nukleotidových G-kvadruplexov so zameraním na vplyv izotopickej zámeny.
’túdium základných asocia£ných modelov umoº¬ujúcich popis samoskladby
nukleotidov.

2. Zoznámenie sa s metódami vibra£nej spektroskopie - s dôrazom na Rama-
novu spektroskopiu a mikrospektroskopiu, vrátane ich teoretických princí-
pov a in²trumentalizácie. Osvojenie si metód multivariantného ²tatistického
spracovania súborov experimentálnych dát.

3. Získanie experimentálnych spektier vybraných vzoriek roztokov G - kvad-
ruplexov v prostredí ´aºkej vody pri rôznych fyzikálno-chemických podmien-
kach.

4. Vyuºitie Ramanovej mikroskopie k získaniu experimentálnych spektier G-
kvadruplexov vo forme vyschnutých kvapiek a lyo�lizátov.

5. Charakterizácia zmien v ²truktúre G-kvadruplexov v rôznej fáze vyvolaná
deuteráciou pomocou kombinácie ²tatistického a empirického priradenia
vibra£ných pásov. Identi�kovanie ²truktúrne a konforma£ne citlivých spek-
trálnych markerov spojených s protón-deutériovou výmenou.

6. Popis samoskladby GMP pomocou vybraných asocia£ných modelov a ich
vyuºitie k ur£eniu teploty topenia mononukleotidových G-kvadruplexov v
prostredí ´aºkej vody v závislosti na zvolenom stabiliza£nom katióne a prí-
tomnej cukornatej zloºke.
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3. Metódy

3.1 Príprava vzoriek

Pri príprave vzoriek boli pouºité komer£ne dostupné soli mononukleotidov
5'-rGMP, resp. 5'-dGMP vo forme bieleho kry²talického prá²ku:

� Guanozín-5'-monofosfát disodný (Na2-5'-rGMP) s £istotou � 99% (G8377-
5G) od výrobcu Sigma-Aldritch (Merck)

� 2'-Deoxyguanozín-5'-monofosfát disodný (Na2-5'-dGMP) (ND02996) od vý-
robcu Carbosynth (Biosynth)

Ako hlavné rozpú²´adlo bol pouºitý Deutériumoxid (D2O) 99,8 Atom-% D od
výrobcu Witega. Ak nie je uvedené inak, v²etky ¤alej uvedené roztoky sú v ´aºkej
vode.

Príprava roztokov pre meranie teplotných závislostí

Pre merania teplotných závislostí boli sodné vzorky rozpustené v ´aºkej vode
(D2O) s výslednou koncentráciou� 100 mM. Vzorky boli následne zlyo�lizované,
teda dehydratované pri vákuu a nízkej teplote. Lyo�lizáty boli opä´ rozpustené
v D2O, tentokrát s výslednou koncentráciou� 600 (5'-rGMP) aº � 1000 mM
(5'-dGMP).

Pouºívané boli aj didraselné soli 5'-rGMP a 5'-dGMP nekomer£ného pôvodu.
K2-5'-rGMP bol prípravený na Fyzikálnom Ústave UK ’. Jílkom v £ase pred
rie²ením bakalárskej práce. 5'-rGMP vo forme vo©nej kyseliny bol rozpustený v
H2O na � 20 mM a následne bol titrovaný hydroxidom draselným (KOH) na pH
= 8,4. Vzorka bola nakoniec lyo�lizovaná v H2O (Jílek, 2021). Daný lyo�lizát sme
rozpustili na 100 mM v D2O a opätovne lyo�lizovali, aby mohla nasta´ protón-
deutériová výmena. Pred meraním bola uº v D2O lyo�lizovaná vzorka rozpustená
v D2O na výslednú koncentráciu 600 mM.

V prípade prípravy K2-5'-dGMP nie je na trhu k dispozícii vo©ná kyselina 5'-
dGMP a musel by´ zvolený alternatívny spôsob prípravy, pri ktorom bola vyuºitá
vy²²ia a�nita draslíka ku GMP. 860 mM roztok lyo�lizovaného Na2-5'-dGMP
bol zriedený na polovicu a bol k nemu pridaný ekvimolárny D2O roztok KCl, s
výslednou koncentráciou 430 mM K2-5'-dGMP.

Pracovali sme s roztokmi 5'-rGMP a 5'-dGMP s nábojom 2-, pri£om pH sa
pohybovalo okolo hodnoty 8,5. Táto hodnota je dostato£ne vzdialená od dvoch
najbliº²ích pK A kon²tánt (pK A3 = 6,27 a pKA4 = 10,6) (Jílek, 2021).

Komer£né prá²kové vzorky aj lyo�lizované vzorky vykazovali zna£ne neho-
mogénnu hydratáciu. Z tohto dôvodu sa nebolo moºné spo©ahnú´ na naváºku a
bolo nutné kontrolova´ koncentráciu pripravených vzoriek pomocou UV absorp£-
ného merania. Popis aparatúry, postup merania absorbancie a výsledné hodnoty
koncentrácie sú uvedené v sekcii 3.2.
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Príprava roztokov s rôznym pomerom H 2O : D 2O

Pre ²túdium efektu £iasto£nej protón-deutériovej výmeny boli pripravené 600
mM roztoky rozpustením kry²talického Na2-5'-rGMP v rôznom pomere deionizo-
vanej vody (H2O) a ´aºkej vody (D2O), konkrétne v pomere 1:1, 1:2 a 2:1.

Príprava vzoriek pre DCDR

Ramanova spektroskopia kvapkovo naná²aných povlakov (DCDR - Drop Co-
ating Raman spectroscopy) je ²peciálnou technikou Ramanovej mikroskopie, pri
ktorej je signál zbieraný z povlaku, ktorý vznikol vyschnutím kvapky roztoku so
vzorkou. Ako podklad je pouºitý hydrofóbny povrch, v¤aka ktorému pri odparo-
vaní dochádza k prekoncentrovaniu, t.j. zvý²eniu koncentrácie skúmanej vzorky.
Výsledkom odparovania sú prstence - tzv. kávové krúºky, alebo obecné povlaky,
ktoré sú pouºité pre zber dát. DCDR preto umoº¬uje meranie Ramanových spek-
tier roztokov s nízkou koncentráciou a malým objemom (Kuiºová a kol., 2021).

V rámci DCDR boli z pripravených roztokov, t.j. guanozín-5'-monofosfátu vo
forme disodnej a didraselnej soli, 2'-deoxyguanozín-5'-monofosfátu vo forme di-
sodnej a didraselnej soli rozpustených v D2O nanesené 2� l kvapky na pripravené
laboratórne sklí£ko. Rovnako tak bolo vykonané pre roztoky Na2-5'-rGMP v po-
mere deionizovanej vody (H2O) a ´aºkej vody (D2O) 1:1, 1:2 a 2:1. Kvapky boli
po£as schnutia uskladnené v desikátore, aby sa zamedzilo spätnej deutérium-
protónovej výmene pri kontakte so vzdu²nou vlhkos´ou, £o sme pozorovali v
roku 2023 v priebehu rie²enia ²tudentského fakultného grantu (SFG, vi¤. príloha
A.1.1).

Laboratórne vybavenie

Pri príprave vzoriek bolo okrem ²tandardného laboratórneho príslu²enstva
vyuºité nasledujúce laboratórne vybavenie:

� Digitálne analytické váhy Mettler Toledo AG245

� ThermoMixer Confort od výrobcu Eppendorf

� Centrifúga GMPLab TM GilsonTM Minicentrifúga

� Vortex

� Pipety Gilson TM PIPETMAN

� Lyo�lizátor SCANVAC CoolSafe TM
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3.2 Absorp£né metódy

3.2.1 UV - Vis Specord 250 absorp£ný spektrometer

UV - Vis Specord 250 je dvojlú£ový absorp£ný spektrometer od spolo£nosti
Analytik Jena s teplotne stabilizovaným kyvetovým priestorom. Umoº¬uje presné
merania v ultra�alovo-vidite©nej oblasti 190 nm aº 1100 nm. K excitácii vyuºíva
halogénovú ºiarovku a deutériovú výbojku. Obsahuje CDD (Cooled Double De-
tection) chladený detektor a monochromátor s vysokým rozlí²ením a nastavite©-
nou ²trbinou. Optické prvky pochádzajú od spolo£nosti Zeiss. Ovládanie apa-
ratúry spravuje program WinASPECT, ktorý umoº¬uje meranie absorbancie,
spektier a kalibra£ných kriviek.

Kontrola koncentrácie vzoriek zmeraním UV absorbancie

Pred meraním absorbancie bolo potrebné vzorky zriedi´ na takú koncentráciu,
aby hodnota absorbancie v maxime neprekra£ovala hodnotu 1. V prípade disodnej
a didraselnej soli 5'-rGMP sa ukázalo dosta£ujúce 900Ö zriedenie, pri£om riedenie
v dvoch krokoch sa ukázalo ako vhodnej²ie neº jednokroková varianta, ktorá bola
ve©mi citlivá na vznik chýb pre pipetovanie ve©mi malých objemov roztokov. V
prípade Na2-5'-dGMP bolo potrebné 1200Ö riedenie.

Spektrá boli merané v rozsahu 190 - 300 nm. Meranie absorbancie bolo vy-
konané vo£i referencii t.j. vo£i D2O, získané bolo absorp£né spektrum skúmanej
vzorky bez vplyvu rozpú²´adla. Na obrázku 3.1 je uvedený príklad zmeraného
absorp£ného spektra, pre 900Ö zriedené K2-5'-rGMP.

Obr. 3.1: Absorp£né spektrum K2-5'-rGMP s vyzna£enými hodnotami absorban-
cie pre ur£ovanie koncentrácie danej vzorky pomocou tabelovaných hodnôt mo-
lárnych extink£ných koe�cientov.
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V tabu©ke 3.1 sú uvedené pôvodné koncentrácie, s akými boli vzorky pripravo-
vané (z lyo�lizátov) a koncentrácie výsledných roztokov pouºitých pri meraniach.
K2-5'-dGMP bolo pripravované zo vzorky s overenou koncentráciou, jej koncen-
trácia preto nebola kontrolovaná pomocou UV absorpcie a uvedená nepresnos´ v
tabu©ke 3.1 odpovedá neistote koncentrácie pôvodnej vzorky.

Tabu©ka 3.1: Porovnanie východiskových a výsledných koncentrácií roztokov z
lyo�lizovaných vzoriek pod©a UV absorp£nej spektroskopie

Vzorka c (mM) creal
* (mM) creal

** (mM)

Na2-5'-rGMP � 600 521� 2 520� 10
K2-5'-rGMP � 600 475� 2 475� 10

Na2-5'-dGMP � 1000 862� 2 860� 15
K2-5'-dGMP � 430 - 430� 10
* Odhad chyby na základe rozdielu v pouºitých extink£-
ných koe�cientoch
** Odhad chyby aj so zapo£ítaním chyby riedenia

Koncentrácie boli získané z UV absorp£ných spektier vyuºitím Lambert - Be-
erovho (1.10) zákona a tabelovaných hodnôt molárneho extink£ného koe�cientu
pri vlnovej d¨ºke � = 260 nm kde "260 = 12,08 l�mmol-1�cm-1 pre 5'-rGMP a
"260 = 12,18 l�mmol-1�cm-1 pre 5'-dGMP (Cavaluzzi a Borer, 2004). V danej pub-
likácii sú okrem molárnych extink£ných koe�cientov pri� = 260 nm uvádzané
aj koe�cienty pre � max = 252 nm, "max = 14,09 l�mmol-1�cm-1 pre 5'-rGMP a
"max =14,23 l�mmol-1�cm-1 pre 5'-dGMP. Výpo£et koncentrácie pomocou týchto
dvoch údajov vedie vºdy k rôznej hodnote pre danú vzorku, odkia© odhadujeme
presnos´ ur£enia koncentrácie. Vzh©adom na prácu s malými objemami vzoriek
mohla pri riedený vznika´ dodato£ná chyba, ktorá by sa premietla do ur£enia
koncentrácie. Túto chybu odhadujeme na základe polovice najmen²ieho dielika
pouºitých pipiet.
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3.3 Rozptylové metódy

Pre merania Ramanových spektier bol vyuºitý Ramanov spektrometer SPEX
skon²truovaný na Oddelení fyziky biomolekúl na Fyzikálnom ústave UK a konfo-
kálny Ramanov mikroskop Alpha300 RSA (WITec).

3.3.1 Ramanov spektrometer SPEX

Makroskopické merania kvapalných vzoriek prebiehali na Ramanovom spek-
trometri SPEX. Zaloºený je na spektrografe SPEX 270M od spolo£nosti Jobin-
Yvon s ohniskovou vzdialenos´ou 270 mm a priemerom kolima£ného zrkadla
50 mm. Ako excita£ný zdroj bol pouºitý Nd:YAG laser s vlnovou d¨ºkou 532 nm,
konkrétne 2. harmonická frekvencia jeho základnej vlnovej d¨ºky 1064 nm. Spek-
trometer vyuºíva pravouhlú geometriu, kde dopadajúci lú£ prechádza le²teným
dnom kyvety a rozptýlené ºiarenie je následne zbierané pod 90° uhlom. Precho-
dom cez hranový (edge) �lter je od�ltrovaný Rayleigho rozptyl, ºiarenie je ¤alej
objektívom fokusované a prechádza do spektrografu, kde dochádza k jeho difrakcii
na zvolenej mrieºke. Pouºitá bola mrieºka s ozna£ením G1 s 1200 vrypmi/mm.
Difraktované ºiarenie je detekované CCD detektorom s piezoelektrickým chla-
dením. Teplotne stabilizovaný kyvetový priestor, t.j. medený blok temperovaný
vodnou láz¬ou Neslab od spolo£nosti Thermo Scienti�c, umoº¬uje meranie tep-
lotných závislostí. Dostupné softvérové vybavenie spektrometra okrem automa-
tických meraní umoº¬uje aj jednoduché meranie kalibra£ných spektier.

Meranie teplotnej závislosti spektier

Merané boli teplotné závislosti spektier 5'-rGMP vo forme disodnej a didra-
selnej soli a 5'-dGMP vo forme disodnej a didraselnej soli rozpustených v D2O.
Pri meraniach boli pouºité kremenné 1,00 mm Quartz kyvety s objemom 350� l,
objem meraných vzoriek sa pohyboval v rozmedzí 200-300� l. Cie©om bolo zmera-
nie spektier v ²irokom rozsahu teplôt po£ínajúc najniº²ími teplotami (vzorky boli
najskôr schladené z izbovej teploty na 2°C), postupný ohrev nad odhadovanú
teplotu topenia príslu²nej vzorky a opätovné ochladzovanie na východziu teplotu
2 °C. Vzh©adom na odli²nú reakciu meraných roztokov na ohrev/ochladzovanie
nebolo potrebné, resp. moºné merania uskuto£ni´ v rovnakom teplotnom rozsahu
pre v²etky vzorky. V okolí odhadovanej teploty topenia bol zvolený jemnej²í krok
v zmene teploty. Po zvý²ení, resp. zníºení teploty teplotnej lázne, v ktorej bola
kyveta umiestnená, bol vyhradený £as aspo¬ 4 minúty (po dosiahnutí ºelanej tep-
loty na termostate) na ustálenie teploty v kyvetovom priestore, po jeho uplynutí
bolo meranie spustené. V rozsahu 2-85°C bolo merané aj spektrum rozpú²´adla,
t.j. £istej D2O.

Spektrá boli merané v ²irokom rozsahu vlno£tov, 200-2300 cm-1. Výkon lasera
bol pri v²etkých meraniach 0,7 W, mrieºka s 1200 vrypmi/mm bola nastavená
na polohu 31550. Expozi£ná doba bola zvolená tak, aby bola optimálne vyuºitá
intenzitná kapacita CCD detektora a po£et akumulácií signálu, ktorý bol prie-
merovaný do výsledného spektra, bol nastavený tak, aby bolo získané kvalitné
spektrum s potla£eným ²umom. Celkový £as merania jedného spektra sa pohy-
boval rozmedzí 4-5 minút. S jednotlivými vzorkami po£as celého trvania merania
teplotnej závislosti nebolo manipulované.
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Meranie Na2-5'-rGMP prebiehalo zahrievaním v rozsahu 2 aº 70°C a nasle-
dovným ochladzovaním zo 70 na 2°C. Podobne tomu bolo pri Na2-5'-dGMP,
ktoré bolo z 2°C zahriate na 40°C a opätovne ochladené na 2°C.

K2-5'-rGMP bolo merané od 2°C k teplote 70 °C. Pri ochladzovaní vzorka
za£ala vykazova´ správanie, ktoré znemoºnilo získanie ¤al²ích spektier, objem
vzorky v kyvete sa vyzráºal do podoby tuhých bielych vlákien, vzorka za£ala
rozpty©ova´ a navy²e bolo pozorované zna£né zníºenie signálu.

Vzorku K2-5'-dGMP bolo v rámci jej prípravy potrebné zahria´ na vy²²iu tep-
lotu, ke¤ºe pri izbovej teplote preukazovala tendenciu prechodu do formy tuhého
bieleho sedimentu. Meranie bolo preto uskuto£nené zahriatím na 60°C (v¤aka
£omu vzorka pre²la spä´ do kvapalného skupenstva) a nasledovným ochladzo-
vaním na 8 °C, pod ktorými sa vzorka opä´ za£ala zráºa´, £o ¤al²ie meranie
znemoº¬ovalo.

Meranie roztokov s rôznym stup¬om protón-deutériovej výmeny

Roztoky Na2-5'-rGMP s troma rôznymi pomermi D2O a H2O boli merané pri
teplote 5, 20 a 50°C, výkon lasera bol 0,7 W a kombinácia expozi£nej doby a
po£tu akumulácií odpovedala dobe merania jedného spektra 5 minút.

3.3.2 Ramanov mikroskop Alpha300 RSA (WITec)

Ramanova mikroskopia kombinuje informáciu získanú z Ramanovho spektro-
metra s informáciou o pozícii na vzorke, ktorú poskytuje optická mikroskopia. V
konfokálnom usporiadaní mikroskop obsahuje bodovú clonu, ktorá �ltruje svetlo
mimo ohniskovú rovinu a detekovaný signál pochádza len z vybranej h¨bky vzorky
(Smith a Dent, 2004). Ve©kou výhodou je moºnos´ h¨bkového pro�lovania vzoriek
alebo spektrálneho mapovania - zmeranie spektra z kaºdého pixela vo vybranej
oblasti poskytuje spektrálnu mapu a na základe jej analýzy môºe by´ ur£ovaná
priestorová variácia v intenzite vybraných vibrácií, £o poskytuje detailnú infor-
máciu o chemickom zloºení danej oblasti vzorky.

Na mikroskopické merania pevných vzoriek a kvapkovo naná²aných povlakov
bol pouºitý konfokálny Ramanov mikroskop Alpha300 RSA od spolo£nosti WI-
Tec. V rámci svojej kon²trukcie je kombinovaný s mikroskopiou atomárnych síl
(AFM) a optickou skenovacou mikroskopiou v blízkom poli (SNOM). Umoº¬uje
získanie Ramanovho spektra z kaºdého pixela obrazu. Vyuºíva k tomu zabudo-
vaný UHTS (Ultra-High Throughput Spectrometer) spektrometer s ohniskovou
vzdialenos´ou 30 cm a mrieºkou s 600 vrypmi/mm. Pri meraniach bol ako exci-
ta£ný zdroj pouºitý laser s vlnovou d¨ºkou 532 nm a v priebehu meraní spektier
bol mikroskop v reºime spätného osvetlenia. Vzorky sú polohované manuálne po-
mocou pridruºeného softvérového vybavenia WITec Suite SIX, konkrétne jeho
programu Control SIX. Prvotnú úpravu a analýzu spektier a spektrálnych máp,
vrátane procedúry odstránenia kozmických lú£ov (Cosmic Rays Removal, CRR)
alebo klastrovej analýzy, moºno vykona´ v programe Project SIX. V danom uspo-
riadaní moºno vytvori´ aj fotogra�e skúmaných oblastí, a to bu¤ v reºime spät-
ného osvetlenia alebo v reºime �bright-�eld�.
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Meranie spektier pevných vzoriek a DCDR

Na Ramanovom mikroskope boli merané D2O lyo�lizáty Na 2-5'-rGMP, Na2-5'-
dGMP, K 2-5'-rGMP, ale aj K2-5'-rGMP lyo�lizovaný v H 2O. K2-5'-dGMP vzh©a-
dom na spôsob prípravy nebol k dispozícii vo forme lyo�lizátu. „alej bol Ramanov
mikroskop vyuºitý aj pre DCDR meranie vyschnutých kvapiek. Pred jednotli-
vými meraniami bolo na vzorkách vyh©adané vhodné miesto na získanie spektra.
Následne boli zmerané bodové spektrá z viacerých oblastí na kvapke/lyo�lizáte,
prípadne boli vyhotovené spektrálne mapy.

Pri meraniach bol pouºitý objektív Carl Zeiss 50Ö/0.55 LD. Výkon lasera bol
v rozmedzí 30 aº 35 mW.

Umiestnenie mrieºky má vplyv na kvalitu merania vo vybranej spektrálnej
oblasti. V súlade so zisteniami v práci Valá²ková (2022) bol teda stred mrieºky
nastavený na polohu 1950, v¤aka £omu predídeme deformáciám v nízkofrekven£-
nej oblasti vplyvom edge �ltra. Odpovedajúci rozsah meranej oblasti je potom
pribliºne -160 aº 3610 cm-1.

V rámci merania bodových spektier bol zvolený po£et akvizícií 120 s integ-
ra£nou dobou 1 s.

Rozmery skenovanej oblasti pri meraní spektrálnych máp sa v závislosti na
vzorke pohybovali v rozmedzí 10Ö20 � m aº 30Ö30 � m. Po£et skenov udávalo
nastavenie parametrov �points per line� a �lines per image�, naj£astej²ie boli
volené hodnoty 15Ö15 a 20Ö40. V závislosti na ve©kosti skenovanej oblasti bolo
teda dosahované rozlí²enie 0,25 aº 4 skeny/� m2 a typická mapa obsahovala 225
aº 800 spektier. Integra£ná doba pre spektrálne mapy bola 0,5 s.
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3.4 Spracovanie dát

3.4.1 Spracovanie spektier

Spektrá namerané na Ramanovom spektrometri SPEX boli skalibrované po-
mocou lokálneho Python programu TolKalSpec APLHA v4 vyuºitím kalibra£ných
spektier toluénu vyhotovených pred jednotlivými meraniami. Okrem kalibrácie
tento program vykonáva aj interpoláciu nameraných spektier na ekvidi²tantnú
vlno£tovú ²kálu.

Na spracovanie spektier bol vyuºitý MATLAB, verzia R2011a a programový
balík vyvinutý J. Palackým (Palacký, 2013). Konkrétne bol vyuºívaný program s
názvom �Background�, v ktorom bola vykonaná baseline korekcia, intenzitná nor-
malizácia a korekcia na pozadie a rozpú²´adlo. Tento program vyuºíva singulárny
rozklad (vi¤. sekcia 3.4.2) ako multivariantnú ²tatistickú metódu spracovania sú-
borov spektier. V rámci správneho od£ítania pozadia rozpú²´adla (pre vä£²inu
vzoriek D2O) boli spektrá najskôr normalizované na intenzitu pásu O-D vibrá-
cií (2400-2500 cm-1). Pri od£ítaní rozpú²´adla v spektrách teplotných závislostí
boli vºdy pouºité spektrá £istej D2O pri rovnakej teplote. V spektrách bola ¤alej
vykonaná korekcia pozadia (spliny), s cie©om odstráni´ reziduálnu �uorescenciu
alebo ²irokopásmový (Mieho) rozptyl. Spektrá boli nakoniec normované na prvú
faktorovú komponentu, t.j. priemerné spektrum.

Bodové spektrá a spektrálne mapy získané z Ramanovho mikroskopu Alpha
300 RSA boli prvotne spracované v pridruºenom programe Project SIX. Boli od-
stránené signály odpovedajúce detekcii kozmického ºiarenia (tzv. spikes) pomocou
procedúry CRR (Cosmic rays removal) a v prípade spektrálnych máp bola pouºitá
funkcia �True Component Analysis�, ktorá ²tatisticky rozkladá namerané spek-
trá na zvolený po£et komponentov. Funkcia �Average spectra� potom umoºnila
vytvorenie priemerného spektra z vymedzenej oblasti skenu. „al²ie spracovanie
spektier, zah¯¬ajúce normalizáciu a korekciu pozadia, bolo vykonané rovnako ako
v prípade kvapalných vzoriek.

Grafy zobrazujúce výsledky spracovania boli vytvorené bu¤ v programe Ori-
ginPro 2020b verzia (OriginLab Corporation), alebo v programe SigmaPlot, ktorý
bol vyuºívaný aj pri �tovaní faktorových komponentov spektier z teplotných zá-
vislostí (vi¤. sekcia 3.4.3).

3.4.2 Faktorová analýza a singulárny rozklad

Faktorová analýza je multivariantná metóda redukcie matíc dát na ich naj-
niº²iu dimenziu prostredníctvom ortogonálneho faktorového priestoru a trans-
formácií. Výsledkom môºu by´ predikcie a ur£enie rozpoznate©ných faktorov v
experimentálnych dátach (Malinowski, 2002). V rámci faktorovej analýzy je dôle-
ºitou matematickou metódou singulárny rozklad (Singular value decomposition,
SVD), ktorého úlohou je rozklad matice dát na jej vlastné £ísla. Umoº¬uje reduk-
ciu súborov dát bez významnej straty informácie (napríklad vyradením ²umu) a
identi�káciu nezávislých komponentov v dátach.

V kontexte spektrálnych sérií, akými sú napríklad teplotné závislosti,i -te
spektrum reprezentujemeYi (�~k), kde �~k zna£í závislos´ na vlnovom £ísle. Celá
spektrálna séria je potom reprezentovaná maticouY, so st¨pcami odpovedajú-
cimi jednotlivým spektrám a riadkami, ktoré sú funkciou vlno£tu. Pre singulárny
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rozklad takejto matice platí

Y(�~) = V � W � S(� ); (3.1)

kde S(� ) je matica tzv. subspektier,V je unitárna matica, ktorá prira¤uje jednot-
livým subspektrám koe�cienty, s ktorými sa kombinujú do pôvodných spektier a
W je diagonálna matica tzv. singulárnych hodnôt, ktoré majú význam ²tatistic-
kých váh. V zloºkách môºeme pre singulárny rozklad písa´

Yi (�~k) =
nX

j =1

wj Vij Sj (�~k); (3.2)

kde Sj (�~k) sú jednotlivé subspektrá,wj sú ich ²tatistické váhy a Vij sú normali-
zované koe�cienty. �~k predstavujú body i -teho spektra.

Normalizované koe�cienty Vij a subspektráSj (�~k) musia sp¨¬a´ relácie orto-
normality, takºe

KX

k=1

Sj (�~k)Sm (�~k) = 0 pre j 6= m;
KX

k=1

Sj (�~k)Sj (�~k) = 1 ; (3.3)

nX

i =1

Vij Vim = 0 pre j 6= m;
nX

i =1

Vij Vij = 1: (3.4)

Výhoda faktorovej analýzy spo£íva v moºnosti redukcie celého súborun spek-
tier tak, ºe obmedzením sa na men²í po£et spektierM , kde M < n , sa singulárny
rozklad 3.2 bude lí²i´ maximálne o experimentálnu chybu (vy²²ie, ²tatisticky me-
nej významné spektrá odpovedajú ²umu). Získaná je dobrá aproximácia pôvodnej
spektrálnej série s niº²ím po£tom nezávislých spektier v sérii, t.j. niº²ou faktoro-
vou dimenziouM . Prvé, ²tatisticky najvýznamnej²ie subspektrum, predstavuje
priemerné spektrum v sérii, ¤al²ie subspektrá reprezentujú spektrálne zmeny.

Odhad faktorovej dimenzie vykonávame na základe priebehu reziduálnej chyby
� R v závislosti na po£te zapo£ítaných subspektier. Reziduálna chyba� R je de�-
novaná ako

� R =

vu
u
t

P n
j = M +1 w2

j

K (n � M )
: (3.5)

Zapo£ítanie ¤al²ieho subspektra nad vhodnýmM uº nepriná²a nové informácie
a priebeh reziduálnej chyby� R je vtedy lineárny. Medzi ¤al²ie indikátory hod-
noty faktorovej dimenzie patrí aj ²um v jednotlivých subspektrách alebo pokles
²tatistických váh.

Pôvodné spektrá v sérii moºno zrekon²truova´ pomocou sú£tu tzv. spektier
£istých foriemZn (�~k) vynásobených ich váhami
 in . Spektrá £istých foriem sú li-
neárnou kombináciou subspektierSj (�~k) kde príslu²né koe�cienty lineárnej kom-
binácie Cnj získame zo sústavy rovníc

MX

j =1


 in Cnj = Vij wj : (3.6)

Pre spektrá £istých foriem teda potom platí

Zn (�~k) =
MX

j =1

Cnj Sj (�~k) (3.7)
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a pôvodnú spektrálnu sériu získame ako

Yi (�~k) =
MX

n=1


 in Zn (�~k): (3.8)

Komplexný popis metód faktorovej analýzy je uvedený napríklad v knihe (Ma-
linowski, 2002). Podrobné základy fungovania pouºitých programov na baseline
korekciu, intenzitnú normalizáciu spektier alebo odpo£et pozadia vyuºitím SVD
moºno nájs´ v £lánku (Palacký a kol., 2011) alebo v práci (Palacký, 2013).

3.4.3 Spracovanie teplotných závislostí

Faktorová dimenzia spracovávaných teplotných spektrálnych závislostí bola vo
v²etkých ²tudovaných prípadoch vyhodnotená ako ²tyri. Preto boli uvaºované len
dve hlavné spektrálne rozlí²ite©né formy, pri£om kaºdá vykazuje lineárnu spek-
trálnu odozvu na teplote.

V takom prípade je celková koncentráciac0 daná ako

c0 = cmon + cagg; (3.9)

kde cagg zastupuje koncentráciu látky vo v²etkých moºných stup¬och agregácie,
okrem triviálneho.

Fitovacia procedúra

Fitovanie výsledkov SVD bude ma´ nasledujúci tvar

((a10 + a11T)cmon + ( b10 + b11T)cagg) =
q

W1 = V1(T)
q

W1

((a20 + a21T)cmon + ( b20 + b21T)cagg) =
q

W2 = V2(T)
q

W2

((a30 + a31T)cmon + ( b30 + b31T)cagg) =
q

W3 = V3(T)
q

W3

((a40 + a41T)cmon + ( b40 + b41T)cagg) =
q

W4 = V4(T)
q

W4

(3.10)

V²etky Vi (T) sú �tované sú£asne. K dispozícii je 16 lineárnych parametrov a
koncentráciecmon a cagg, ktoré na asocia£nej kon²tanteK závisia nelineárne.K
je tieº teplotne závislá a vyjadri´ ju vieme ako

K = e
( � � H � T � S )

RT (3.11)

kde R = 8,314 J�mol-1K -1 je plynová kon²tanta. Hlavné �tovacie parametre sú
teda � H a � S.

Konkrétne vyjadrenie koncentrácie monomérucmon závisí na zvolenom aso-
cia£nom modeli. Implementujeme dva z troch vy²²ie spomenutých, a to model
diméru (pre ktorý platí cm = � 1+

p
1+8 Kc 0

4K ) a jednoduchý isodesmický model
(x = 2L +1 �

p
1+4 L

2L , kde L = Kc0 a x = Kcmon sú zavedené substitúcie).
Z výsledkov �tovacej procedúry sme potom pod©a vz´ahov pre príslu²ný model

uvedených v sekcii 1.3.1 schopní dopo£íta´ teplotu topeniaTm , stredné stupne po-
lymerizácie, index polydisperizivity, ale aj koncentráciecmon (T), cagg(T) a spektrá
£istých foriem pri rôznych teplotách.
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4. Experimentálne výsledky

4.1 Vplyv protón-deutériovej výmeny na spek-
trá Na 2-5'-rGMP

V rámci charakterizácie vplyvu deuterácie na mononukleotidové G - kvad-
ruplexy (mG4) je potrebné vedie´ interpretova´ ich spektrá z h©adiska významu
jednotlivých spektrálnych pásov, t.j. identi�kova´ ²trukturálne a konforma£né
markery £i priradi´ pásy konkrétnym vibra£ným prechodom. Detailnú inter-
pretáciu vibra£ných spektier umoº¬ujú simulácie spektier na základe kvantovo-
mechanických princípov, tie v²ak v prípade deuterovaných GMP v sú£asnosti
k dispozícii nie sú. Preto sme sa rozhodli vykona´ sériu meraní spektier Na2-5'-
rGMP v roztokoch s rôznym pomerom D2O a H2O. Namerané spektrá odpovedali
rôznemu stup¬u protón-deutériovej výmeny a umoºnili nám tak rozpozna´, kam
sa dané pásy v dôsledku deuterácie posúvajú. Vibra£ná analýza v H2O bola vy-
konaná na základe dostupných ²túdií. Hlavnými zdrojmi bolo Nishimura a kol.
(1986), Benevides a kol. (2005) a Schrenková a kol. (2023).

Meranie roztokov disodnej soli 5'-rGMP sme vykonali jednak v £istej D2O
a H2O a v ich zmesiach v pomere 2:1, 1:1 a 1:2. Kaºdé meranie prebehlo pri
troch teplotách: 5 °C, kde pozorujeme zagregovanú formu, t.j. mG4, 25°C, kde
sa pribliºujeme teplote topenia a 50°C, kde vzorka obsahuje len vo©né monoméry
5'-rGMP2-. Porovnanie spektier agregátov s rôznym stup¬om H-D výmeny je
znázornené na obrázku 4.1b, pre monoméry na obrázku 4.1a. Spektrá v²etkých
vzoriek pri v²etkých meraných teplotách vrátane detailného porovnania rôznych
spektrálnych oblastí sú k nahliadnutiu v prílohe A.1.2.

V obrázkoch sú vyzna£ené len najvýraznej²ie spektrálne pásy. Polohy v²etkých
detekovaných pásov (pomocou druhej derivácie spektrálnych pro�lov) vrátane ich
priradenia sú uvedené v tabu©ke 4.1.

Za ú£elom detailnej²ieho popisu spektrálnych zmien môºeme spektrá rozdeli´
na nieko©ko hlavných oblastí:

Oblas´ A: 230 - 470 cm -1

V tejto oblasti pozorujeme výrazné zmeny vyvolané aglomeráciou. Pásy v
spektrách monomérov splývajú do jedného ve©mi ²irokého pásu a detailné rysy
sú ´aºko rozlí²ite©né. Naopak v prípade aglomerátov celá oblas´ dostáva jasnú
²truktúru a pásy sú dobre rozlí²ite©né. Deuterácia sa pri monoméroch prejavuje
predov²etkým poklesom pásu na 366 cm-1 a s tým spojeným nárastom pásu na
345 cm-1. Pri agregátoch je najvýraznej²ou zmenou pokles pásu na 382 cm-1 a
nárast pásu na 354 cm-1. Pásy v tejto oblasti odpovedajú hlavne mimorovinným
deformáciám purínového cyklu. Pásy, u ktorých pozorujeme posun, potom prav-
depodobne odpovedajú mimorovinnej vibrácii� (C-NH2), ktorá bude ovplyvnená
H-D výmenou na amínovej skupine.
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(a) Ramanovo spektrum monoméru Na2-5'-rGMP v D 2O a H2O

(b) Ramanovo spektrum agregátu Na2-5'-rGMP v D 2O a H2O

Obr. 4.1: Vplyv protón-deutériovej výmeny na Ramanove spektrá roztoku agre-
gátu a monoméru Na2-5'-rGMP.
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Oblas´ B: 470 - 760 cm -1

V tejto oblasti pozorujeme tri hlavné spektrálne pásy (na cca 495, 575 a
670 cm-1), z ktorých posledný je pomerne výrazne ²truktúrovaný. Prvý z týchto
pásov (odpovedajúci deforma£nej vibrácie guanínu a ribózy) nie je citlivý na
aglomeráciu a len ve©mi slabo reaguje na H-D výmenu posunom z 501 o 7 cm-1

na 494 cm-1.
Druhý pás sa posúva o nie£o výraznej²ie o cca 10 cm-1 (z 585 na 574 cm-1 pri

monomére, z 579 na 569 cm-1 pri agregáte). Zárove¬ v²ak pri agregácii výrazne
získava na intenzite - takmer na dvojnásobok. Odpovedá deforma£nej vibrácii
bázy. Ve©ká miera ovplyvnenia deuteráciou aj aglomeráciou poukazuje na výraz-
nej²ie spojenie aj s pohybom amínovej skupiny, ktorá podlieha H-D výmene a
behom aglomerácie (tvorby tetrád) sa podie©a na Hoogsteenovskom párovaní.

Tretí pás odpovedá dýchacej vibrácii guanínu. Je v²ak vysoko citlivý aj na
konformáciu okolo N-glykozidovej väzby (anti, syn) a puckering ribózového kruhu
(C2-endo, C3-endo). V¤aka tomu je jeho presná poloha £asto vyuºívaná ako mar-
ker týchto konformácií (Benevides a kol., 2005), (Nishimura a kol., 1986) v DNA
a RNA. Deuterácia nemá na polohu tohto pásu ºiaden vplyv, £o je pri dýchacej
vibrácii guanínu o£akávate©né. Vytváranie mG4 (aglomerácia) vedie k zostreniu
spektrálnych rysov, celá oblas´ získa dobre rozlí²ite©nú ²truktúru. To súvisí so stra-
tou konforma£nej �exibility 5'-rGMP pri tvorbe kvadruplexu. Maximum pásu sa
posunie len o 2 cm-1, £o zna£í, ºe pri aglomerácii nedochádza ku zmene prefero-
vanéhoanti / syn konforma£ného usporiadania ani puckeringu ribózy. V prípade
aglomerátov tieº vidíme nízky, ale zrete©ný pás na 644 cm-1, ktorý preto môºeme
povaºova´ za pomocný marker tvorby mG4.

Oblas´ C: 760 - 1030 cm -1

V uvedenej oblasti opä´ �guruje trojica hlavných pásov, cca na 800, 870 a 975
cm-1. Prvé dva súvisia s deforma£nými vibráciami guanínu a ribózy a sú zrejme
ovplyvnené deuteráciou aj aglomeráciou. Pri monoméroch aj aglomerátoch sa
deuterácia prejavuje podobne, ke¤ºe nárast intenzity prvého pásu je spojený s
poklesom intenzity druhého pásu, £o je navy²e sprevádzané malým posunom ma-
xím pásov k niº²ím vlno£tom. Prejavom aglomerácie je nárast intenzity a výrazná
²trukturalizácia druhého pásu na cca 870 cm-1.

Tretí pás odpovedá vibrácii fosfátovej skupiny. Pri deuterácii trochu klesá jeho
intenzita a posúva sa o cca 4 cm-1 k niº²ím vlno£tom. To je spôsobené zmenou
charakteru vodíkových väzieb na rozpú²´adlo pri zámene H2O za D2O.

Oblas´ D: 1030 - 1300 cm -1

Vibra£né pásy v tejto oblasti sú pomerne málo intenzívne. Odpovedajú va-
len£ným vibráciám guanínu, rôznym vibráciám ribózy a deforma£ným vibráciám
CH a NH2 skupín.

Deuterácia sa tu v prípade monoméru aj aglomerátu prejavuje hlavne po-
sunom pásu 1175 na 1167 cm-1 (G-valen£ná + CO-kývavá vibrácia), nárastom
intenzity pásu na 1118 a 1266 cm-1 a poklesom intenzity pásu na 1078 cm-1.
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Oblas´ E: 1270 - 1450 cm -1

V tejto oblasti dominujú valen£né vibra£né módy bázy - guanínu a vibrácie
ribózy (nad cca 1370 cm-1). Polohy a intenzity pásov sú ale citlivé aj naanti / syn
konformáciu a puckering ribózy. Zárove¬ pozorujeme zna£né zmeny pri deuterácii,
£o ukazuje na ve©ký vplyv NH2 deforma£ných vibrácií na guaníne a OH deforma£-
ných vibrácií na ribóze, ktoré budú H-D výmenou ovplyvnené. Vplyv aglomerácie
je v tejto oblasti men²í, s výnimkou pásu na 1338 cm-1 v D2O (1343 cm-1 v H2O),
ktorý sa ²peci�cky objavuje pri tvorbe mG4 a slúºi ako jej marker. Medzi naj-
výraznej²ie rysy patrí pás na cca 1320 cm-1, ktorý je len minimálne ovplyvnení
aglomeráciou aj deuteráciou a pás na cca 1360 cm-1, ktorý na deuteráciu reaguje
výrazným posunom o cca 12 cm-1 k niº²ím vlno£tom.

Oblas´ F: 1430 - 1610 cm -1

V tejto oblasti sa nachádzajú dva najintenzívnej²ie pásy celého spektra. Obi-
dva odpovedajú valen£ným vibráciám guanínovej bázy, kde najvä£²í príspevok
majú elementárne vibrácie� (C=N) a � (C=C). Na deuteráciu je citlivej²í prvý z
nich, pozorujeme tu posun o 6-7 cm-1 k niº²ím vlno£tom (z 1481 na 1475 cm-1

pre monoméry a z 1484 na 1477 cm-1 pre aglomeráty). Poloha druhého pásu je
H-D výmenou prakticky neovplyvnená (1574 cm-1 pre aglomeráty, 1578 cm-1 pre
monoméry). Aglomerácia sa prejavuje priblíºením vlno£tov oboch pásov o cca 7
cm-1 (v D2O aj H2O). Pomerne zaujímavá je zmena intenzity oboch pásov spôso-
bená deuteráciou, ktorá je výrazne odli²ná pre prípad monomérov a aglomerátov.
Pri monoméroch je pomer pásov 1480 a 1578 cm-1 cca 4:3 v H2O a zmení sa na
cca 2:3 v D2O. V spektrách aglomerátov je pomer pásov blízky 1:1, v H2O je o
nie£o vy²²í pás na 1480 cm-1, v D2O zasa ten na 1578 cm-1, ale nejde o výrazný
rozdiel.

Oblas´ G: 1610 - 1750 cm -1

Posledná spektrálna oblas´ obsahuje vibrácie spojené najmä s valen£nou vib-
ráciou karbonylovej skupiny guanínu� (CO), ale tieº s deforma£nými vibráciami
amínových skupín (� (NH) kývavá a � (NH2) noºnicová). Pozorujeme tu výrazné
ovplyvnenie ako dôsledkom H-D výmeny tak tvorbou mG4. H-D výmena ovplyv-
¬uje amínové skupiny priamo a CO skupinu nepriamo. CO skupina sa totiº ú£astní
vodíkových väzieb na okolité molekuly. Pre monoméry pozorujeme posun ²irokého
pásu z 1684 na 1665 cm-1 a zmiznutie pásu na 1630 cm-1. V prípade aglomerátu tu
pribudne nový pás, ktorý slúºi ako spo©ahlivý Ramanovský marker tvorby mG4.
Odpovedá valen£nej vibrácii karbonylu� (CO), ktorý sa v mG4 ú£astní Hoogste-
enovského párovania na NH a NH2 skupiny okolitých guanínov (v mG4) a navy²e
je aj koordinovaný na centrálny katión. V H2O ho pozorujeme na 1731 cm-1, v
D2O na 1700 cm-1.

Protón-deutériová výmena nemení celkový charakter spektier monomérov ani
agregátov 5'-rGMP. Men²í, ale výrazný vplyv má v²ak na vä£²inu spektrálnych
rysov. V tabu©ke 4.1 je zhrnutá vibra£ná analýza nameraných experimentálnych
spektier Na2-5'-rGMP. Hrubým písmom sú vyzna£ené pásy, ktoré sme ozna£ili
aj v spektrách na obrázkoch 4.1. Z h©adiska markerov formovania mG4 máme v
H2O k dipozícii pásy na 290, 382, 544, 579, 876, 1343 a 1731 cm-1, ktorým v D 2O
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odpovedajú pásy na 287, 354, 541, 569, 865, 1338 a 1700 cm-1. V tabu©ke sú v
príslu²ných st¨pcoch pod£iarknuté a sú znázornené na obrázkoch 4.2a a 4.2b.
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Tabu©ka 4.1: Vibra£ná analýza experimentálnych Ramanových spektier Na2-5'-
rGMP vo forme monoméru a aglomerátu v H2O a D2O

D 2 O D 2 O H 2 O H 2 O ƒíslo * Vibrácia

Agregát Monomér Agregát Monomér

234 w 243 w 235 w 243 w
287 w 290 w

314 vw 319 vw 319 sh
vibrácie na ribóze

329 vw 321 sh 335 vw
354 m 344 m / br 354 vw 345 sh

364 vw 366 br/m
G-mimorovinné deformácie

372 sh 383 sh
382 w/m 389 sh � 28 G, C-NH 2 kývavá

393 sh
405 sh

456 vw 446 sh 456 vw 450 w
vibrácie na ribóze

496 m 494 m 502 m 501 m � 27 G, deformácia cyklu + vibrácie na ribóze
510 sh

541 w 540 sh 544 w 540 w G , mimorovinná vibrácia
568 sh

569 s 574 br 579 s 585 m � 26 G, deformácia cyklu
613 sh 621 sh � 25 G, deformácie na kruhu - dýchacia

628 sh 628 w 633 vw 634 sh + vibrácie ribózy
647 w 645 sh 645 vw 648 sh
670 s 669 s 671 s 669 s
677 sh 688 sh 689 sh 688 sh

citlivá na syn / anti usporiadanie

694 vw
704 w 709 sh 710 sh 717 sh � 24 G, deformácie na kruhu
730 w 729 sh

760 vw
789 sh 788 sh 784 w 786 w G, mimorovinné deformácie
801 m 800 w 808 m/br 805 w
811 sh 823 m/br 818 w � 23
846 sh 846 w 851 sh
865 s 863 w 876 s 868 m
874 sh 880 sh 883 sh
901 sh 898 sh 906 w 906 sh

G, deforma£ná na kruhu + vibrácie ribózy

936 vw 949 w � 22 G, deforma£ná na kruhu
976 s 974 s 980 s 977 s � (P=O)
994 sh 996 sh 997 sh 997 sh vibrácie ribózy

1031 vw 1034 w 1015 sh 1024 sh
1057 w 1052 w 1056 w 1043 sh � 21 G, valen£ná na kruhu

1060 sh
1083 vw 1087 sh 1083 br 1078 m
1094 vw

1111 vw

deforma£ná fosfátu + vibrácie ribózy

1121 w 1120 w 1130 w 1127 sh � 20 G, NH 2 kývavá
1144 w 1143 sh � 19 G, valen£ná na kruhu
1172 m 1167 m 1179 m 1175 m � 18 G, C8-H kývavá
1195 vw 1196 vw 1200 w 1205 vw � 16 , � 17
1210 vw 1212 sh

1227 sh prevaºne G, valen£ná na kruhu
1245 w 1244 sh 1238 w 1238 w + vibrácie ribózy
1262 w 1264 w 1263 sh 1256 sh
1273 w 1281 vw

1287 vw 1294 sh

1321 s 1318 s 1325 s 1319 s � 15 , � 14 prevaºne G, valen£ná na kruhu
1329 sh + vibrácie ribózy

1338 w 1343 w mG4 marker
1352 s 1353 s 1364 s 1362 s
1370 w 1380 sh 1386 sh

1389 vw
1398 vw 1400 sh
1424 w 1421 sh 1413 m 1412 m � 13 � (C=N),
1458 sh 1460 sh 1457 sh 1460 sh � 12 , � 11
1475 s 1477 s 1482 s 1485 s

G, valen£ná na kruhu, � (C=N) a � (C=C),

1536 w 1537 sh 1529 w 1535 w � 10 G, valen£ná na kruhu � (C=C) a � (C=N),
1579 s 1575 s 1578 s 1573 s � 9 G, valen£ná na kruhu, najmä � (C=N)

1602 sh 1599 sh
1639 w 1639 w

1647 sh

1663 m 1665 m 1683 br 1684 m/br � 8 , � 7
� (C=O) na G, CO H-viazané na rozpú²´adlo,

� (N-H) a � (NH 2 ) noºnicová

1700 m 1731 m
mG4 marker, kaplované � (C=O) na G

CO H-viazané na NH 2 skupiny a koord. na centrálny katión

* ƒíslovanie pod©a (Nishimura a kol., 1985)
Intenzita: s - silná (35-100%), m - stredná (10-35%), w - slabá (3-10%), vw - ve©mi slabá (1-3%)
sh - rameno, br - ²iroký pás
� - valen£ná, � - deforma£ná
’edou farbou sú vyzna£ené súvisiace vibrácie
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(a) Ramanovo spektrum monoméru a agregátu Na2-5'-rGMP v H 2O

(b) Ramanovo spektrum monoméru a agregátu Na2-5'-rGMP v D 2O

Obr. 4.2: Vplyv aglomerácie na Ramanove spektrá roztoku Na2-5'-rGMP v D 2O
a H2O, s vyzna£enými spektrálnymi markermi tvorby mG4.
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4.2 Vplyv iónov a hydroxylácie ribózy na spek-
trá 5'-GMP v D 2O

V tejto sekcii sa venujeme spektrálnym rozdielom 5'-GMP spôsobených zá-
menou stabilizujúceho katiónu (Na vs. K) a zámenou ribózy za 2'-deoxyribózu.
Najskôr budeme diskutova´ zmeny v spektrách monomérov, následne samostatne
zmeny v spektrách agregátov. Ke¤ºe detailný rozbor spektier Na2-5'-rGMP bol
vykonaný v predo²lej kapitole, zameriame sa len na diskusiu a interpretáciu zmien,
ktoré v porovnaní s týmto spektrom pozorujeme.

4.2.1 Vplyv na spektrá monoméru 5'-GMP

Na obrázku 4.3a sú v prekryve znázornené spektrá sodnej a draselnej soli
5'-rGMP v ´aºkej vode pri vysokej teplote, kedy sú v roztoku prítomné len mo-
noméry. Na prvý poh©ad je zrejmé, ºe spektrá sú prakticky identické, drobné
rozdiely sú pravdepodobne dôsledkom rôznej teploty, pri ktorej boli spektrá zís-
kané. Agregáty s draslíkom majú totiº o mnoho vy²²iu teplotu topenia, neº ich
sodné varianty (detailnej²ie k teplote topenia v kapitole 4.4.5). Obdobné správa-
nie pozorujeme aj v prípade 5'-dGMP na obrázku 4.3b. Spektrá sú opä´ takmer
identické, aj ke¤ bol rozdiel teplôt vy²²í ako pri predo²lom porovnaní. Medzi vý-
raznej²ie odli²nosti tu patrí napríklad zmena intenzity pásu 1575 cm-1 a ur£itú
úlohu má tieº H-D výmena na uhlíku C8 na guaníne, ktorá prebieha len pri vy²-
²ích teplotách. Prejavuje sa pribudnutím pásu na cca 1459 cm-1 a diskutova´ ju
budeme podrobnej²ie v sekcii 4.4.2.

Vä£²í vplv neº vo©ba katiónu má v prípade monoméru zámena 5'rGMP za 5'-
dGMP. Pre obidva katióny pozorujeme identické správanie, ako moºno vidie´ na
obrázkoch 4.4a a 4.4b. Pozorované zmeny identi�kujú pásy odpovedajúce vibrá-
ciám ribózy, £i pásy citlivé na jej konformácie. Medzi najvýraznej²ie zmeny patrí
posun maxima pásu dýchacej vibrácie guanínu z 668 na 683 cm-1. Ide o indiká-
ciu zmeny preferovaného puckeringu ribózy a 2'-deoxyribózy. „alej pozorujeme
zmenu v ²truktúre a intenzite dvoch pásov v oblasti 750-900 cm-1, ktoré odpove-
dajú módom zah¯¬ajúcim vibrácie cukru (vi¤. tabu©ka 4.1). Výrazná je aj zmena
v oblasti 1360-1440 cm-1, v ktorej �gurujú CH a COH deforma£né vibrácie - chý-
bajúca hydroxylová skupina na C2' tu má zrejme výrazný vplyv. „al²ie zmeny
sa prejavujú posunom výrazného pásu z 1318 na 1323 cm-1 spojeným s malým
nárastom jeho intenzity. Napokon moºno tieº pozorova´ posun maxima ²irokého
pásu v nízkofrekven£nej oblasti z 344 na 357 cm-1.
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(a) Ramanovo spektrum monomérov draselnej a sodnej soli 5'-rGMP pri vysokej teplote

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

Obr. 4.3: Vplyv iónov na Ramanove spektrá monomérov 5'-GMP v D2O.
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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 hydroxylácie ribózy na Ramanove spektrá monomérov deutero-
vaných solí 5'-GMP.
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4.2.2 Vplyv na spektrá agregátov 5'-GMP

Podobne ako pri monoméroch, za£neme s popisom vplyvu katiónov na spektrá.
Na obrázkoch 4.5a a 4.5b vidíme prekryv spektier roztokov sodných a draselných
solí 5'-rGMP a 5'-dGMP pri nízkej teplote.

Zatia© £o pri monoméroch nemala vo©ba katiónu v spektrách ºiadnu úlohu, v
prípade agregátu je tomu zrejme inak. Pri 5'-rGMP (obrázok 4.5a) vidíme vý-
razné rozdiely medzi sodnou a draselnou so©ou, £o ale dobre odpovedá odli²nej
²truktúre sodného a draselného typu mG4 ako bolo popísané v kapitole 1.1.2 (Sta-
bilizujúce katióny). Medzi významné rozdiely patrí predov²etkým posun maxima
pásu dýchacej vibrácie z 670 na 683 cm-1, £o nazna£uje, ºe ribóza má v draselných
kvadruplexoch iné konforma£né preferencie. Nárast intenzity pásu fosfátovej vib-
rácie na 978 cm-1 môºe poukazova´ na rozdiely vo vodíkových väzbách, ktorých
sa fosfát ú£astní. Pozorova´ môºeme aj pokles pásu na 1321 cm-1 a nárast pásu
na 1338 cm-1 a v neposlednom rade posun markeru tvorby kvadruplexu z 1700
na 1692 cm-1, £o indikuje iný spôsob koordinácie karbonylu na centrálny katión.

Pri porovnaní spektier 5'-dGMP (obrázok 4.5b) ale dostávame odli²né vý-
sledky. Spektrá sú si ve©mi podobné, polohy v²etkých významných pásov sú
zhodné a dokonca aj marker tvorby mG4 má zhodnú polohu 1687 cm-1. Od-
li²nosti sú len dôsledkom rozdielnej intenzity niektorých pásov. To je spôsobené
ve©mi nízkou stabilitou (a teplotou topenia) 5'-dGMP kvadruplexov so sodíkom,
ktoré vznikajú ve©mi neochotne a aj pri teplotách tesne nad 0°C ostáva zna£ná
£as´ vzorky vo forme monomérov.

Porovnanie spektier agregátu s rovnakými iónmi, ale odli²nou formou ribózy,
je na obrázku 4.6. Zameriava´ sa budeme len na zmeny, ktoré sú odli²né od zmien
pozorovaných pri monoméroch na obrázku 4.4.

V prípade, ºe katiónom je draslík (obrázok 4.6b), sú si spektrá oboch aglo-
merátov dokonca podobnej²ie, ako v prípade monomérov. Pás dýchacej vibrácie
guanínu má rovnaký tvar a len málo odli²nú polohu. Medzi hlavné rozdiely patrí
najmä o mnoho intenzívnej²í pás na 868 cm-1 a odli²ná poloha kvadruplexového
markeru - pre 5'-rGMP ho nachádzame na 1692 cm-1, zatia© £o pre 5'-dGMP na
1687 cm-1. Zmeny sú ale nato©ko malé, ºe obidva kvadruplexy majú pravdepo-
dobne obdobnú ²truktúru.

Pri porovnaní agregátu 5'-rGMP a 5'-dGMP so sodíkom (obrázok 4.6a) sa
kombinujú odli²nosti spôsobené hydroxyláciou ribózy (vi¤. obrázok 4.4a) a inou
²truktúrou kvadruplexu (obrázok 4.5). Ako bolo moºné pozorova´ vy²²ie, ²truk-
túra sodného agregátu 5'-dGMP totiº odpovedá tomu draselnému.
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(a) Ramanovo spektrum draselnej a sodnej soli 5'-rGMP pri nízkych teplotách

(b) Ramanovo spektrum draselnej a sodnej soli 5'-dGMP pri nízkych teplotách

Obr. 4.5: Vplyv zámeny katiónov na Ramanove spektrá agregátov deuterovaných
solí 5'-GMP
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(a) Ramanovo spektrum sodných solí 5'-rGMP a 5'-dGMP pri nízkych teplotách

(b) Ramanovo spektrum draselných solí 5'-rGMP a 5'-dGMP pri nízkych teplotách

Obr. 4.6: Vplyv hydroxylácie ribózy na Ramanove spektrá agregátov deuterova-
ných solí 5'-GMP
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