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Nazev préace: Studium lokalnich zmén ve stabilité dvousroubovice DNA po me-
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Abstrakt: Metylace cytosinu v CpG dinukleotidech hraje vyznamnou roli pii re-
gulaci genové exprese a diferenciaci bunék. Oligonukleotidy s CpG motivem po
metylaci pfilis neméni svoji prostorovou strukturu, je vSak znacné ovlivnéna sta-
bilita dvousroubovice. V této praci je pomoci jaderné magnetické rezonance stu-
dovano tani duplexu DNA dvou selfkomplementarnich oligonukleotidu o slozeni
CAAC GTTG a CAAm°C GTTG lisich se pouze metylaci centralniho cytosinu.
Za timto tcelem byla zméfena NMR spektra 'H v rozsahu teplot (276-350) K.
Fitovanim spektralnich ¢ar bazovych vodiku s ohledem na probihajici chemickou
vyménu mezi duplexy a samostatnymi vlakny byly ziskdny rovnovazné i kinetické
parametry tani duplexu nezavisle pro jednotlivé rezonance. Metylace cytosinu
v centralnim CpG motivu zvySuje teplou tani, a to pro kazdy bazovy par. To
poukazuje na vysokou miru kooperativity pii tvorbé a rozpadu duplexu v celé
molekule méreného osmimeru.
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Title: Nuclear magnetic resonance study of local changes in DNA double-helix
stability induced by cytosine methylation
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Abstract: Cytosine methylation in CpG dinucleotides plays an important role
in regulation of gene expression and cell differentiation. The structure of DNA
double-helix is only weakly affected by cytosine methylation in CpG containing
oligonucleotides, but a significant change of the duplex stability is caused. In
this thesis, the melting preoperties of two self-complementary oligonucleotides
CAAC GTTG and CAAmSC GTTG are studied using nuclear magnetic reso-
nance spectroscopy. We measured 'H spectra at temperature range (276-350) K.
The equilibrium and kinetic parameters of chemical exchange between duplexes
and single strands were obtained by fitting the spectral lineshapes. Methylation
of cytosine in the central CpG dinucleotide increases the melting temperature of
each base pair. Thus, a high degree of cooperativity during chemical exchange is
observed in our samples.
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Uvod

Zéklady genetiky polozil v poloviné 19. stoleti brnénsky prirodovédec Gregor
Mendel. V té dobé jiz byla znama funkce bunék v zivém organismu, a proto
se octekdavalo, ze dédicna informace je ulozena v kazdé z nich. Zpocatku nebylo
jasné, ktera cast bunky je zodpovédna za uchovani dédi¢né informace. Prestoze
byla DNA jiz znama, predpokladalo se, ze tuto funkci maji proteiny. V roce
1944 publikovala trojice védcu Avery, MacLeod a McCarty vysledky svého ex-
perimentu [1], jenz dokazoval, ze nositelem genetické informace v buiice je prévé
DNA. Watson a Crick pak na zakladé rentgenové difrakce odhalili v roce 1953 jeji
dvousroubovicovou strukturu [2]. Tato dvousroubovice se tak stala synonymem
pro dédicnou informaci a posunula studium genetiky na zcela novou tdroven —
molekularni.

Moderni analytické metody nam dnes umoznuji studovat stavbu DNA velmi
podrobné. Bylo popsano velké mnozstvi genti, byly objeveny ruzné konformace
DNA nebo modifikace v primarni struktute. Jednou z téchto modifikaci je me-
tylace cytosinu, a to zejména v CpG dinukleotidech. Tato chemicka zména béze
ma vyznamny vliv na miru exprese genetické informace, je dulezitou soucasti
mechanismu diferenciaciace bunék a vzniku nadoru.

Metylace cytosinu obvykle stabilizuje dvousroubovici DNA, aniz by vyrazné
meénila jeji prostorovou strukturu [3]. Cilem této prace je popsat vliv metylace
cytosinu na stabilitu duplexu DNA na spektroskopie jaderné magnetické rezo-
nance. NMR je lokdlni metoda, kterda nam dovoluje sledovat prubéh rozpadu
dvousroubovice a oproti metodam optickym ¢ kalorimetrickym umoznuje po-
drobnéjsi nahled do celého procesu. Z NMR spekter, kterd jsou béhem tani du-
plexu ovlivnéna procesem chemické vymeény, 1ze ziskat termodynamické parame-
try, které jsou jinak Spatné dostupné. V ramci této bakalarské prace byla mérena
spektra NMR izotopu 'H dvou selfkomplementérnich oktamert DNA lisicich se
metylaci cytosinu v centrdlnim CpG dinukleotidu v zavilosti na teploté, jejichz
analyzou lze ziskat rovnovazné i kinetické parametry popisujici tvorbu duplexu.



1. Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina, zkracené DNA, je biologicky aktivni makromoleku-
la (polymer), ktera se nachazi v kazdé bunce. Slouzi jako pfedpis pro syntézu
bilkovin, které jsou nezbytné pro fungovani celé bunky resp. celého organismu.
V procesu zvaném transkripce DNA dochézi k prepisu ¢asti DNA — genu do RNA
(ribonukleovd kyselina). Na zdkladé informace obsazené v RNA se pak na ribozo-
mech syntetizuje dany protein. Tento proces se oznacuje jako transkripce RNA.
DNA muze byt za ucasti mnoha proteinu a enzymu replikovana. Tato vlastnost
je dulezita pti bunééném déleni, jelikoz kazda nova buiika potiebuje DNA, aby
mohla fungovat.

1.1 Primarni struktura DNA

Retézec DNA se sklddé z nukleotidi. Kazdy nukleotid je tvofen purinovou nebo
pyrimidinovou nukleovou bézi navazanou na deoxyribézu. V. DNA se vyskytuji
celkem ctyti zakladni nukleové baze. Dvé purinové — adenin, guanin a dvé pyri-
midinové — thymin a cytosin. Jejich schémata jsou na obrazku 1.1. Vazbu mezi
bazi a deoxyribézou tvoti uhlik C1” deoxyribézy a dusik N9 purinové béze nebo
dusik N1 pyrimidinové baze. Soucasti nukleotidu je také fosfat, ktery se vaze na
uhlik C5’ deoxyribézy. Navazanim fosfatové skupiny jednoho nukleotidu na uhlik
C3’ deoxyribdzy nasledujictho nukleotidu vznika fetézec DNA. Tomuto fetézci se
rika nesparované vlakno nebo anglicky single strand. U fetézce DNA rozlisSujeme
dva konce — 3-konec a 5’-konec. Cisla odpovidaji uhlikim prvn{ a posledni deoxy-
ribozy v fetézci, které nejsou navazany pres fosfatovou skupinu na dalsi nukleotid.
Primarni strukturou DNA rozumime potadi nukleovych bazi v fetézci. Udava se
smérem od 5-konce k 3’-konci.

Jednotlivé nukleotidy se oznacuji ruznymi zkratkami podle baze, kterou ob-
sahuji. V této praci budu pouzivat jednopismenné znaceni: A—adenin, G—guanin,
C—cytosin, T—thymin. Terminem oligonukleotid oznacujeme fetézec skladajici se
z nékolika (nemnoha) nukleotidu. Pro oznaceni konkrétniho vodiku v fetézci budu
pouzivat oznaceni skladajici se z jednopismenné zkratky piislusného nukleotidu,
jeho poradi od 5’-konce a oznaceni daného vodiku podle obrazku 1.1 a 1.2. Vodiky
deoxyribozy se uvadi s ¢arkou. Napriklad oznaceni A3-H8 znaci vodik H8 adeni-
nové béaze tretitho nukleotidu.
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Obrézek 1.1: Ctyii zékladn{ béze tvotici deoxyribonukleové kyseliny. Misto vodiki
oznacenych hvézdickou je v DNA ptipojena deoxyriboza.
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Obrézek 1.2: Schéma deoxyribdzy (vlevo) a priklad adeninového nukleotidu s vy-
znacenymi konci (vpravo).

1.2 Sekundarni struktura DNA

Mezi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi vznikaji vodikové mustky. Adenin
s thyminem resp. guanin s cytosinem tak vytvareji bazovy par spojeny dvéma
resp. tfemi vodikovymi vazbami. DNA obsazena v bunkach zivych organismu
tvori dvousroubovici, ktera se skladéd ze dvou opa¢né orientovanych vldken DNA.
Obeé vlakna jsou spojena pres nukleové baze pravé pomoci vodikovych mustku.
Tomuto parovani bazi se fika Watsonovo-Crickovo parovani a jeho schéma je na
obrazku 1.3. Sparovana vldkna DNA nazyvame duplexy.
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Obrazek 1.3: Watsonovo-Crickovo parovani bazi.

Jelikoz se kazda nukleova baze paruje pouze s jednou tzv. komplementarni
bézi, musi poradi bazi druhého vldkna odpovidat komplementarnim bazim prvniho.
Tomuto vldknu fikdme komplementarni fetézec. Vzhledem k tomu, ze duplex je
slozen ze dvou protibéznych vlaken, muze byt vldkno DNA selfkomplementarni.
To znamend, ze dvé vlakna mohou vytvotit duplex, pfestoze maji stejné poradi
bazi tj. stejnou primarni strukturu.



Duplexy se mohou vyskytovat v nékolika formach. Nejbéznéjsi a z biologického
hlediska nejdulezitéjsi je B-DNA. Jedna se o pravotocivou dvousroubovici, v niz
jsou bazové pary naskldadany témér rovnobézné nad sebou. Mezi nimi dochézi
k patrové interakci, coz vyznamné stabilizuje cely komplex. V ptirodé se za jistych
podminek vyskytuje také A-DNA nebo levotocivd Z-DNA [5]. Tyto formy vsak
nejsou tak bézné jako B-DNA. Uméle se pak podarilo pripravit i dalsi konformace.
Vysledkem pérovani bézi (nejen Watsonova-Crickova) nemusi byt vzdy duplex,
ale tfeba kvadruplex nebo triplex. Vlakno DNA se také muze ohnout a sparovat
samo se sebou, a to tfeba jen na c¢ésti delsiho fetézce. Takovy utvar se nazyva
vlasenka [5].

Na stabilitu duplexu DNA ma vliv vice faktoru. Jednim z nich je primarni
struktura vlaken. Bylo zjisténo, ze tseky DNA s vétsim poctem CG paru jsou
stabilngjsi. Muze to byt tim, ze CG par je svazan tfemi vodikovymi vazbami
oproti dvéma v AT paru. Vypocty vsak naznacuji, ze klicovou roli pti stabilizaci
duplexu hraje patrové interakce mezi sousednimi bazovymi pary [6]. Dalsi fak-
tory ovliviujici stabilitu dvousroubovice jsou teplota, délka fetézce, pritomnost
nékterych iontu nebo metylace cytosinu.

Metylovany cytosin, m°C, se lisf od nemetylovaného cytosinu tim, Ze na uhliku
C5 ma navazanou metylovou skupinu. Bylo zjisténo, ze CG dinukleotid v DNA
obratloveu ma v priblizné 80% piipadu metylovany cytosin. Zajimavé je, ze
prumérné se metylace cytosinu v DNA vyskytuje jen ve 2-7% piipadua [7]. Z vys-
ledku rentgenové difrakce [8] nebo NMR experimentu [3] vyplyva, ze metylace
cytosinu neméni strukturni vlastnosti B-DNA. M4 vsSak vliv na celkovou stabilitu
duplexu DNA [3].

1.3 Tani duplexu DNA

V predchozich odstavcich bylo zminéno nékolik faktoru ovliviiujicich stabilitu du-
plexu DNA. Jednim z nich je teplota. Pro posuzovani energetické vyhodnosti du-
plexu oproti nesparovanym vlaknum, muzeme pouzit vztah pro zménu Gibbsovy
volné energie

AG = AH — TAS, (1.1)

kde AH a AS jsou zmény entalpie a entropie, které jsou zpusobeny vznikem
duplexu. Po nastaveni teploty se systém po case dostane do termodynamické
rovnovahy. V ni je podil duplexu a single strandu v case konstantni, ale stéle
probiha tvorba a rozpad duplexu D na samostatna vlakna S.

25 +— D. (1.2)

Pro rovnovaznou konstantu tedy plati

Cp
cz’

K = (1.3)

kde c¢p je koncentrace duplexu a cg koncentrace samostatnych vlaken DNA.
Zménu Gibbsovy volné energie a rovnovaznou konstantu svazuje van’t Hoffova
rovnice

AG =—RTIhK, (1.4)



pricemz R je univerzalni plynova konstanta. Pomoci téchto tii rovnic pak muzeme
vyjadrit vztah pro teplotni zavislost relativniho podilu duplexu v roztoku self-
komplementarnich oligonukleotidi

l+a—+vV1+ 2«
pa= ; (1.5)

kde

a=4—"c T, (1.6)
CHy0
pricemz cq je celkova koncentrace molekul DNA a cp,o je referenéni molarni
koncentrace vody.
Teplotou tani 7,,, duplexu DNA rozumime teplotu, pfi niz je podil sparovanych
a nesparovanach fetézcu stejny. Pro koncentrace selfkomplementarnich oligonuk-

leotidu pak plati
1
cg = 2cp = ¢ (1.7)
Pro teplotu tani selfkomplementarnich oligonukleotidu plati rovnice odvozena ze

vztahu (1.1) az (1.4) a (1.7)

B AH
 Rln-—% 4+ AS’

Ci
CH,0

T,

(1.8)

Pri termodynamické rovnovaze dale plati vztah mezi asocia¢ni rychlostni kon-
stantou kg a disocia¢ni rychlostni konstantou kp

/{:gcé = /{ZDCD. (19)

Vliv teploty na rychlostni konstantu je popsan Eyringovou rovnici

kgT _ac
k=2 mF (1.10)
h
pricemz kg je Boltzmannova konstanta, h je Planckova konstanta a G 4 nazyvame

Gibbsovou aktivacni energii.



2. Jaderna magneticka rezonance

Atomova jadra jsou slozena z protont a neutronu. Proton a neutron jsou fermiony
se spinovym c¢islem % Spinové ¢islo jadra [ dostaneme slozenim spinu nukleonu
s jejich orbitalnimi momenty. Plati, ze protony resp. neutrony se paruji a vzajemneé
tak kompenzuji spin a orbitalni moment k nule. Jadra se sudym poc¢tem protonu
i neutront maji tedy nulovy spin. V jadrech s lichym nukleonovym ¢islem pirebyva
jeden nesparovany nukleon. Vime, ze jeho orbitalni moment je celociselny, spin je
polociselny, a proto je celkovy spin jadra polociselny. Celociselny spin maji jadra
s lichym poctem protonu i neutront, protoze u nich zustava nesparovany proton
a neutron a skladaji se tedy dva orbitdlni momenty a dva spiny %

Pro tcely NMR jsou vhodna pouze jadra s nenulovym spinem, jelikoz maji
nenulovy magneticky moment p. Pro ten plati vztah [9]

p =1, (2.1)

kde I je spin jadra. Konstanta ~ se nazyva gyromagneticky pomér a je pro kazdy
izotop jina. Jeji hodnoty pro nékolik vybranych izotopu jsou v tabulce 2.1. Veli-
kost z-ové komponenty spinu 7, je ddna magnetickym spinovym ¢islem m -

I, = mh. (2.2)
Magnetické spinové ¢islo vsak muze nabyvat pouze hodnot
m=—l,—l+1,..., [ —1,1. (2.3)

To znamend, ze velikost z-ové komponenty spinu I, je kvantovéna (to plati obecné
pro prumét spinu do libovolného sméru).

Energie prislusejici jednotlivym magnetickym spinovym ¢éislum jsou stejné,
dokud jadro nevlozime do magnetického pole, ¢imz dojde k sejmuti degenera-
ce energetickych hladin. Takové rozstépeni energetickych hladin nazyvame Zee-
manuv jev. Velikost rozstépeni AFE je timérné intenzité magnetického pole By
a plati

AFE = vByh. (2.4)

Budeme-li pusobit radiofrekvencnim polem o tihlové frekvenci wy na jadro, muzeme
indukovat prechody mezi jednotlivymi energetickymi hladinami. Tento jev se
nazyva jaderna magneticka rezonance. Velikost wy plyne z pfedchoziho vztahu

Pokud vlozime cely vzorek do magnetického pole By, bude rozlozeni energetickych
hladin dano magnetickym polem v misté jadra. To ale byva trochu odlisné od pole
By. Atom je totiz tvoren jadrem a elektrony. Elektrony v magnetickém poli vsak
vytvareji také magnetické pole, které pusobi proti puvodnimu poli By. Jadro
v atomu je tedy v poli, které je dano superpozici vnéjstho magnetického pole
By a malého magnetického pole vytvareného elektrony v obalu. Pro rezonanéni

frekvenci jadra pak mame
w=~(1—0)By, (2.6)



kde veli¢inu o nazyvame chemické stinéni. Nachazi-li se atom v molekule, pak se
elektrony ucastni chemickych vazeb. Hodnota chemického stinéni o pak zavisi na
chemickych vazbéch, kterych se elektron tcastni. V NMR vysokého rozliseni jsme
tak schopni od sebe rozlisit atomy, jez se nachazeji na ruznych neekvivalentnich
pozicich v molekule.

Pro jednoduchost nepouzivame k popisu spekter absolutni frekvenéni skélu,
ale zavadime relativni veli¢inu chemicky posuv

5= (2.7)

Ws

Chemicky posun se uvadi v jednotkach ppm a vyhodou takto zavedené skaly je
uspornéjsi zapis, ale hlavné to, Ze nezavisi na velikosti magnetického pole By.
Takze lze porovnavat spektra namérend na ruznych spektrometrech bez nutnos-
ti preskalovani frekvenéni osy. Frekvence w;s je rezonancni frekvence vhodného
standardu. K tomuto tcelu se nejcastéji pouziva TMS (tetrametylsilan), ktery
je vsak Spatneé rozpustny ve vodeé, proto se pro méreni vodnych roztoku pouziva
standard DSS (2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate).

| Tzotop | Spin 1| v-107% [s~'7~] | f [MHz] | Piirodn{ zastoupeni [%] |

TH | 1/2 2675 500,0 99,985
[ 1 41,1 76,8 0,015
BC | 1/2 67,2 125.8 1,07
N 1 19,3 36,2 99,64
BN | 1/2 27,1 50,7 0,36
70 | 5/2 36,3 67,8 0,038
VR | 1/2 9251,7 470,7 100
SIp | 1/2 108,3 202,6 100

Tabulka 2.1: Ptehled parametru vybranych izotopu. Rezonanéni frekvence jsou
uvadény v magnetickém poli o indukei 11,7 T.

2.1 Blochovy rovnice

Predpokladejme, ze mame velky soubor jader (vzorek), jejichz spiny jsou ndhodné
orientovany v prostoru. Uhrn vsech magnetickych momentu jader ve vzorku se
nazyva jaderna magnetizace M. Vlozime-li vzorek do magnetického pole By ori-
entovaného ve sméru osy z, dojde k reorientaci jadernych spinu tak, aby se mini-
malizovala energie celého souboru jader v magnetickém poli. Po ustéleni termody-
namické rovnovahy tedy budou jaderné spiny a tedy i magnetizace M orientovany
ve sméru pole By.

Blochovy rovnice popisuji fenomenologicky ¢asovy vyvoj magnetizace vzorku
v magnetickém poli o indukci B s ohledem na relaxacni procesy:

dM. M
* = y(M x B), — =% 2.
dM, M,
= M x B),— ¢ 2.
dM, M, — M,
— (M x B). — , 2.1
= (M x B). - = (210)



kde My je velikost magnetizace v rovnovaze a T} a 15 jsou relaxacni doby.

Z historického hlediska je vyznamné tzv. stacionarni feseni Blochovych rovnic.
Stacionarni feSeni popisuje ¢asovy vyvoj magnetizace vzorku v magnetickém poli
slozeného ze statické slozky By a slabé stiidavé slozky B;. Predpokladejme, ze
prubéh stiidavé slozky pole je

By (t) = By(coswt, —sinwt, 0) (2.11)

a dale predpoklddejme, ze pole By miii ve sméru osy z. Pak magnetické pole,
které vznikne slozenim By a By, bude mit tvar

B(t) = (B; coswt, —B; sinwt, By). (2.12)

Nechame-li toto pole pusobit na vzorek dostatecné dlouho, bude magnetizace
vzorku M nucené precedovat okolo osy z s tithlovou frekvenci w. Podélna slozka
magnetizace M) bude tedy konstantni a v case se bude ménit pouze slozka pricna
M, . Resen{ pifslusnych Blochovych rovnic budou tedy ve tvaru:

M, = wucoswt+ vsinwt, (2.13)
M, = —usinwt+vcoswt, (2.14)
M, = konst. (2.15)

Parametry u a v najdeme dosazenim vyse uvedenych vyrazu do Blochovych rov-
nic.

YBT3 (w — wp)

= M 2.16
T T T (w— w2 2B, Y (2.16)
YBT3
= M, 2.17
T I 2w —w)? + BT, (2.17)
14+ T3Hw — wp)?
M, = M. 2.18
1+ TQQ(CU — (.«t.)(])2 + ’}/QB%TlTQ 0 ( )
Resen{ pro pifénou slozku magnetizace lze zapsat v komplexnim tvaru
M, (t) = M, +iM, = (u + iv)e ™" (2.19)

Intenzitu pticné slozky magnetizace jsme pak schopni zaznamenat pomoci de-
tekcnich civek spektrometru. Zavedenim komplexni symboliky jsme rozdélili piic-
nou magnetizaci na absorpcéni a disperzni slozku. Disperzni slozka u popisuje tu
cast pricné magnetizace, ktera preceduje ve fazi s radiofrekvenénim polem, a ab-
sorpcni slozka v popisuje ¢éast fdzové posunutou o 5 vuci radiofrekvenénimu poli.
Pricna slozka magnetizace tedy preceduje s fazovym posunem, ktery je uréen hod-
notou w. Pokud zvolime frekvenci rf. pole tak, ze w = wy, pak dojde k vymizeni
disperzn{ slozky a pticnd magnetizace bude precedovat s fdzovym posunem 7 vici
rf. poli.

Z tohoto Teseni muzeme ziskat tvar spektra pro NMR experiment, pti kterém
ozafujeme vzorek radiofrekvencénim polem s frekvenci w, kterou ménime poma-
lu tak, aby byl splnén predpoklad ustalené nucené precese. Amplituda zazna-
menaného signdlu pro ruzné hodnoty w pak bude mit prubéh, ktery ptiblizné
popisuje vztah

T2 i i T22(a) — WO)
fd VA .
14+ T2 (w—wp)? 1+ T2 w—wp)?

S(w) (2.20)
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Zde jsme zanedbali ¢len s B?, o kterém predpokldddme, Ze je maly. Také neni
uvedena konstanta imeérnosti vB;, kterd nema vliv na samotny tvar spektra.

Tento typ NMR experimentu, pii kterém ozafujeme vzorek kontinudlné radi-
ofrekvencénim polem s proménnou frekvenci, se v dnesni dobé prili§ nepouziva.
Diky rozvoji elektroniky a vypocetni techniky byl vytlacen pulsnimi metodami,
které méreni zrychluji. Stéle se vsak pouziva v nékterych pomocnych funkecich
spektrometru.

2.2 Pulsni metody

Magnetizace M vzorku v magnetickém poli Bg bude po vychyleni ze sméru By
konat Larmorovu precesi s frekvenci wy kolem vektoru Bg. Pusobenim relaxac¢nich
mechanismui dojde postupem ¢asu ke zmensovani thlu mezi M a By. Po uply-
nuti dostatecné dlouhé doby bude vektor magnetizace rovnobézny s vektorem
indukce magnetického pole. Larmorovu precesi lze zachytit detekénimi civkami
jako signal volné precese — FID. FID se skladd ze dvou slozek - harmonického
prubéhu s frekvenci wq, ktery odpovidd Larmorové precesi, a obdlky ve tvaru
klesajici exponencidly, kterou tvaruji relaxacni procesy. Fourierovou transformaci
tohoto signdlu dostaneme spektrum s Lorenzovou kiivkou na frekvenci wy.

Abychom vsak mohli FID dobfe zmérit tj. aby byl co nejdelsi a nejsilngjsi,
potiebujeme nejprve sklopit magnetizaci M do priéné roviny vuéi magnetickému
poli By. Toho lze docilit kruhové polarizovanym radiofrekvenénim polem (2.11).
Opét predpokladejme, ze pole By a magnetizace zrelaxovaného vzorku miii ve
sméru osy z. Pro zjednoduseni budeme pozorovat vyvoj magnetizace ze soustavy,
ktera kolem této osy rotuje s tthlovou frekvenci w. V této soustavé pozorujeme
tzv. efektivni magnetické pole

W — Wo

B(t) = (By, 0, ). (2.21)
Vidime, ze pokud frekvence radiofrekvencniho pole w bude stejné jako Larmorova
frekvence wy, nebudeme v rotujici soustaveé pozorovat pole Bg. Ptitomna bude jen
slozka B, okolo které za¢ne magnetizace M precedovat. Ze vztahu pro Larmorovu
frekvenci (2.5) muzeme odvodit, o jaky thel se magnetizace stoci vuci ose z za
cas T

6 = Byyr. (2.22)

Pritom predpokladame, ze doba 7 je dostatecné kratka na to, aby se nestihly
vyraznéji uplatnit relaxacni procesy.

Samotné méreni probiha tedy tak, ze nejprve radiofrekvenénim pulsem vy-
chylime magnetizaci zrelaxovaného vzorku o thel 7 do pritné roviny a nameérime
signal volné precese. Po Fourierové transformaci dostaneme jeho spektrum. Toto
je nejjednodussi pulsni sekvence s jednim 7 pulsem.

Casto se k méfeni pouzivd metoda spinového echa, kterd je zndzornéna na
obrazku 2.1. Jde o metodu, kde se po prvnim pulsu necha FID odeznit a poté se
po case t od prvniho pulsu aplikuje druhy puls, ktery sto¢i magnetizaci o thel 7.
V case 2t dojde k obnoveni signalu FID. Vysvétlit se to dé tim, ze magnetizace je
slozena z mnoha prispévku z ruznych oblasti vzorku. Magnetické pole vSak neni
vsude stejné a po prvnim pulsu dojde k rozfazovani pticnych slozek magnetizace
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vlivem rozdilnych Larmorovych frekvenci. To zpusobi postupné odecteni jednot-
livych prispévku a zanik signdlu FID. w-pulsem pak oto¢ime prispévky k piicné
magnetizaci kolem osy lezici v pricné roviné. Tim se piispévky k pricné magne-
tizaci zacnou opét sbihat, coz zaznamename jako rostouci signal volné precese.
Po uplném sfazovani se jednotlivé prispévky k pricné magnetizaci zacnou opét
rozbihat a signal FID postupné zanikne. Vyhodou této pulsni sekvence je, ze
meérime signal FID s vétsim casovym odstupem od pulsu. Bezprostiedné po exci-
tacnim pulsu je totiz snimaci kandl zahlcen a neni schopen spravné zaznamenat

FID.

™2 T

FID

=

Obrazek 2.1: Pulsni sekvence spinového echa.

2.3 Interakce uvnitr vzorku

Ve vzorku dochazi k nékolika interakcim, které ovliviuji tvar NMR spektra. Mezi
né patii pfima a nepiima dipdl-dipdlova interakce, chemicky posuv a kvadrupélova
interakce. Ne vSechny interakce se vsak pri kazdém meétreni uplatni.

Vyznamnou interakci je nepiima dipél-dipdlova interakce. K nepiimé dipdl-
dipolové interakei nebo také J-interakei dochézi mezi dvéma jadry v molekule, ve
spektru se vsak projevuje pouze J-interakce mezi neekvivalentnimi jadry. Mame-li
nékolik atomu v molekule spojenych chemickou vazbou, pak orientace spinu jed-
noho jadra ovliviiuje vzdélenost energetickych hladin jader ostatnich. Naptiklad
jadro se spinem % ma dva mozné prumeéty spinu do zvoleného sméru. Druhé jadro,
které je s nim spojeno chemickymi vazbami, bude mit rozstépenou spektralni ¢aru
na dublet. To odpovida dvéma moznym orientacim spinu prvniho jadra. Inter-
akce je vzajemnd, takze prvni jadro bude mit také rozstépenou spektralni ¢aru.
Vlivem vice J-interakci muze dojit ke nékolikandsobnému rozstépeni spektralni
c¢ary na multiplety. Velikost rozstépeni je popsana J-konstantou, ktera nezavisi
na velikosti magnetického pole a je rovna vzdélenosti dvou car dubletu ve spek-
tru. Udava se v jednotkach Hz a jeji hodnoty zavisi na typu chemickych vazeb,
které J-interakci zprostiedkovavaji. Neptima dipoél-dipdlova interakce se obvykle
projevuje do vzdalenosti ¢tyt chemickych vazeb mezi interagujicimi jadry.

Piima dipdl-dipdlova interakce se v kapalinach stfeduje k nule a pfimo se
ve spektru neprojevi. Lze vsak pozorovat nukledrni Overhauseruv jev, ktery je
jejim dusledkem. Chemicky posuv, dilezita interakce mezi jadrem a elektrony,
byl popsan vyse. Kvadrupélova interakce se projevi jen u jader se spinem vétsim

> 1
nez 5
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2.4 Nuklearni Overhauseriv jev

Pii nukledrnim Overhauserové jevu (NOE) dochézi k pfenosu magnetizace mezi
dvéma jadry pomoci dipél-dipolové interakce. Pusobenim radiofrekvenéniho pole
na rezonancni frekvenci jednoho jadra dojde k naruseni populaci stavu s ruznym
prumétem spinu. Tim dojde k pfenosu magnetizace na jiné jadro, které se nachézi
v jeho blizkosti, ¢imz ovlivni intenzitu jeho spektralni ¢ary. NOE je pozorovatelny
mezi jadry, kterd jsou od sebe vzdalena az 5 A [10].

Tohoto jevu se vyuziva pii méreni NOESY spekter. NOESY spektra jsou
nejcastéji dvourozmeérnd, ale pti studiu proteinu a dalsich biomolekul se casto
méii vicerozmérnd spektra pii kombinaci NOESY a dalsich metod (HSQC, TRO-
SY, TOCSY). Nejjednodussi méiici sekvence 2D 'H-'H NOESY se skladd ze ti{
pulsu — viz obrazek 2.2. Dobu t,,;, nazyvame smésovaci ¢as a béhem této faze
nechavame NOE, aby se projevil. Nasledné aplikujeme c¢teci puls, zmérime FID
a po Fourierové transformaci ziskame spektrum. Toto méfeni mnohokrat opa-
kujeme se stdle delsim casem ¢;. Jakmile mame namétenou sadu spekter, pro-
vedeme Fourierovu transformaci ve sméru ¢;. Tim vznikne 2D spektrum, které
znazornujeme pomoci vrstevnic. Ve spektru uvidime vyrazné diagonalni piky,
které odpovidaji signédlim v 1D spektru. Nas vsak budou zajimat mimodiagondlni
piky, které odpovidaji vyraznému NOE. A jelikoz se NOE nejvice projevuje na
kratké vzdalenosti, muzeme podle intenzity krospiku usuzovat na vzdalenosti
prislusnych atomu v prostoru. Jejich jadra ptritom nemusi byt spojena chemickou
vazbou.

™32 L/Z /2
1:1 1:mix

FID

Obrazek 2.2: Pulsni sekvence pro méreni NOESY.

2.5 Tvar NMR spektra pri chemické vyméneée

Magnetické pole v okoli jadra se méni podle toho, v jakém stavu se atom nachézi.
Pokud se 1ucastni chemické vymeény, pak se NMR signdl jeho jadra zméni. Muze
dojit k posuvu rezonan¢ni frekvence, nebo zméné relaxacnich dob T a Ts.

Predpokladejme, ze probiha chemicka vyména mezi stavy A a B s rychlostnimi
konstantami

ka=kp=k. (2.23)
Déle budeme predpokladat, ze pro magnetizaci obou stavu plati
M = MP = M. (2.24)

Pak lze z Blochovych-McConnellovych rovnic odvodit vztah popisujici tvar spek-
tra pii takové chemické vymeéne [11]

4 Mykd*
(6 — ws)?(0 + wg)? + kw3’

S(ws) = (2.25)
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kde
1

J = §(wA — wp)

a wg je frekvenéni posun vuci aritmetickému prumeéru rezonanc¢nich frekvenci
stavu A a B. Tvar spektra pro ruzné rychlosti vymeény je zndzornén na obrazku 2.3.
Vidime, Ze s rostouci rychlosti chemické vymény dochéazi zpocatku k rozsitrovani
obou signalu a jejich posunu smérem k sobé. Pii vysokych rychlostech k pak
pozorujeme pouze jeden signdl na prumeérné frekvenci obou puvodnich signalu.

Obréazek 2.3: Tvar spektra pfi symetrické chemické vymeéné v zavislosti na rych-
losti vymeény. Vypocteno podle (2.25) pro § = 100 Hz.

Této chemické vymeéné, kdy jsme predpokladali (2.23) a (2.24), se k4 symet-
ricka. Bézné vsak dochazi k vymeéné asymetrické, u které vyse uvedené predpoklady
neplati. Tvar NMR spektra pii takové vyméné popisuje vztah, ktery je odvozen
v [12]

_ Mgka+ MPkp + Mgtag + Mgaa

2.2
S(w) o At : (2.26)
kde
aA:RA+kA—i(w—wA), (227)
ap = RB—I—kB—i(w—wB), (228)

piicemz R4 a Rp jsou pievracené hodnoty pii¢nych relaxacnich casi T3 a TP,

Chemicka vyména doprovazi chemické reakce a zmény struktur molekul jako
napiiklad rotace kolem vazby nebo jinou zménu prostorového usporadani. Mezi
to patii také tvorba a rozpad duplexu DNA.
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3. Méreni

3.1 Popis spektrometru

Meéteni NMR spekter jsem provadél na spektrometru Avance 500 od firmy Bru-
ker. Supravodivy magnet vytvairi magnetické pole o indukei 11,7 T, coz umoznuje
méfeni NMR spekter s rezonanéni frekvenci 'H 500 MHz. Pro NMR vysokého roz-
liseni je dulezitda homogenita magentického pole uvnitt vzorku, ale také ¢asova
stabilita pole. Z tohoto duvodu obsahuje spektrometr soustavu civek, které jsou
schopny pfi vhodném nastaveni zvysit homogenitu pole. O ¢asovou stabilitu pole
se v prubéhu méreni stard systém lock, jenz na zdkladé méreni rezonancni frek-
vence deuteria ve vzorku reguluje proud civkami tak, aby vysledné magnetické
pole nekolisalo v case.

Detekéni a zaroven excitacéni civka je umisténa v NMR sondé, kterd se za-
souva do magnetu. Soucasti sondy jsou gradientni civky, umoznujici vytvoreni
presné definovanych gradientu magnetického pole ve vzorku. K méfeni teplotnich
zévislosti chemickych posuvi 'H jsem pouzil dvoukandlovou sondu BBO, kters
umoziiuje pifjem signdlu z jader 'H a druhy kandl je naladitelny pro libovolné
jadro z rozsahu *'P - 1%9Ag coz v poli 11,7 T odpovida frekvencim 202 MHz -
23 MHz. Sonda m4 jesté tieti kandl pro pifjem pomocného signalu 2H pro lock.
K méreni 2D NOESY spekter jsem pouzil sondu TBI.

Soucasti spektrometru je obsluzny program TopSpin, ktery kromé fizeni spek-
trometru umoznuje také zakladni manipulaci s namérenymi daty (spektry). Pro
dalsi zpracovani spekter jsem vSak vyuzil specializovanéjsich programu.

3.2 Priprava rozpoustédla a vzorku

Oligonukleotidy byly rozpustény ve vodeé s pridavkem fosfatového pufru o koncen-
traci 25 mM. Pufr byl pfipraven smichanim NaH,PO, a NagHPO4 v molarnim
poméru 39:64. Tento pomér mél zajistit udrzeni pH roztoku se vzorkem okolo
hodnoty 7. Rozpoustédlo dale obsahovalo sodikové ionty Na™ o celkové koncent-
raci 200 mM. Toho jsem docilil pfidanim NaCl, proto roztok obsahoval jesté ionty
Cl™ o koncentraci 160 mM. Pro udrzovani stability magnetického pole systémem
lock bylo do rozpoustédla piidéno 10% obj. D,O. Jako reference chemického
posuvu byl pouzit interni standard DSS o koncentraci piiblizné 0,25 mM. V ta-
bulce 3.1 jsou rozepsany hmotnosti téchto latek, navazenych pii piripravée 20 ml
rozpoustédla. Vysledné pH rozpoustédla bez rozpusténého oligonukleotidu bylo
7,06 pri 25°C. K urceni pH jsem pouzival digitalni pH-metr Cole Parmer s elektro-
dou Spintrode od firmy Rototec-Spintec. Mértici elektroda byla dostatecné tenka
a dlouhd, a proto se dalo mérit pH piimo v tzké NMR kyveté. V kontrolnim
NMR spektru rozpoustédla se neprojevily zadné necistoty. Kyvety pro vzorky
byly sklenéné o vnéjsim prumeéru 5mm, pred pouzitim jsem je vymyl destilova-
nou vodou a susil po dobu 2h pri 150°C.

Meéteni jsem provadél na dvou vzorcich s DNA sekvencemi CAAC GTTG
a CAAm°C GTTG. m°C v druhém oligonukleotidu znaéi cytosinovou bézi, u niz
byl vodik na pozici 5 nahrazen metylovou skupinou. Dale budu sekvence oznacovat
jako CG a m°CG. Oligonukleotidy pfipravila Centralni laboratoi - Proteomika,
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Stredoevropsky technologicky institut CEITEC, Masarykova univerzita. Podle
udaju vyrobce jsem mél k dispozici 0,67 umol oligonukleotidu CG a 0,70 pumol
oligonukleotidu m®CG. Oligonukleotid CG byl rozpustén v 0,5ml rozpoustédla,
jeho koncentrace ve vzorku tedy byla 1,34 mM. Po skonc¢eni méreni NMR spekter
bylo pH roztoku v kyveté 6,86 pii 25°C. Metylovany oligonukleotid m*CG jsem
rozpustil také v 0,5 ml rozpoustédla, koncentrace byla o néco vétsi — 1,40 mM
a pH bylo 6,77 pti 25°C. U tohoto vzorku jsem pH méril jesté pred vlastnim
meérenim NMR spekter, ale opét piimo v NMR kyveté.

| Chemikdlie | Navézeno [mg] |
NaH2P04 : 2H2O 30,4
NaQHPO4 : 2HQO 54,4
NaCl 187,3
DSS 0,2

Tabulka 3.1: Hmotnosti latek pouzitych pti pripravé 20 ml rozpoustédla.

3.3 Regulace teploty vzorku

Teplota vzorku v priubéhu méreni byla regulovana teplotni jednotkou spektromet-
ru, ovladanou pres obsluzny program TopSpin. V NMR sondé byl umistén teplotni
snimac, ktery posilal informace o teploté ¢idla obsluznému programu, a ten regu-
loval vykon topné spirdly, umisténé taktéz v sondé spektrometru. Kolem vzorku
neustale proudil dusik, ktery byl pro dosazeni nizkych teplot, tj. teplot nizsich
nez pokojova teplota, predchlazovan chladici jednotkou. Regulacnimu programu
jsem nastavil tyto parametry:

Prutok dusiku............ccoceees 4001/h
Omezeni topného vykonu......10%
Proportional band........... ...... 41,0
Integral time..........cccccvveennnnn. 60,0
Derivative time...................... 0,0

Vlastni méreni spekter probihalo vzdy za nastavené teploty, ktera byla udrzo-
vana konstantni po dobu meéreni daného spektra. Postupoval jsem od nejvyssi
teploty k nizsim s krokem 2 K. Po nastaveni ptislusné teploty byl vzorek po dobu
15 min temperovan a az poté jsem spustil samotné méreni. Vzhledem k tomu, ze
teplotni ¢idlo bylo umisténo mimo vzorek v méfici sondé, neodpovidala skuteénda
teplota vzorku nastavené teploté. Mél jsem k dispozici teplotni kalibraci sondy,
kterou jsem pouzil k presnéjsimu stanoveni teploty vzorku. Rozdil vsak nebyl
velky.

3.4 Meéreni vodikovych 1D spekter

Pro vyhodnoceni teplotni zavislosti vodikovych spekter jsem naméftil 39 spekter
vzorku CG pfi teplotdch od 350K do 274K s krokem 2 K. U vzorku m®’CG bylo
nameétreno 40 spekter v rozmezi teplot od 354 K do 276 K s krokem 2 K. Jedn4 se
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o teploty, které byly nastaveny na teplotni jednotce, a byly tedy pted kalibraci.
V priloze na obrazcich P1 az P5 jsou vSechna nameétena 1D spektra.

Vzhledem k tomu, ze pouzité rozpoustédlo se sklddalo prevazné z vody, byl
signal vodiku z molekul vody mnohonasobné veétsi nez signaly prislusejici jed-
notlivym vodikovym pozicim v oligonukleotidu. Signédl vody bylo tedy potieba
potlacit. K tomu slouzi ruzné slozité pulsni sekvence. Pouzil jsem pulsni sekvenci
excitation sculpting zgesgp [13], kterd potlacila vodu velice dobte a jen minimalné
ovlivnila okolni signaly. Na obrazku 3.1 je schéma celé sekvence nakresleno. Po
aplikaci 7/2 pulsu se vytvoii pomoci gradientnich civek nehomogenni magne-
tické pole. Tim dojde k rozfazovani jednotlivych prispévku k piicné magnetizaci
vSech vodikovych jader. Nasledné aplikujeme na vzorek selektivni m-puls na rezo-
nancni frekvenci vody a hned po ném neselektivni 7-puls a opét gradient. U jader
vodiku vody dojde k jesté vétsimu zeslabeni signalu, jelikoz jejich magnetizace by-
la diky selektivnimu pulsu stoc¢ena celkem o 360° a po aplikaci druhého gradientu
doslo k dalsimu rozfazovani prispévku jednotlivych jader k celkové magnetizaci.
Ale u ostatnich vodikovych jader dojde po stoceni magnetizace o 180° a apli-
kaci stejného gradientu jako na pocatku k opétovnému sfazovani jednotlivych
prispévku k magnetizaci a vytvoreni spinového echa. U této pulsni sekvence se
cely postup zopakuje jesté jednou s jinou hodnotou gradientu. Kvalita potlaceni
rozpoustédla zavisi predevsim na spravném nastaveni rezonancni frekvence ja-
der 'H rozpoustédla (vody) a presném nastaveni vykonu selektivniho pulsu. Se
zménou teploty je potieba tyto parametry mirné korigovat, to se tyka zejména
rezonan¢ni frekvence vody. Ve spektrech na obrazku 3.2 vidime, jaky vliv ma
hodnota parametru SP1 (dtlum selektivniho pulsu) na kvalitu potlaceni signalu
vody.

2gesgp

’ Ja EUIE |f“\||||||||| u..'ﬁ o

pl2
spl

| | | |J'~'| ].‘ll

Gl GlEZ GZ

d1

Obrazek 3.1: Pulsni sekvence zgesgp na potlaceni signalu rozpoustédla.

Vsechny dulezité parametry pulsnich programu jsou v tabulce 3.2. Ve vodiko-
vych spektrech okolo teploty téni oligonukleotidu (294 K - 318 K) dochézi k rozsi-
rovani piku a ve spektru se vyraznéji projevuje sum. Z tohoto duvodu jsem zvysil
pocet scanu pii téchto teplotdch na ¢tyinasobek. Tim doslo k redukei Sumu na
polovinu a spektra se pak lépe a presnéji vyhodnocovala.
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Intenzita

T T T T T T T T T T T
42,2 424 426 428 43 432 434 436 438 44 442

SP1[dB]

Obrazek 3.2: Intenzita signalu vody pro riuzné hodnoty parametru SP12 — itlum
selektivniho pulsu.

’ Nézev a oznaceni parametru H Hodnota ‘
Pocet scantu v rozmezi teplot 294K - 318 K | NS 1024
Pocet scanu pri ostatnich teplotach NS 256
Sfika spektra [ppm] SW 24
Relaxaéni prodleva [s] D1 1,00
Délka 7 /2-pulsu [us] P1 11,0
Utlum 7/2-pulsu [dB] PL1 5,0
Délka selektivniho m-pulsu [ms] P12 4,0
Utlum selektivniho 7-pulsu [dB] SP1 43,6

Tabulka 3.2: Nastaveni parametru pro métreni 1D spekter.

3.5 Meéreni NOESY spekter

NOESY spektra jsem méril za uicelem piitazeni vodikovych signédlu jednotlivym
vodikium v oligonukleotidu. Pro kazdy vzorek jsem naméril dvé NOESY spektra
pii teploté T=284 K pro dvé hodnoty smésovaciho ¢asu D8. Pri této teploté jsou
spektralni ¢ary relativné tzké a nedochéazi k prekryvum piku v aromatické ¢asti
spektra. Také jesté neni ve spektru patrna chemicka vyména, a proto se zadné
piky nerozsituji ¢i dokonce nemizi.

Schéma mérici pulsni sekvence je na obrazku 3.3, parametry v tabulce 3.3.
Stejné jako u 1D spekter bylo potteba pouzit potlaceni vody. Naméfena spektra
jsou na obrazku 3.4 a 3.5
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’ Nézev a oznaceni parametru H Hodnota ‘

Pocet scantu NS 128
Pocet spekter TD2 512
Sfika spektra [ppm] SW 20
Relaxaéni prodleva [s] D1 1,00
Délka 7 /2-pulsu [us] P1 8,5
Utlum 7/2-pulsu [dB] PL1 6,0
Smeésovaci doba [s] D8 | 0,25/0,10
Délka selektivniho m-pulsu [ms] | P12 4,0
Utlum selektivniho 7-pulsu [dB] | SP1 46,5

Tabulka 3.3: Nastaveni parametri pro méeni 'H NOESY spekter.

noesyesgpph
| | | J E 3J5 I LA
||| LY
pl2 Mﬂll”lr'nl’“ iaas
spl
G
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Gl Gl G2 G2

Obrazek 3.3: Pulsni sekvence pouzita pti méreni NOESY spekter.
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Obrazek 3.4: Naméfené 'H-'H NOESY spektrum vzorku CG pii teploté
T=283,5K a se smésovacim ¢asem D8=250 ms.
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Obrazek 3.5: Naméiené 'H-'H NOESY spektrum vzorku m°CG pii teploté
T=283,5K a se smésovacim ¢asem D8=250 ms.
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4. Zipracovani spekter

V namétenych spektrech bylo potieba prifadit jednotlivé piky k odpovidajicim
vodikum v molekule. Avsak ne vechny vodikové signaly jsou ve spektru piitomny.
Vzhledem k tomu, Zze pouzitym rozpoustédlem byla voda, jejiz signal musel byt
ve spektru potlacen, doslo také k ¢astecnému nebo tplnému potlaceni signdlu
v okoli rezonané¢ni frekvence vodiku vody. Toto se tyka hlavné signalu od vodiku
H3’ deoxyribdzy, které nejsou ve spektru vubec. Pii vyssich teplotdch také dochazi
k chemické vymeéné mezi nékterymi bazovymi vodiky a vodou. Napiiklad thymi-
nové H3 nebo guaninové H1, které tvoti iminoskupiny, jsou ve spektru pritomny
ba 320 K nejsou ve spektru vidét. Podobnd situace je u amino vodiku H41/H42
cytosinu a H61/H62 adeninu.

Na obréazku 4.7 jsou dvé zméfend spektra. Muzeme v nich vidét shluky vice
piktu. Tyto shluky odpovidaji signdlim, které patii stejnym vodikovym pozicim
v ruznych nukleotidech DNA. V oblasti zhruba od 6,8 ppm do 9 ppm se nachéazeji
piky pfislusejici bazovym vodikum H6 resp. H8 a adeninovym H2. U téchto
signalu nedochazi k mnohacetnym prekryvum jako v jinych oblastech a s ros-
touci teplotou se vyrazné nesnizuje jejich intenzita. Vzhledem k témto vlastnos-
tem jsou signdly vodiku H6/H8 vhodné ke studiu tani duplexu DNA. V ostatnich
castech spektra s vyjimkou oblasti 12-15 ppm, kde se nachazi signaly vodika imi-
noskupin, dochazi ke koncentraci signali v malé oblasti, coz vede k jejich mno-
honasobnému prekryvu. Tato skutecnost je navic umocnéna tim, Ze se vesmés
jedna o vodiky deoxyribdzy, které jsou stépeny J-vazbou na multiplety, coz dale
zvysSuje nepirehlednost spektra. Signaly vodiku deoxyribdzy jsou vSak dulezité pro
prifazeni jednotlivych piku v oblasti aromatickych signalu H6/HS.

Za timto tcelem jsem zméfil ke kazdému vzorku 'H - 'H NOESY spektrum
(obr. 3.4 a 3.5). Zname-li pfiblizné usporadani jednotlivych atomu v molekule,
muzeme v NOESY spektru najit odpovidajici krospiky a podle néj prifadit ato-
my signalum v 1D spektrech. Pro dalsi zpracovani bylo potieba prifadit hlavné
signély aromatickych vodiki. Budeme predpokladat, ze molekula DNA se ve vzor-
ku vyskytuje v B formé, ktera je za béznych podminek nejcastéjsi. Za tohoto
predpokladu zndme pfiblizné meziatomové vzdalenosti vodiku v molekule [15].
Na zakladé toho muzeme vybrat dvojice jader, jez maji mit spoleény krospik,
a tento krospik v NOESY spektru najit. Prifazeni krospiku jsem provadél v pro-
gramu Sparky [16].

4.1 Prirazeni signali v aromatické oblasti

Na obrazcich 4.1 a 4.2 jsou vytezy z NOESY spekter. V nich jsou vyrazné krospiky
mezi aromatickymi vodiky H6/H8 a vodiky H1’ deoxyribézy. Vzhledem k pro-
storovému uspofadani oligonukleotidia mé kazdy aromaticky vodik H6/H8 dva
vyrazné krospiky. Prvni krospik je s vodikem H1’ deoxyribdzy v ramci nukleotidu.
Druhy krospik je s vodikem H1’ deoxyribézy z nukleotidu sousediciho ve sméru
k 5’-konci. Diky témto sekven¢nim krospikum lze identifikovat a prifadit postupné
viechny signédly vodiku H6/HS8 z celého oligonukleotidu. K potvrzeni spravnosti
prifazeni muzeme stejnym zpusobem pouzit krospiky H6/H8 s H2'/H2”, které
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jsou taktéz velice silné. Jako nejlepsi zpusob prirazeni se muzou jevit slabsi, ale
stale viditelné krospiky mezi vodiky H6/H8 v po sobé nasledujicich bézich. Ty
vsak nékdy byvaji prilis blizko diagonale a vzhledem k nizké intenzité splyvaji
s diagonalnimi krospiky.

Adeninové vodiky H2 jsem pritadil pomoci krospiku s vodiky H3 thyminu,
se kterym adenin tvori bazovy par. Také je vidét silny sekvencéni krospik A2H2
s A3H2.

Prirazena aromaticka ¢ast 1D spektra pri teploté 283,5 K jsou na obrazku 4.3
pro vzorek CG a na obr. 4.4 pro vzorek m°CG. Na obrazcich 4.8 a 4.9 je aro-
maticka oblast spekter pri ruznych teplotach. Vidime, ze aromatické signaly se
daji vytrasovat az do oblasti vysokych teplot, kde se vyskytuji nesparovand
vlakna DNA. V této oblasti teplot nemuzeme signély ptitadit z NOESY spek-
ter zmérenych pii vysokych teplotach. Je to ddano tim, ze prostorové usporadani
nesparovaného oligonukleotidu neni pevné dané a meziatomové vzdalenosti jsou
prilis velké na to, aby se dalo zmérit NOESY spektrum. Potadi aromatickych
signalt pti téchto teplotach je na obrazcich 4.5 a 4.6. Hodnoty chemickych po-
suvu jsou pak shrnuty v tabulce 4.1.

%0 8 80 75 70 65
5.21 CaHs-nsHE /@ @— C4H5-H41 @\ C4H5-H6 A 5.2
5'45 ClH1’-A2H8 CamLr=Gaus CLHL'-H6 came 55'4
1 \ \@ @ / @ L
= 1 —= C4H1’ -H6 i
£ 5.6 X @ g 5.6
o | A2H1'-A3HS , !
T 1 \ G5H1’-H8  CLH5-H6 T7HL' -H6
—  5.81 A2H1’ -H8 N G5H1’ -T6H6 r5.8
;o s\ g 14 ’
3 I _ i oA @4_ ClH5-H42 L
6.0- C1H5-H41 we / '.-4 L6.0
] T7H1’ -G8HS8 8 P == ToH1 -H6 |
6.2 AIHLT-HS '@ /@ @ TN A3H1’ -C4H6 6.2
1 GSH1’ -HS ToH1’ -T7H6 -
6.4 ——  ———————————— A. 6.4
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5

W, - 'H (ppm)

Obrazek 4.1: Vytez z NOESY spektra vzorku CG. Pritazeni aromatickych vodiku
H6/HS8 podle krospiku s vodiky H1" deoxyribdzy.
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Obrazek 4.2: Vytez z NOESY spektra vzorku m°CG. Pfifazeni aromatickych
vodiku H6/HS8 podle krospiku s vodiky H1’ deoxyribézy.
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Obrazek 4.3: Prifazeni piku v aromatické oblasti spektra vzorku CG pii
T=2835K.
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Obrézek 4.4: Prifazeni pikii v aromatické oblasti spektra vzorku m®CG pii
T=283,5K.
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Obrazek 4.5: Pritazeni piku v aromatické oblasti spektra vzorku CG pri
T=352,1K.
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Obrazek 4.6: Pfifazeni pikti v aromatické oblasti spektra vzorku m°CG pii
T=352,1K.
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T=2845K | T=3521K
CG [w’CG | CG [w’CG
C1H6 || 7,668 | 7,668 | 7,512 | 7,507
A2H8 || 8,356 | 8,347 | 8,149 | 8,161
A3HS || 8,208 | 8,260 | 8,233 | 8,231
C4H6 || 7,200 | 7,025 | 7,572 | 7,337
G5HS || 7,840 | 7,743 | 7,880 | 7,875
T6H6 | 7,298 | 7,316 | 7,500 | 7,499
T7H6 | 7,339 | 7,337 | 7,486 | 7,486
GSHS || 7,945 | 7,947 | 7,951 | 7,950
A2H2 || 7,443 | 7,433 | 8,060 | 8,056
A3H2 | 7,747 | 7,770 | 7,975 | 7,980

Tabulka 4.1: Hodnoty chemickych posuvu obou vzorku v jednotkach ppm.

4.2 Fitovani spekter bez chemické vymeény

K fitovani jsem pouzival program Matlab 2009b s toolboxem Asymexfit [14]. Asy-
mexfit umoznuje fitovat NMR spektra s chemickou vyménou a z nafitovanych pa-
rametru déale urcéi parametry chemické vymény. Fitoval jsem pouze oblast zhruba
od 7,2 ppm do 8,4 ppm, kde se nachazeji signély aromatickych vodiku H6 /H8 a H2.
Pro spravné nafitovani spekter s chemickou vyménou je vSak nejprve potieba urcit
teplotni zavislosti posuvu aromatickych signalu duplext wy a single strandt wp.
Ptredpokladam, ze chemicky posuv se méni linearné s teplotou.

Na obrazku 4.10 a 4.11 jsou vyneseny teplotni zavislosti chemickych posuvu
jednotlivych jader, které byly ziskany fitovanim spekter bez chemické vymeény.
Chybéjici chemické posuvy ve stiedni ¢asti grafu jsou ovlivnény chemickou vy-
meénou a jejich vyhodnocenim se budu zabyvat v dalsim odstavci. Namérené body
jsou v oblasti vysokych a nizkych teplot prolozeny primkou a extrapolovany do
oblasti tani duplexu. Za zminku stoji nelinearni zavislost jadra C1-H6 pfi tep-
lotach ptiblizné do 290 K. Pocatecni body jsem proto nezahrnul do linearniho fitu
a jsou v grafu oznaceny prazdnym ctvereckem. Na obrazku 4.12 jsou srovnany po-
suvy aromatickych vodiku obou vzorku. Podle o¢ekavani je nejvétsi rozdil v che-
mickych posuvech u centralniho cytosinu. Smérem ke koncovym nukleotidim se
rozdil zmensuje. U vodiku koncovych nukleotidu je zména chemického posuvu po
metylaci minimalni.

Dalsi parametr potiebny pro fitovani spekter s chemickou vyménou je ptricna
relaxacni doba T7. Ta se od 75 lisi v tom, zZe je do ni zahrnuto i rozsiteni spektralni
cary zpusobené nehomogenitou magnetického pole By. Na obrazcich 4.13 az 4.16
jsou teplotni zavislosti pficnych relaxacnich dob 73 pro jednotlivé jadra. Muzeme
si vS§imnout, ze v oblasti nizkych teplot dochazi s rostouci teplotou k postupnému
narustu relaxacnich dob z duvodu klesajici viskozity roztoku, kdezto pti teplotach
vysokych se relaxacni casy T3 pfilis neméni. Pokles pti¢nych relaxacénich casu
duplexu pfi teplotach tésné pod oblasti tani je zpusoben zacinajici chemickou
vyménou mezi duplexy a single strandy. V oblasti vysokych teplot nebylo mozno
zméfit nékolik bodi u A3-H2 vzorku m®’CG a T6-H6 u obou vzorki. Bylo to
v dusledku prekryvu se signalem necistoty.
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Obrazek 4.8: Trasovani piku do oblasti vysokych teplot, vzorek CG. Vykreslena
jsou spektra pouze pti kazdé druhé namétené teploté. Uvedené teploty jsou teploty
nastavené pti méfeni tj. nepfepoctené podle kalibraéni kiivky.
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Obrazek 4.9: Trasovani pikt do oblasti vysokych teplot, vzorek m°CG. Vykreslena
jsou spektra pouze pti kazdé druhé namérené teploté. Uvedené teploty jsou teploty
nastavené pti meéteni tj. nepifepoctené podle kalibraéni kiivky.
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dw [ppm]
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8,2 - = C1-H6
= A2-H8
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Obrazek 4.10: Teplotni zavislost chemickych posuvu aromatickych jader vzorku
CG. Body jsou prolozeny piimkou, pricemz prazdnym ¢tvereckem jsou oznaceny
body nepouzité pti prokladani.

dw [ppm]

8,4
8,24 = C1-H6
= A2-H8
8,0 = A3-H8
= C4-H6
7,8 - = G5-H8
= T6-H6
= T7-H6
7 = G8-H8
= A2-H2
744 A3-H2
7,2 -
704 "t esEmssssmaagps o
T T T T T T T 7;77 T T T T 1
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
T[K]

Obrazek 4.11: Teplotni zavislost chemickych posuvi aromatickych jader vzorku
m°CG. Body jsou prolozeny pifmkou, pficemZ prdzdnym Etvereckem jsou oz-
naceny body nepouzité pii prokladani.
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Obrazek 4.12: Srovnani teplotni zavislosti chemickych posuvi aromatickych
vodiku vzorku CG (modré barva) a m>CG (¢ervend barva).
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Obrazek 4.13: Teplotni zavislost pricnych relaxac¢nich dob 75 aromatickych
vodikovych jader vzorku CG v duplexu. Body jsou spojeny pouze vodicimi ¢arami.
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Obrazek 4.14: Teplotni zavislost pricnych relaxacnich dob 73 aromatickych
vodikovych jader vzorku m®’CG v duplexu. Body jsou spojeny pouze vodicimi
carami.

31



200

190 4
180
1707 — = C1-H6
160 A2-H8
150 = A3-H8
140 —= C4-H6
= 120 ] T6-H6
[ ] —=— T7-H6
1107 ~ = G8-H8
100 - —a— A2-H2
90 ] A3-H2
80
70 4
60 T T T T T T T T T T T T T 1
342 344 346 348 350 352 354 356

TIK]

Obrazek 4.15: Teplotni zavislost pricnych relaxac¢nich dob 75 aromatickych
vodikovych jader vzorku CG v nesparovanych vlaknech. Body jsou spojeny pouze
vodicimi ¢arami.
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Obrazek 4.16: Teplotni zavislost pricnych relaxacnich dob T3 aromatickych
vodikovych jader vzorku m°CG v nesparovanych vldknech. Body jsou spojeny
pouze vodicimi ¢arami.
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4.3 Fitovani spekter s chemickou vymeénou

Nyni muzeme piejit k fitovani spekter ze sttedni oblasti teplot, kde dochézi k tani
duplext. Pti téchto teplotach probiha chemicka vyména mezi duplexy a single
strandy. Tvar NMR spektra pii asymetrické chemické vyméné popisuje funkce
(2.26). Fitovanim spekter duplexu a single strandu se podafilo ziskat parametry
wa a wp. Za parametr R4 dosadime prevracenou hodnotu maximalni relaxaéni
doby T3 u duplext a za Rp prevracenou hodnotu prumeéru relaxacnich dob 7%
single strandu [14]. Volnymi parametry potom pro kazdy signél jsou: pocatecni
magnetizace My, relativni mnozstvi duplexu pa, rychlostni konstanta disociace
ka a velikost J-konstanty u rozstépenych signalu.

V grafech 4.17 jsou vyneseny zavislosti podilu duplexu p4 na teploté pro
kazdé jadro. Namétené body jsou prolozeny funkei (1.5). V grafu je vidét podivny
prubéh u jadra A3-HS, u kterého doslo k prekryvu se signdlem C1-H41. Na zdkladé
toho bylo jadro A3-HS8 vytazeno z dalstho zpracovani. Na obrazku 4.18 je teplotni
zavislost rychlosti chemické vymény k4 pro oba vzorky. Body jsou prolozeny
funkeci (1.10). V grafech chybi prubéh k4 u vodiku G8-H8. U tohoto jadra je
rozdil chemickych posuvi v duplexu a single strandu velmi maly, proto je jeho
signal i v prubéhu chemické vymeény tizky a intenzivni. To zpusobuje pii urcovani
parametru k4 chybu tak velkou, ze nafitované hodnoty nejsou pouzitelné pro dalsi
zpracovani.

Vyhodnoceni chyb p4 a k4 bylo provedeno také pomoci Matlabu a Asymexfi-
tu. Uvazujeme tii zdroje chyb. Z hlediska rychlosti vymény k4 je nejvétsi chyba
zpusobena nepfesnym urcenim 75 duplexu a single strandi. Proto Asymexfit
provede fitovani spekter s vyménou znovu s celkem 25 kombinacemi relaxac¢nich
dob T3 duplexu a single strandu. A nasledné vyhodnoti odchylku ps a k4. Stejné
se stanovi chyba vnesena neptesnou extrapolaci parametru ws a wg. Poslednim
zdrojem chyb je Sum ve spektru. Jeho prispévek k celkové chybé se stanovi fi-
tovanim simulovaného spektra, které bylo vypocteno z nafitovanych parametru
a ke kterému byl pricten gaussovsky Sum o stejné amplitudé, jako méa Sum v expe-
rimentalnim spektru. Celkova chyba parametru ps a k4 je pak ddna odmocninou
ze souctu kvadratu téchto tii prispévku.
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Obréazek 4.17: Teplotni zavislost podilu duplexu ve vzorku CG (modra barva)

a m’CG (¢ervend barva). Body jsou prolozeny funkei (1.5).
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Obrézek 4.18: Teplotni zavislost rychlosti chemické vymeény ve vzorku CG (modra
barva) a m°CG (Cervend barva). Body jsou prolozeny funkef (1.10). Spodni chy-
bové tsecky nejsou zakresleny u bodu, jejichz relativni chyba presahuje 100%.
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4.4 Vyhodnoceni termodynamickych parametrua

Z teplotnich zavislosti parametru chemické vymény pa a k, ziskdme termodyna-
mické parametry, které popisuji tani duplexu. Teplotni zavislost podilu duplexu
pa je fitovdna funkei (1.5), tim dostdvame zménu entalpie AH a entropie AS
spojenou s tvorbou duplexu. Gibbsovu volnou energii pti 7=310 K pak urcime ze
vztahu (1.1). Pomoci rovnice (1.8) byla vypoctena teplota tani duplexu.

K fitovani teplotni zavislosti rychlosti vymény k4 se pouzil Eyringuv vztah
(1.10). Touto funkei jsem prolozil naméfené body k4 a dostal aktivacni energii
AG 4. Jak bylo zminéno vyse, pro jadro G8-H8 nejsou k dispozici hodnoty k4,
proto nelze vypocitat jeho aktivaéni energii. Z fitovani a grafu 4.18 jsou vytazeny
body, u kterych byla vypoctena mala chyba a zaroven lezi daleko od nafitované
krivky. Také nejsou zobrazeny spodni ¢asti chybovych tsecek, pokud jsou vétsi
nez hodnota odpovidajici prislusSnému bodu.

Hodnoty termodynamickych parametru jsou shrnuty v tabulkach 4.2 a 4.3.
V grafech 4.19 az 4.21 je srovnani teplot tani 7T,,,, Gibbsovy volné energie AG310x
a Gibbsovy aktivaéni energie disociace AG 4 obou vzorku. V tabulce 4.4 jsou tyto
termodynamické parametry pro cely oligonukleotid. Byly vypocteny jako vazeny
prumér hodnot v tabulkach 4.2 a 4.3.

Vzhledem k malym rozdilim termodynamickych parametri oligonukleotidu
a jejich velké chybé byl proveden parovy t-test, aby se zjistilo, zda je rozdil téchto
veli¢in statisticky signifikantni. V tabulce 4.4 jsou piislusné p-hodnoty a na jejich
zékladé muzeme potvrdit zvySeni teploty tani v m°CG. Rozdily v Gibbsovych
energiich a Gibbsovych aktiva¢nich energiich jsou ale statisticky neprukazné.

AH AS AGglOK Tm AGA
[kJ-mol™!] | [Jmol 'K~ | [kJ-mol ™! K] [kJ-mol™!]
C1-H6 -236 -642 -37£1 323,3£0,4 | 685
A2-H8 -235 -637 -38+1 324,6+0,6 | 67£2
C4-H6 -271 -745 -40+1 325,24+0,5 | 661
G5-H8 -228 -617 -37+£1 323,4+0,5 | 67£1
T6-H6 -263 -723 -39+1 324,6+0,5 | 67£1
T7-H6 -243 -662 -38+1 323,8£0,7 | 675
G8-HS || -286 789 4142 326,141,2 -
A2-H2 -265 -726 -39+3 324,6+1,4 | 67£1
A3-H2 -232 -628 -37+£1 323,7+0,7 | 67£1

Tabulka 4.2: Termodynamické parametry ziskané fitovanim teplotnich zavislosti
ka a pa vzorku CG.

4.5 Diskuse vysledku

Prestoze chyba rozdilu teplot tani T, obou oligonukleotidu je vétsi nez samotny
rozdil, muzeme na zakladé parového t-testu potvrdit, ze u vzorku s metylovanym
centralnim cytosinem doslo ke zvySeni teploty tani T, duplexu DNA. Zvyseni
teploty tani se projevilo u vSech nukleotidu, coz naznacuje vysokou kooperativitu
bazovych part. Na druhou stranu pokles Gibbsovy energie AGjg19x pii tvorbé
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AH AS AG310K Tm AGA
[kJ-mol™] | [Jmol 'K~ | [kJ-mol ™! K] [kJ-mol™!]
C1-H6 -267 -739 -38+1 323,4+04 | 67£1
A2-HS8 -230 -617 -38£2 325,4£0,8 | 672
C4-H6 -245 -666 -39+1 325,240,5 | 67+1
G5-H8 -237 -643 -38=x1 324,94+0,3 | 68£1
T6-H6 -248 -676 -39+1 325,1£0,3 | 68+1
T7-H6 -240 -650 -38+1 324,7+0,6 | 656£3
G8-HS | -279 765 4249 327,240,7 -
A2-H2 -276 =757 4145 326,2+1,5 | 68+1
A3-H2 -224 -604 -37+1 324,440,5 | 68£1

Tabulka 4.3: Termodynamické parametry ziskané fitovanim teplotnich zavislosti
k4 a pa vzorku m°CG.

Vzorek [kJ-mol™!] K] [kJ-mol™!]
CG -38,1£1,3 | 324,240,8 | 66,940,6
m°CG || -38,4+0,8 | 324,940,8 | 67,640,6

| P-hodnota || 0,62 [ 0,014 10,14 |

Tabulka 4.4: Termodynamické parametry obou oligonukleotidu s p-hodnotami
parovych t-testu.

duplexu je v rdmci chyby méfeni stejny v obou vzorcich. Stejné tak nemuzeme
potvrdit zménu v aktivaéni energii AG 4.

V ¢lanku [3] jsou vysledky NMR méieni, kde u oligonukleotidu CTTC GAAG
byl zméren narust teploty tani duplexu z 49,5°C na 50,5°C po metylaci. U sek-
vence CATC GATG byla teplota tani nemetylovaného oligonukleotidu 53,5°C
u metylovaného 56,7°C. Koncentrace vzorku byla v obou ptipadech 3,5mM. To
je vice nez dvakrat vetsi koncentrace, nez jakou jsem méril. Je vSak vidét, ze vliv
metylace silné zavisi na sekvenci oligonukleotidu.

V préci [17] byl méfen oligonukleotid o délce 10 nukleotidu s metylaci cen-
tralnitho CpG paru v roztoku s 200 mM NaCl a bylo pozorovano zvyseni teploty
tani duplexu o 1,5 K. Byla zde vsak pouzita data z UV absorpce a métena rozdilnéa
sekvence, a proto nelze vysledky kvantitativné porovnavat.

Hlavnim zjisténim této prace je, ze stabilizace duplexu po metylaci cytosinu
v centralnim dinukleotidu CpG se projevi u vsech bazovych paru v oligonukleo-
tidu, a pouze u toho modifikovaného.
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Obrazek 4.19: Srovnani teploty tani duplexu u obou vzorku.
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Obrazek 4.20: Srovnani Gibbsovy volné energie pti T=310 K u obou vzork.
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Obrazek 4.21: Srovnani aktiva¢ni energie disociace u obou vzorku.
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Z.aver

V praci byl studovan vliv metylace centralniho cytosinu na stabilitu duplexu
DNA. Shrnuti vysledki:

Namérili jsme teplotni zavislost vodikovych spekter dvou selfkomplemen-

tarnich oligodeoxynukleotidi CAAC GTTG a CAAm®C GTTG.

Namérili jsme NOESY spektra a na jejich zédkladé bylo provedeno piirazeni
jednorozmeérnych spekter.

Byly porovnany chemické posuvy metylovaného a nemetylovaného vzorku.
Nejvétsi rozdil je podle ocekavani v posuvech jader v okoli centralniho cyto-
sinu. U koncovych nukleotidu byl rozdil minimalni.

Spektra byla nafitovana teoretickym tvarem pii chemické vymeéné a tim
jsme dostali teplotni zavislost podilu duplexu ps a rychlostni konstanty
disociace kp pro kazdy nukleotid.

Fitovanim téchto teplotnich zavislosti byla urcena teplota tani 7,,,, Gibbsova
volnd energie AGsiox a Gibbsova aktivaéni energie disociace AG# pro oba
vzorky.

Statistickym t-testem jsme potvrdili, Zze po metylaci cytosinu dojde ke
zvyseni teploty tani duplexu T, ale nepodafilo se prokéazat rozdil v poklesu
Gibbsovy volné energie AG3519x pii tvorbé duplexu ani rozdil v aktiva¢nich
energiich disociace AG 4.

Narust stability byl pozorovan u vSech bazovych part, coz znaci jejich vy-
sokou kooperativitu pri tvorbé a rozpadu duplexu.

Rozdil v teploté tani AT,,=(0,740,8) K urcéeny v této praci jsme srovnali
s jinymi experimenty, které uvadéji zvyseni teploty tani 7}, po metylaci od
1K do 3,2 K u jinych selfkomplementarnich oktameru. To potvrzuje, ze vliv
metylace centrélniho cytosinu silné zavisi na pouzité sekvenci.
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Obrézek P4: Zmérena



wdd g1 op gT po 1se[qo ‘(0avida) H) W © (0A9A) D)) N107A RIPfeds pustowy :¢J YozeIq()

M6'v.L2

MLLLe

MZ'6.2

MP*L82

MG'€8e

M.'G8¢

M8°/82

M6°'68¢C

M1Z62

MZ'v6¢

MP*962

MG'86¢

a's
VT
I'ad
VvV
VTV
VTV
1/\)\!
<\1/\|
-
Y
\—
—
—

M.00€

M820¢

M0‘G0E

RRRRRRRRRRRRARE

ML°L0€

MZ'60€

AP LLE

MGELE

MLGLE

M8zLe

M6'v.L2C

ML°LL2

MZ'6.2

My'L82

MSG'€82

M.'G8C

M8°.82

M6°682

MLZ62

MZ'v6C

MP'96¢

MSG'862

ML00€

M8°20€

M0'G0€

ML°L0€

MZ'60€

AP LLE

MSELE

50



