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1.Uvod

viv s

prenosech informaci v biologickych systémech. Spejinoci dochazi k expresi gen
uchovavanych v deoxyribonukleové kysélifDNA) v jadie eukaryontni hiky. DNA
sama jadro hitky neopousti. Aby se informace v ni obsazena madb&iat ven z jadra,
je treba ji frepsat do RNA, ktera jadro opoéStniZze. RNA s touto funkci se nazyva
messenger RNA (mMRNA), jeji mnozstvi a jeji aktivitazhoduji o tvorb proteini

v buice. DalSimi funknimi molekulami RNA jsou ribosomalni RNA (rRNA) a
transferovd RNA (tRNA). rRNA je hlavni stavebni araver funkéni jednotkou
ribosomi, tRNA se vaze na aminokyseliny a dopravuje jeibasom, kde mohou byt
diky tRNA rozpoznany aijpojeny do polypeptidovéhtettzce. VSechny druhy RNA
spolupracuji na tvokbproteinm a zZivot bugénych organism by bez nich nebyl mozny.

RNA vytvari v buice izné strukturni motivy a prostorova uggdani podle
biologické fukce, kterou zastava. Vyskytuje sgasto jednovlaknova, ve fogm
nahodného klubka, ffpadreé jako duplex. Jednim z moznych ugpdani je i triplex
RNA, v Zivych buikach v8ak zatim nebyl pozorovan.

V této bakaléské praci jsme jako nastroj pro studium chovanomikleové
kyseliny zvolili difereni skenovaci mikrokalorimetr. Mikrokalorimetr jecen ke
kvantitativnimu popisu termodynamického chovaninmtekul za nizkych koncentraci
v malém objemu. Ukolem bakaské prace bylo nasiit data na vybraném modelovém
systému RNA a na jejich zaklkadyhodnotit termodynamické charakteristiky spojené
s rozpadem a tvorbou dupfea triplexi RNA.

Prace je roz#lena do dvoucasti, teoretické a praktické. Teoretickast je
vénovana nukleovym kyselinam, jejich komplex a stabili¥, a také mikrokalorimetrii.
Ve druhécasti je popsano #éieni, jeho vysledky a teni termodynamickych paramigtr
Ziskané udaje jsou diskutované z hlediska srovatatiility duplexu a triplexu RNA a
vlivu hoi¢iku na tyto parametry. S ohledem naémy vysledki méieni v phibéhu
opakovanych cykl jsou rozebirané i mozné interakce RNA molekul ergloem néfici

kyvety.



2. Struktura a stabilita komplex G nukleovych kyselin a
jejich sledovani pomoci mikrokalorimetrie

2.1 Nukleové kyseliny a jejich struktura

VesSkerd geneticka informace vSech Zivych orgadiggmuloZzena v nukleovych
kyselinach. Struktura prvni z nich (2'-deoxyribolagva kyselina, DNA) byla objevena
v roce 1953 Watsonem a Crickem. Druhaoileditou nukleovou kyselinou je RNA
(ribonukleova kyselina), ktera se od DNA n@idisi a ma v biikach jinou funkci. Ob
nukleové kyseliny nejsou chemickyils slozité, jejich molekuly vSak mohou byt velmi
dlouhé a mohou vytvéat slozité prostorové motivy. Proto je vhodné popa jejich
strukturu na #&kolika arovnich. Tomu se budeme zevrélminovat v nasledujicim textu
této kapitoly. Podrob#Si popis struktury nukleovych kyselin Ize naléapiiklad v
monografii Saenger1984].

2.1.1 Primarni struktura nukleovych kyselin

Zakladnimi stavebnimi kameny nukleovych kyselin {N&Sou nukleotidy.
Nukleotidy se skladaji z&itjednodusSich sloZek: baze, sacharidu a fosféae Bsou
heterocyklické molekuly obsahujici dusik. Mohou kgtinocyklické, odvozené od
molekuly pyrimidinu, nebo dvoucyklické, odvozené wmlekuly purinu. Nejastjsi
pyrimidinové baze jsou uracil, cytosin a thymin.adit se nachazi pouze v RNA. V
DNA je zase téry vyhradré thymin, coZ je methylovana forma uracilu a je femk
ekvivalentni. NejastjSi purinové baze jsou adenin a guanin. Chemickércez
jednotlivych bazi jsou na obr. 2.1.
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Obr. 2.1: Chemické vzorce dusikatych bazi nukleovych kyd&menger1984]

Sacharidy jsou v nukleotidech ve faffuranos gili péticlennych cyki. V RNA
je sacharidenp-ribofuranosa a v DNAB-2-deoxyribofuranosa. Atomy pent6zoveho
cyklu jsoucislovany porack od bazegisla secérkuji, abychom je odliSili od atain
bazi, kde se pouzivéslovani beztarek. Sacharidy spolu s bazemiiivaukleosidy.
Baze jsou na sacharidyipojeny N-glykosidickou vazbou na uhliku C1'. N#otgazke
dochézi k torzi a vznikaji tim dvmozné konformace syn a anti. K nukleasidjsou
estericky vazané zbytky kyseliny fosfon@. Tyto zbytky spojuji C5' a C3' uhliky dvou
nukleotidh fosfodiesterovou vazbou.

Tim maze vznikatrettzec nukleotid. Seazeni nukleotid za sebou v tomto
retzci ukuje primarni strukturu nukleové kyseliny. To je éotaticky znazormo na
obrazku 2.2Retézec ma tedy jeden 3' konec a jeden 5' konec a yjepie ho od 5'
konce ke 3' konci. Podle délkgtezce rozliSujeme mono-, oligo- a polynukleotidy.



k 5" konci

Obr. 2.2: Primarni struktura viakna DNAPglacky 2007]

2.1.2 Sekundarni struktura

Pravidelné lokalni prostorové uspgdani molekuly NA ozrajeme sekundarni
struktura. Zavisi jak na silachugobicich mezi jednotlivymicastmi NA tak na
interakcich s okolnim prastdim. Rettzce nukleovych kyselin mohouustavat
samostatné, nebo se mohou splétat. V tomtdisedni RNA a DNA zasadnliSi. DNA
negastji tvoti dvojSroubovici, zatimco RNAUstava v biice negastji jednovidknova.
Muze vSak tvét lokalni vnitromolekularni dvojSroubovici na kkdch usecich viakna
spojenych Usekem nesparovanych bazi — tzv. vliasgaupin).

Projevem sekundarni struktury u nukleovych kysgitedy nejastji tvorba komplex,
jejichz konkrétni podobou se budeme zabyvat dale.

Prace se za#uje na pozorovani energetickych egmpii tvorbé duplexa a
triplexd RNA, a proto se ip dalSim popisu budeme¢rnovat gevazri ttmto dwma
typim komplexu.

2.1.3 Duplex

Strukturu duplexu DNA odhalili a popsali poprvé Wat a Crick. Zjistili, Ze
pongr adeninu ku thyminu je vzdy 1:1 a st&jmak guaninu ku cytosinu v celé
dvojSroubovici (Chargaffova pravidla). Usoudili yede polynukleotidovéetzce jsou
spojeny komplementarnim parovanim bazi. Adenin &®j@ s thyminem (v RNA s
uracilem) d¥ma vodikovymi nistky a cytosin se paruje s guaninem pomdci t
vodikovych niistki. Retszce jsou antiparalelni. Osu dvojSroubovice v tomtodelu
tvoii vodikové niistky, baze swfuji dovnitt Sroubovice a sacharidy spojené&ep
fosfatové skupiny vyztuzuji tuto konstrukci zvenkdolekuly bazi jsou rovinné a
vodikové mniistky je spojuji tak, Ze jsou 8hve stejné rovih Ve Sroubovici je tato
rovina kolma na osu. Nejzaklaggim typem dvojSroubovice DNA je B forma, ta je
také nejpodob¥jsi pavodnimu Watson-Crickovu modelu a virpzeném prosedi se
vyskytuje nefastji. Pary bazi nasledujici v této Sroubovici po &gbou \aci soke
pootateny o 36° a na jednu dtku tedy gipada 10 pdr bazi. Vznik Sroubovice je
umozrén geometrii sparovanych bazi. Mohou vSak vznikghé formy. B forma je



pravot@iva Sroubovice a zvenku jsou na ni patrné dva 3laBlba jsou hluboké, jeden
je v3ak Siroky a druhy Gzky. Zlabky umii bazim uvnit Sroubovice styk s \&gim
prostedim a interakci s okolnimi molekulami. KrérB formy jsou dobe znamé jest

A forma a Z forma. A forma je také pravoitea, ma jeden Zlabek hlubSi a uzsi a druhy
mel¢i a SirSi. Z forma je levotiva a jeden ze Zlalikma plochy.

RNA ze sterickych dvoda nemize tvdit B formu Sroubovice; v jirozeném
prostedi existuje pouze v A forennebo v A' fornd. Tyto formy jsou velmi podobné. A
forma jecastjSi a na 1 otéku v ni gipada 11 bazovych parA' forma neni takasta a
na ot@ku pripada 12 bazovych pérZ forma RNA zatim nebylaipozerg pozorovana.
Oke formy A i A' jsou charakterizovany vlastnostmi ighymi pro Watson-Crickovo
parovani bazi.

hazove pary (e S—

acdenin thymin
= —————
gLanin cytosin
cukr-fosfatova
patef

Obr. 2.3: Sekundarni struktura DNA (duplex) [U.S. Nation@rary of Medicine]

2.1.4 Triplex

K Watson-Crickovu bdzovému péru seiza gipojit dalSi bdze pomoci tzv.
Hoogsteenova parovani. Tento ugpb parovani bazi umidje spojeni i
polynukleotidovych vidken a tim tvorbu triplexu. dmba triplexi byla pozorovéana
pouze u sekvenci s velkym relativnim zastoupenidmgbo typu bazi. Je-li duplex
slozen ze dvou homopolymernich vlaken, dopini sé&ripkex snadgji. Triplex vznika
pouze pokud jedno viakno je temo puriny (tedy A nebo G). Dva duplexy
poly(A).poly(U) mohou pechazet na poly(U).poly(A).poly(U) triplex a samétvidkno
poly(A), protoZze heterocyklus adeninu je &asré schopen tviit Watson-Crickovy i
Hoogsteenovy bazové par$denger 1984]. Struktura trojného komplexu se sklada z
antiparalelniho poly(A).poly(U) duplexu a z dalSimaly(U) vlakna, které se vige do
hlubokého Zlabku. #dané poly(U) vildkno tvid bazovy par Hoogteenova typu
vodikovym niistkem s N7 a N6-H adenirfatézce poly(A) Baenger1984].



VSechnaii vidkna maji ténsi stejnou geometrii. Komplexy s Hoogsteenovymi
vazbami se realizuji pouze v A foécoz sedci o tom, Ze RNA je konfornéaé velmi
konzervativni.

 Neel
prEGSEN_U )=
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Obr. 2.3: Bazovy triplet UsA*U v RNA triplexu. Tékovarg je vyzn&eno Watson-Crickovo parovani,
carkovarg Hoogsteenovo parovanH@nus 2001].



2.2 Stabilita komplex 0 NA

Duplex i triplex nukleovych kyselin jsou us@alané struktury a jejich vznik je
spojen se sniZzenim entropie. Jejich stabilita jit2aa zejména hydrofobni interakci
(predpokladame, Zze NA je ve vodném predf). DalSim dlezitym stabilizujicim
faktorem je takzvané stohovani (stacking) a vodekaustky. Vodikové nistky pisobi
horizontal@ mezi bazemi, naproti tomu stohovafdspbi vertikalg. Baze, které jsou ve
Sroubovici nad sebou, sasté&né prekryvaji an-elektrony aromatickych bazi na sebe
pusobi gitazlivou Van der Waalsovou interakci. Sila tétéerakce zavisi na délce
ietézce a také na bazovém slozeni. Nef§ilse pitahuji dw purinové baze, sl&pb
jedna purinova a jedna pyrimidinova a nejgjabvé pyrimidinové. Diky stohovani a
hydrofobnim interakcim vznika uvhitdvojSroubovice hydrofobni prdsdi. To
umoziuje preferovat tvorbu vodikovych istki mezi bazemi, festoze jsou NA ve
vodném prosedi a nabizi se tedy tvorba vodikovychisthki s molekulami vody.
Vodikové mistky jsoucasté&né elektrostatické povahy a jsodildizné 20-krat az 30-
krat slabsi nez kovalentni vazba. V NA jsailedité pro parovani bazi, pro stabilitu
komplexi jsou jiz mér vyznamné, avsak jejich vliv je nutné z&fiavat.

Stabilita sekundarni struktury NA je také zavistmnoha dalSich faktorech, jako jsou
teplota, tlak, délkaetézce, koncentrace jednotlivych idgmebo bazové slozeni.

2.2.1 Vliv teploty na stabilitu komplex G

Pokud se rni teplota roztoku NA, #ni se i sekundarni struktura NAfi P
silném ofiivani dochazi k jejimu zhrouceni. Tento proces wéame denaturace.
Dochéazi pi ném k naruSeni nukleotidovych garkomplementéarnfettzce se oddi a
struktura se rozpadne. Triplex se rozpada na duplEexino samostatné vlakno (single
strand). Duplex se rozpada na samostatnd vlaknasamdostatnych vilaken ine
dochéazet ke z#mé stohovani bazi a tim kechodu helikalni struktury na neuggdané
klubko (random coil). Pokud se zhrouti jeast komplexu, destabilizuje se zpravidla
cely komplex. Nicmé® pii vSech €&chto zménach Zstava primarni struktura NA
neznénéna. Makroskopicky vSak @izeme zaznamenat Zny fyzikalnich vlastnosti
roztoku NA, napiklad klesa jeho viskozita.

Parametrem, ktery souvisi gnlito zmeénami a charakterizuje komplexy
nukleovych kyselin, je teplota tanj, Tmelting temperature). Je definovana jako teplota,
pii které je komplex vytvilen s polowini koncentraci & je maximalni teoreticky
mozna s ohledem na sloZeni roztoku. Teplota tapiediu a triplexi se zvySuje s
rostouci délkou Sroubovice, gilpyvanim ionfi v roztoku a @i vétSim zastoupeni C-G
para ve Sroubovici (¥Si paet vodikovych mstki stabilizuje komplex).

Pokud roztok s denaturovanymi NA rychle ochladimd peplotu tanifetzce
se sparuji pouzeasté&né, spravné parovani nestinne ptbbout. Pokud vSak roztok
ochlazujeme pomalu, jednotliva vlakna maji dostaieéu najit stj komplementarni
prottjSek a dojde tak k UpIné renaturaci komplexu. Demgae nukleovych kyselin je
tedy vratny dj.

Denaturace fi¥e byt sledovdna mnoha metodami, ffkdpd pomoci UV
absorpce, Ramanova rozptylu nebo mikrokalorimetkie.této praci jsou pouzita
mikrokalorimetrick& mifeni. Zavislost stability na teptbfje ukena zavislosti zemy
Gibbsovy energie na teptotPi vzniku komplexi NA dochazi k poklesu entropie
AS<O0, ktery musi byt doprovazen dostatevelkym poklesem entalpiaH<O, takZze
plati AG = AH — AS T < 0. Z na‘enych dat mizeme ziskat informace o Zmach
termodynamickych potencial AH?, AS’ a AG® pii vzniku komplexu (pokud je
mechanismus vzniku komplexu znamy).
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2.2.2 Vliv iont 0 na stabilitu komplexu

DalSim faktorem ovliiujicim stabilitu sekundarni struktury NA jéifmmnost
a koncentrace ioftv roztoku. Jednomocné kationty jakd,KNa podle experimeift
prispivaji ke stabili Sroubovice. SniZuji totiz repulzi zdpérmabitych fosfatovych
skupin sacharido-fosfatové kostry. @esStice vSak stabilitu podporuji ¢které
dvojmocné ionty. Naiklad Mcf* zvySuje stabilitu komplexu jiZ ip velmi malych
koncentracich a tento efekt se saturuje okolo kumaei 10° a7z 10° M [Saenger
1984]. Naopak &které jiné dvojmocné kationty (Hf CU") stabilitu snizuji, protoZe
reaguji spiSe s bazemi nez s fosfatovymi skupingn®NA mohou je&t destruktivigji
pisobit ionty Zi*a PB*, protoZe neenzymaticky katalyzujisgeni fosfodiesterové
vazby. Velmi patrny je vliv iorit v roztocich se syntetickymi homopolymery poly(A) a
poly(U), nebd zde nmiize nenit preferenci mezi tvorbou dupléxa triplexi.

Nukleové kyseliny maji ¢kolik mist, kam se kovoveé ionty mohou vazat. Nize
strwné zminime ®ktera z nich s éfazem na ionty, které jsme pouzili, tedy sodik a
hor¢ik. Na fosfatovych skupinach mohou vznikat solimdgoné komplexy mezi
pozitivné nabitym kovem a negatig¢nnabitym kyslikem. Je to moZzné pr&ts$inu
kovovych ionfi. Hydroxylové skupiny cuKrinteraguji pedevsim s alkalickymi kovy a
kovy alkalickych zemin (mezi& Na i Mg pati). Dusiky v heterocyklech bazi jsou
nositeli volného elektronového paru a jsou vhodnyigendy pro alkalické kovy a
kationty kowi alkalickych zemin $aenger1984].

Z predchoziho je jasné, ze tvorba komplerezi kovovymi ionty a bazemi je
specifickd.Reteno strdng, vazebna mista se nachazeji na atomech kyslikusikwla
mohou se v nich vazat pouzeitg typy kovovych ioni (ionty alkalickych kow, kowvi
alkalickych zemin a ijechodnych ko). Ve vodném progedi mize vSak byt
elektrostaticka interakce mezi kationty a negatnhinnaboji fosfal odstirgtna vysoce
polarnimi molekulami vody, takze sei¢devSim v fpads jednomocnych iorif)
kationty nevazi k nukleové kysetinptimo, ale jsou rozprosné ve vodni vrsty
obklopujici molekulu NA. Dvojmocné kationyagtavaji blizko uretézce, jednomocné
jsou rozproseny o rkco dal Misra, 1999].

2.2.3 Termodynamicky model stability duplexu a trip lexu

Pro popis stability duplexu a triplexu budeme pwatidvoustavovy model, to
znamena, Ze budeméepdpokladat, Ze jednotliva vlakna NA jsoudbmcela sparovana a
nebo zcela oddena. Cast&né sparovani, ke kterému v roztoku také dochazi,
neuvazujeme. fi@dpokladejme, Ze v roztoku smichaném z A a U vanikdva typy
komplexa A:U a U:A*U. NaSim ukolem je uit koncentraci duplek a triplexa v
roztoku. Délku polymernicketézci poly(A) a poly(U) vSak nezname, néaeme tedy
uréit koncentrace celych dupléxa triplexi v roztoku. Proto budeme koncentraci
duplexi Cp a triplexi Ctvyjadiovat jako koncentraci monomernich jednotek ifpad
duplexi je monomerni jednotkou bazovy péar aiippct triplexa je to bazovy triplet).
Celkovou koncentraci uracilu a adenidy, Ca ve snési miZzeme vyjaéit pomoci
vztahu:

Cu =Cufree+ Cp + 2Cr
Ca =Cafree+ Co +Cr

kde Cumees Camee jSOU koncentrace uracilu a adeninu v jaétizcovych
polynukleotidech.

(2.1)
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Rovnovazné konstanty pro vznik duplexu a tripleald pyjadujeme jako:
Co

poly(A)+ poly(U ) & - duplex K,=—72 — (2.2)
CAfreeCUfree
. e
duplex+ poly(U ) {0 - triplex K, = (2.3)
CUfreeCD
poly(A)+ 2poly(U ) O - triplex K, = o) =K, K, (2.4)
CAfree CUfree

[Palacky 2005]. Koncentrace obou kompiexrnize byt utena z celkové koncentrace
obou slozek, tedy koncentrace monoimexr z gisluSnych rovnovaznych konstait a
K,. Odtud je také jasné, Ze celkova koncentrace ademiuracilu Cy, Ca) v roztoku
rozhoduje o tom, jaka bude vysledna koncentracéegt triplexi.

Dale pouzijeme Van't Hoffovu rovnici pro entalpiigthodu:

AHWi:—RTﬂdg¥<] (2.5)

Gibbsovu energii ptitme pomoci vztahu:
AG® = AH° -TAS? (2.6)

Kde ,™ oznauje rovnovazny stav. Rovnice (2.6) tedy popisuje &mm
termodynamickych potenciélpiéi prechodu mezi samostatnymetzci a komplexy
v rovnovazném stavu charakterizovaném teplotou T.

Zménu Gibbsova potencialu vSakudeme také vyjad pomoci rovnovazné
konstanty:
AG® = -RTInK (2.7)

Za pouZziti dvou fedchozich vztah miZzeme dojit ke vztahu linearni zavislosti
pievracené hodnoty teploty tani naCiny kde Ck je celkova koncentrace slozek
komplexi (vlaken).

1 (n-DR
—=—O|n
T AH

m

N [AS° —(n-DRIn 2n]

Cx AH°

(2.8)

Pomoci tohoto vztahu ieme ukit termodynamické parametry spojené s tvorbou a
rozpademn slozkoveho komplexuHreslauer 1995]. Dosazenim do vztahu (21832
ziskame vzorec pro duplex a pra3 pro triplex:

1_ R AS® -RIn4|

— = Inc, +—=—= """ 2.9

T, AH® K AH° (2:9)
1 _ 2R AS® - 2RIn6

?_:_—HmcK+_—7§ﬁ——J (2.10)
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2.3 Mikrokalorimetrie

Kalorimetrie je z&kladnim nastrojem pro studiummtedynamickych vlastnosti
biologicky vyznamnych molekul v roztoku. Umafe ziskavat informace o stabilit
molekul v fiznych teplotnich intervalech a také o energetidénatice jejich reakci.
Tato bakaléska prace je zatbena na studium termodynamickych &mpii vzniku
triplexu RNA. Diky tomu, Ze dnes existuji dostake citlivé pristroje, je
mikrokalorimetrie pro nasa@l vhodnou metodou. V nasleduji@sti je strdné shrnuty
vyvoj mikrokalorimetrie, pedtim ale je& nékolik slov o vyhodnosti
mikrokalorimetrickych nateni.

NejdilezitéjSimi parametry pro pochopeni termodynamickych tmlasti
makromolekul jsou tepelna kapacita jako funkcedsplnebo entalpie (integral tepelné
kapacity podle teploty) jako funkce teploty. Entelpg zakladni extenzivni véiha pro
popis termodynamického systému a teplota je zaklatenzivni veléina v tomto
smyslu. Jsou to veliny konjugované a jejich furdki zavislost obsahuje vSechnu
informaci o termodynamickém stavu makroskopickélystésnu. Pomoci analyzy
tepelné kapacity lIze ziskat Uplny termodynamickypipo nativniho i tepekn
denaturovaného stavu makromolekul. Proto je studiapelné kapacity biologicky
funkénich makromolekul tak Zadané. Jeji experimentdhriaveni se vSak ukazalo jako
nesmirg nara@né. Vyzaduje totiz gieni natistu tepelné kapacity ve velmiezEnych
roztocich. V takovych podminkach je tepelna kapagibozadi (rozpoudtla) ¢asto
mnohokrat ¥tSi neZz samotna tepelna kapacita molekul, kterédupene.
Reprodukovatelné #teni proto vyZzaduje extrérarpiesné miiici pristroje. Toho bylo
dosazeno vyvinutim vysoce preciznich kalorimhetkteré jsou dnes znamé jako
diferencialni skenovaci mikrokalorimetry.

2.3.1 Vyvoj diferen €ni skenovaci mikrokalorimetrie

Prvni diferedni skenovaci mikrokalorimetry byly vyvinuty v poliox
Sedesétych let minulého stoleti. Jejitbgmost bylaitkrat vétSi neZ pesnost podobnych
pristroja pouzivanych v té dab Této fesnosti bylo dosaZzeno kombinaaikalika
metod: diferetni meteni, vyrovnavani energie, kontinualniiteh a celkova tepelna
izolace mgficich kyvet. Zasadnim krokemiipvyvoji vSak bylo radikalni zmenseni
meticich kyvet. Ve ¥tSich objemech roztoku totiZztipohievu vznikaji teplotni
gradienty, které zkresluji vysledky ¢ébeni a odstranit je lze pouzeéast&€né
mechanickym michanim. V dosta&teé malych objemech gradienty téfmnevznikaji a
tim je tento problém weSen. U prvnich mikrokalorimétrbylo zalfivani kyvet
zaji¥ovano elektricky konstantnimrigonem. Dvojice kyvet byla dd@b izolovana od
okolniho prostedi. Systém @& fungovat adiabaticky¢ehoz bylo dosazeno pouZzitim
vysokého vakua a termalnich pla&kyvet, které blizce nasledovaly teplotu v kyvetach
Takové kalorimetry mohly gfit pouze i ohtivani roztoku (heating mode). Po kazdém
meéteni musely byt kyvety vyjmuty, vymyty a napiry novym vzorkem. Bylo v3ak
nemozné naplnit kyvetyipkazdém ndteni gesré stejnym objemem roztoku a zajistit
stejné podminky v systému. Refeteh pribéh pozadi (baseline) bylfiptakovém
meieni nepouzitelny, proto byl tentdigtroj schopen gfit pouze teploté vyrazné jevy
(jako tani NA, proteifr a lipidi), ale ne absolutni hodnotu parcialni tepelné kigypac
makromolekul v roztoku.

DalSim krokem k vylepSeniftigtroja tedy bylo zaji&ni stejného objemu
meienych roztok. Do meficiho systému byla zabudovana kyveta:@sp definovaném
objemu, ktera jiz nebyla vyjimatelna. Piesti i objem tedy dstavaly stejné a
refere@ni Urover uz byla dobe reprodukovatelna i po znovunagtn kyvet. To
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umoznilo poprvé uit absolutni hodnotu parcialni tepelné kapacityt@rég a NA ve
zieddnych roztocich p velkém teplotnim rozfii. Prvni kalorimetr tohoto typu byl
postaven v 70.letech v ruské Akadendidy

Ke konci 70.let fislo dalSi vylepSeni v podélkapilarnich kyvet. Kapilarni
kyvety jeSt vice omezily teplotni gradienty v roztocich a umiZsnadrjSi vymyvani
a plreni bez vzniku vzduchovych bublintiPrysoké gesnosti nmieni by vzduchové
bublinky mohly zfsobit zavazné chyby &reni. Kapilarni konstrukce dovoluje také
vytvorit v kyvetach petlak a tim prodlouzit rozmezi teplot, ve kteréra I&tit (bez
pietlaku vodné roztokyipteplotach kolem 100°Ciau, coZ znematlje meieni). Tyto
mikrokalorimetry se ozriaji jako mikrokalorimetryiteti generace. Byly velmi oblibené
pro svou snadnou ovladatelnost, velkou citlivogbi@snost. Resto vSak iy i své
nevyhody. Kapilary byly vyrobeny z platiny a ta gesala s wgkterymi druhy
rozpoustdel, coz zjsobovalo rozdilnost scara nereprodukovatelnost vysleédiByly
snahy nahradit platinu zlatem, narazily vSak narexké obtize. DalSi népsnosti
zpasobovaly organické materidly (pouzité jako lepidiaepelna izolace), které byly
pouzity i v pedchozich modelech. Malaigsnost pedchozich modél vsak
nedovolovala nevhodnosichto material odhalit. Také konstantni &wv neni pro tuto
presnost vhodny, protoZze s rostouci teplotou rostepelnad kapacita kyvet a to
negativré ovliviuje experiment.

Tyto nevyhody byly odstrany ve ¢tvrté generaci mikrokalorimeiy ktera se
pouziva dnes. Mikrokalorimetry této generace jsauit schopné se stejnoiepnosti
pii ohiivani. DalSi vyvoj mikrokalorimelr je zangten na zvySovani jejich citlivosti
[Privalov, 1995].

2.3.2 Soucasna diferen éni skenovaci mikrokalorimetrie

Nejwtsim rozdilem oproti f@dchozim mikrokalorimeim je realizace
ohrivaciho i ochlazovaciho procesu se stejnoesposti mreni v obou moédech. V
piedchozich kalorimetrech je kyveta Fatina konstantnimifkonem a termalni plés
okolo kyvet zabrauje vymene tepla s okolim. V novychifstrojich hraje termalni plas
hlavni roli gi ohiivani i ochlazovani kyvet. Teplota pl&a$e néni konstantni rychlosti.
To zajifuje paitac. Dostava data od platinového tepkym umiséného v plasti a
porovnava je se svymi daty, ktera odpovidaji poxadé teplat, poté odesila pokyny
systému ofevu a ochlazovani. Tim pida¢ pitimo kontroluje zmny teploty termalniho
plast a udrZzuje konstantni rychlosti@vu (ochlazovani). Maximalni rychlostielwu je
z praktickych dvodia 2K/min, minimalni rychlost neni principidinomezena. Rozdil
teplot mezi oBbma kyvetami je ré‘en polovodiovymi ¢idly. Pro jeho vyrovnavani jsou
piimo u kyvet umisiny pfidavné elektrické adfivace. Rikon, ktery je teba dodat pro
vyrovnani teploty mezi kyvetou se vzorkem a refénérkyvetou, je zaznamenavan
pocitatem jako zakladni vystupni udajéreni. Je-li teba dodavat teplo kywetse
vzorkem, je tento signdl bran jako kladny, v @pém gipac ma znaménko zaporné.

Kapilary kyvet jsou vyrobeny Zistého 24-karatového zlata. Kapilary jsou
zakorteny kratkymi platinovymi truldkami, které slouzi k pbmi (vstup a vystup).
Vstup i vystup Usti do manostatu. V uzay ktery na manostat naseda, je zabudovan
tlakovaci pist. Jim je mozné dosahnout tlaku okdlatm. V manostatu je tlakovy
senzor dodavajici gdaci informace o tlaku. Tlak 3 atm sfak tomu, abychom &teni
ve vodnych roztocich mohli roz&iaz do 130°C, aniZ by dochézelo k va&iwzniku
plynovych bublinek.

Idealre by referedni a vzorkova kyveta #fy byt naprosto shodné, technicky
vSak neni mozné zhotovit éivdentické kyvety. Tato népsnost se projevi jako rozdil
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mezi baselinamiip ohievu a pi ochlazovani (ob kyvety naplgné stejnym roztokem).
Idedlre by se tyto baseliny &y shodovat.

| kdyZz na mikrokalorimetru neprobihd experimemt,gesto nutné, aby byl
stéle zapnuty, &fici kyvety musi byt napkné a pditac udrzuje jejich teplotu na 25°C.
Proto i pd@ita¢ musi byt stdle zapnuty. V débmezi neienimi st&i kyvety naplnit
deionizovanou vodowrivalov, 1995].

2.3.3 Pribéh méreni

Diferenciélni skenovaci mikrokalorimetr je navrzésk, aby ndfil rozdil
tepelnych kapacit dvou kapalin, rozpaula a roztoku. Provadi todfenim relativniho
rozdilu tepelnych kapacit refer@ri a vzorkové kyvety v zavislosti na temptcoz
jednodusSe vyjaije vzorec:

-9Q (2.11)
oT

Presné vysledky vSak nelze ziskathbm jednoho riteni. Aby byla naréiena data
reprodukovatelna, jerdba nejiive provést kalibréni meieni. O kyvety naplnime
rozpoustdlem a nétime v celém teplotnim rozsahu, ktery budeme pouZzWsledna
kiivka (tzv. baselina¥asto neni linearni, ani t&nhnulovd, jak by se dalocekavat.
Zpusobuji to rozdily mezi atma kyvetami a nestability fp prechodu z rezimu s
konstantni teplotou do rezimu s linearniénmu teploty. Bhem n&feni pa@itat baselinu
aproximuje polynomialni funkci a ¢uje grikon, o ktery se baselina liSi od nulyi P
dalSim n&feni miZze byt tento rozdil automaticky afiin. Pokud do vzorkoveé kyvety
vloZzime vzorek, je vysledkem takovéhoéheni gimo vyrovnavaci fikon (rozdil
piikonu referetni a vzorkové kyvety). Baselinu theme odé&ist i dodaténé po
provedeni obou giteni. Vystupem r¥eni je Kivka, kterd znazdiuje vyrovnavaci
piikon v mikrowattech na poZzadované teplotni Skali&oR odpovida rozdilu tepelnych
kapacit sledovaného vzorku a rozped# [Privalov, 1995].

Ptimou integraci pak fiZeme z tepelné kapacityimo ugit entropii i entalpii
piechodu:

4

AH =jcpdT (2.12)
t
th

AS=[—2dT 2.13
t{ = (2.13)

Vypoctu entropie a entalpie v naSerfigact se budeme podroBjveénovat v kapitole o
zpracovani dat.
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3. Cile prace

Jak je jiz zmigno vySe, moderni mikrokalorimetry jsouigiroje s vysokou
citlivosti a malymi naroky na mnozstvi vzorku, mrgtredstavuji vhodny nastroj na
uréovani termodynamickych parametkomplexi nukleovych kyselin. f&sto je poet
puvodnich praci, které by vyuZzivaly diferencialni s&eaci mikrokalorimetrii porné
nizky. RozsahlejSi studie, které by smavaly porovnavani vysledkna sérii vzork o
raiznych koncentrgnich pongrech, je tént nemozné v literatie najit. Stejné je to i se
studiemi systérin ve kterych se vyskytujeskolik riznych tym komplexi RNA.

Ukolem predlozené prace proto bylo provést sérii experitha®®NA na DSC
pristroji. Pouzili jsem polynukleotidy polyA a polyUkteré pedstavuji obvykly
molekularni model pro RNA. Bfené vzorky mily mit rizny stechiometricky po#n
mezi polyA a polyU, aby se &nila preference vzniku duplé&a triplexi. Dale se rdla
v rdmci prace uskuteit srovnavaci ré¥eni vzorki, které obsahujici pouze jednomocné
kationty a vzork s pgidavkem hesiku (ionty Md®™).

Prace mila rekolik cila. V prvnitad Slo o to, abychom pra¥ili pouZzitelnost
daného fistroje pro kvantitativni analyzu termodynamickyelastnosti sloz#jSich
RNA molekularnich systéina abychom odhaliliipadna uskali nebo omezeni spojena
s timto typem aplikace. Druhym cilem bylo ziskaairejuplrgjSich (v zavislosti na
okolnostech, které byly zfisvany jako prvni cil prace) termodynamickych
charakteristik duplexu a triplexe®zci polyA a polyU a kvantifikace vlivu ieiku na
tyto veliciny.
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4. Priprava a provedeni experimentu, zpracovani dat

4.1. PouZzité vzorky

Pro mefeni byly pouzity vzorky syntetickytpravené RNA. Konkréih byl
vzorek tvden RNA polynukleotidy — kyselinou polyadenilovouo(?A) a kyselinou
polyuridylovou (PolyU). Vzorek Poly(A) ve foréndraselné soli byl dodan od firmy
Fluka — Biochemica a vzorek Poly(U), také ve férdraselné soli, od firmy Sigma-
Aldrich. Délka jednotlivychretézca polynukleotidi v dodanych vzorcich neni znama.
Koncentrace RNA jsou proto udavany v monomernicingékach, které maji
molekulovou vahu - bazovy pak:U) 711,55 a bazovy tripletA*U) 1055, 81.

Pro gipravu aredni roztoki byly pouzity dva typy puft, které se od sebe [isi
iontovym sloZzenim. Prvnim pufrem byl 20mM fosfatopufr s gidavkem 100mM
NaCl o pH 7,0 (dale ozgavany PBNa). Bvodns jsme zamysleli pouzit fosfatovy pufr
pro vSechna gteni. To zahrnovalo i tteni s ionty M§", ale ukéazalo se, e dochazi ke
srdZzeni pufru PBNa s kidkem. Museli jsme proto zvolit jiny pufr, ktery sehdcikem
nesrazi. Vybranym druhym pufrem byl 20mM kakodwétgufr se 100mM NaCl a
5mM MgChL o pH 6,4 (dale ozavany CacMg).

Vzorky byly michany ve dvou krocich. Nejprve jsmigpavili zasobni roztoky
8mM Poly(A) i Poly(U) rozpu&nych v pufru. Ty jsme dale smichali tak, aby PolygA
Poly(U) byly v ugeném ponru. PoZzadované patry PolyA:PolyU byly 1:1, 1:2 a
1:1,5. Roztok jsme néslegirdoredili pufrem tak, aby vyslednd koncentrace vzorku
obsahovala vzdy 0,4mM adenasinTento postup jsme pouzilifippiipraw vzorki
s PBNa i s CacMg. Celk&ysme ngfili 6 raiznych vzork.

Pri prvnich nefenich na polynukleotidech byly zjgty zmeny pribéhi DSC
kiivek pii opakovani scan Domnivali jsme se, Ze totthe byt zfisobeno kontaminaci
roztoku RNasami, coZz jsou enzymyé@ti cukr-fosfatovou péatepolymeru. Ke
kazdému vzorku jsme proto jespridali inhibitor RNasy od firmy Sigma. Inhibitor
musel byt do vzonk pridavan az dsné pred nerenim, jelikoZ jeho garantovana
Zivotnost je pouze 48 hodintiBavali jsme ho v poru 1:500.

4.2. DSC méreni

Pred zapdetim samotného &eni se doporuje provést takzvany jedhkeh”,
coZ spaiva v tom, Ze ob kyvety naplnime rozpoustlem (stejnym, jaké bylo pouZito
pii piipraw vzorki) a nechame pré&bnout jeden cyklus (tedy jedno idli a jedno
ochlazeni) ve stejném teplotnim rozmezi, které mel@ouzivat pro #feni vzorku.
Rychlost znény teploty ntize byt vySSi nezipsamotném réeni. My jsme pouzivali
2K/min. Tento proces slouzi k vytkeni stabilni povrchové vrstvy nagstich kyvet,
aby interakce sh kyvet a roztok uz dale neovliitovala n&teni.

Samotné nxeni probihalo ve dvou krocich - nejprve reférénmeieni, poté
meieni se vzorkem. i#led kazdym planim kyvet bylo teba vzorek q rozpoustdlio)
dolie odvzdus$nit, aby vém pri zahrivani nevznikaly vzduchové bublinky, které by
mohly znehodnotit celé &eni. Odvzdustni bylo provadno v exsikatoru ve
sklerenych nddobkach s magnetickym michaniirppkojové teplat a nizkém tlaku.

Méreni jsme provadi vrozmezi 5°C az 90°C. Pouzitd rychlost re@bu
(ochlazovani) byla 1K/min a tlakkbem n&teni byl udrzovan na 3atmfiReferergnim
meieni byly ol kyvety napleny rozpoustdlem. Kalorimetr v tétocasti mereni
zaznamenava referém Urover (baseline). Scanyrpohiivani a pi ochlazovani by réy
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byt symetrické kolem nuly. i#5troj jsme nastavili tak, abyfipprvnim scanu ril
ohrivani vzorku. Pro referéni méreni je teba nechat prabnout nejméa 3 cykly (tj.

6 scarf), protoze prvni cyklus byvaétsinou pro zpracovani nepouzitelny & p
poslednim cyklu vyrfujeme rozpoustllo ve vzorkove kyvetza vzorek.

Vymeénénim rozpoustdla za vzorek zdné druhy krok rifeni, to jest réreni se
vzorkem. Vzorek plnime do kyvety tzv. ,on the flyi)i za beéhu. Béhem plreni tedy
kalorimetr stdle r¥i. Vyménu provadime ) ochlazovani - zzneme s ni fiblizné u
30°C a mgfici kyvetu musime vyprazdnit a &pnaplnit co nejrychleji, protoze je nutné
znovu dosahnout tlaku 3atntiice neZ kalorimetr doséahne 0°C, aby se nenaruikpr
dalSiho cyklu. Se vzorkem jsme nechali gtofiout \&tSi paiet cykia, zpravidla 6 az 8.

Po vynenéni pufru za vzorek istavaji rychlost i rozsah ¢eni stejné jako u
referergniho nereni.

AP[W]

-20 1

40 -

-60 1

40 50 60 70 80
TIT]
Obrazek 4.1 Priklad zaznamu #&feni - vzorek RNA (A:U - 1:2), rozpow&tlo PBNa. Na obrazku jsou
zachyceny ptbéhy baselin (téré¥ linearni) i ptibéhy méfeni se vzorkem (obsahuji pik), scany s kladnymi
hodnotami jsou pro dgfvani a se zapornymi pro ochlazovani. (teplotrérival je zkracen, aby piky byly
[épe vidkt)
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4.3. Postup p Fi zpracovani dat

4.3.1. PFiprava dat

Data, ktera jsou vystupemébeni mikrokalorimetru, je nutné na zpracovani
nejprve pipravit (tj. provést zakladni zpracovani). Mikrokdmetr zaznamenava
meiena data (teplotu, vyrovnavacdiifpn acas) v pravidelnycltasovych intervalech.
Pro naSe zpracovani je aliepledrgjSi pracovat pouze se zavislostikonu na teplat
urcené vzdy ve stejnych teplotnich bodech. Proto jswadili novou teplotni stupnici (s
intervalem 0,2°C) a prvnim krokentipravy byl gepaiet teplotni zavislosti iftkonu
pro tuto stupnici. Toho jsme dosahli interpolaci.p@et usnadovalo zjiséni, Ze
rychlost oltevu je s vysokouisnosti nezavisla nase, coz ukazala analyza zavislosti

zmeny teploty (%—I) nacase.

DalSim krokem fipravy bylo odéteni referetinich scan (baseline) od scaérse
vzorkem. K tomuto &elu jsme u kazdého &feni vybrali baselinu, jejiz pbéh se zdal
~nejustalerjsi“. Pokud pro fazi snizovani teploty takto vhédvypadala az posledni
baselina (kdy se ip teplo& pod 30°C minilo rozpou&dlo za vzorek a tedy jeji
nizkoteplotnicast byla zdeformovana), doplnili jsme jejiip&h v rozmezi od 30°C do
0°C pomoci pibéhu predposledniho scanu. Odchylku poslednihofedposledniho
scanu jsme aproximovali kvadratickou funkci a fdoodchylkou jsme i@dposledni
scan picetli (ptiklad pribehu baselin je na obrazku 4.2). Baselinu jsme odissa
vzorkem odeetli pfimo.

Vychazime ze zakladniho vztahu pro géemy vyrovnavaci fikon:

Cy dT
AP = Vcellcsolute p + Vcell _sz Crozp -V cell Crozp - 4.1

celk l:( Mr ( )10 ] 10 :l dt ( )
kde AP, je celkovy rozdil pilkonu dodavany vzorkove kywebproti kyvet refererni,

solute
C

vl je objem kyvety, je koncentrace vzorku v roztoku (v 9. Cje molarni

tepelna kapacita vzorku v roztokdr je molekulova hmotnost rozpogé latky,V'* je

celkovy objem rozpu&hé latky v kyvet, p je hustota rozpouidla, C"™*"je tepelna
kapacita na jednotku vahy rozpatdia. V tomto vzorci pedpokladame, Ze kyvety jsou
idealrt shodné, coz by znamenalo, Zdi peferenim mefeni rozpousidlo-
rozpoustdlo vyjde rozdil pikoni obou kyvet nulovy (tjAP,=0 W, pfibéh baselin se
drzi na nule). To vSak v naSerfigad® nenastava (viz.obr. 4.1), naopak rozdikpna
obou kyvet je porrné velky. Ri¢itame to nestejnému objemu vzorkové a refaren
kyvety [Privalov, 2005]. Vzorec (4.1)izpusobime této skut@osti takto:

Apcelk — [(sze“CVZC;Z + (chzell -V vz)pCrozp)_VrZ:zllpCrozp C:j_-:’ (4_2)

kde V=" (V") je objem vzorkové (referéni) kyvety ac’” je molarni koncentrace

ref

vzorku. Potom z (4.2) dostanemig gbsenci vzorku vzorec proygieh baselinyAPyop:

AP — (Vv(;e” -V cell )pCrozpd_T (43)

rozp ref dt
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PoZadovany rozdil ifkona, ktery charakterizuje vzorek, tedy dostaneme
odeitenim referetniho scanu od scanu se vzorkem. Ze Wz{dlR) a (4.3) dostaneme:
celk rozp ~ LVvz

AP - AP — ceIICsz\‘gz _szpCrozp]C(lj_-: (44)

V tomto vyrazeclen V¥pC™ bohuzel nezname, aledareme pedpokladat jeho
linearni zavislost na tepkat

28 a) ohfivani
26 —
33 scan 1
n 244 —— scan3
< —— scan5
— scan7
22 —— scan9
— — vybrana baselina
20 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
T[]
-24 b) ochlazovani
-26 —
%_ 28 4 — scan 2
— —— scan4
o
< 304 — scan6
= __ — —— scan8
-7 - scan 10
-32 . .
— — vybrana baselina
rodlouzend
-34 (.p )

1 I I I I
20 30 40 50 60 70 80
T[T]

Obrazek 4.2 Priklad piibéhu scald rozpoustdlo-rozpoustdio (v omezeném teplotnim intervalu), a
baseliny vybrané pro odet. (Méteni PolyA:PolyU 1:1, rozp.PBNa.)

Poslednim krokemifpravy dat bylo omezeni teplotniho intervalu. V &owych
castech teplotniho intervalu totiZ iite dochézet k odchylkdm odedpoklddaného
prabéhu, které rejmé nesouvisi se zémou chovani vzorkuiptéchto teplotach. Je to
zpasobeno pravipodobr tim, Ze kalorimetr na zatku kazdého scanu (tj. na¢asku
ohrivani, ¢i ochlazovani) fechazi ze stavu o stalé teglato stavu, kdy se teplota
plynule linearg méni. Deformace teplotniho fschu signdlu by mohly zkreslit &eni.
Pro dalSi zpracovani jsme vybrali interval 20 aZ@BQpouzit i na obr.4.2). Zivoda,
které budou uvedeny v nasledujici kapitole, nemeBlk byt toto rozmezi pouzito pro
vSechna réreni.
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4.3.2. Zpracovani dat

Pro zpracovani fedgripravenych dat jsme pouZili postupji (kterém jsme
pozadi aproximovali polynomem a @edi. Termodynamické parametry spojené
s rozpadem (vznikem) komplexpak utujeme pimou integraci febytku signalu
(,excess heat capacity”).

K aproximaci pozadi jsme pouZili jednoduchou kubickunkci. K fitovani byla
vybrdna vhodn&é4st dat ze zstku a z konce teplotniho intervalu. Uk&zalo se, Ze
rozmezi vhodné pro fitovani jéeba vybrat pro kazdé dreni zvlag. Toto rozmezi
nesmi zahrnovat teplotni oblast, kde jsou patrnéngmiikonu zgisobené vznikendi
rozpadem komplax U ne¢teni s rozpoustlem PBNa se piky vzniku kompléxvedaji
pomerné strmé a diky tomu Ize snadno vybrat vhodné teplotniriatly stejné pro
vSechny scany jednohoc¢heni. U ngfeni s hacikem (rozpou&idlo CacMg) se piky
vzniku komplex: zainaji zvedat velmi pozvolna a maxima dosahuji uSighs teplot,
nez v gedchozim gipact. Z toho divodu bylo teba roz§it interval, ktery jsme zvolili
pii predzpracovani. Bez rozghi bychom u vysSich teplot nenasli dostatek dadtfipr
Novy pracovni interval byl zvolen od 20 do 86°Cpresto ale nebylo snadné nalézt
teplotni intervaly vhodné pro fit. VéRterych gipadech bylo feba v ramci jednoho
meieni pouZzitiizné teplotni intervaly praizné scany.

Aby bylo mozné ziskat termodynamické parametrye@y, jak jsme jiz uvedli,
tieba nejprve odeést pozadi od experimentalnich dat. To Ize znazoomttici:

AP = AP elk AI:)rozp - AI:)bas (45)

(o]
kde AR, je pribeh pozadi.
Jakmile znameAP, miZeme jiZz termodynamické parametry ditr ptimou
integraci. Zavislosti pro zénu entalpie a entropie jsou:

1

AH = V”c—d—T [aP(T)dT (4.6)
vz dt
_ 1 AP(T)
AS = i j - dT (4.7)
V cell Avz b
vz C dt
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5. Vysledky m éreni a diskuse

5.1. Prabéhy scan G po z&kladnim zpracovani

V této kapitole jsou v Sesti grafech uvedeny vsSgclsgany naréfené u
jednotlivych vzorki. Scany jsou po zakladnim zpracovani, tj. byly achrode&teny
baseliny a teplotni interval byl omezen od 20 d6G@resp. do 86°C pro &eni
s CacMg).

V kazdém grafu jsou uvedeny jak scany prdivdni (nahoru), tak scany pro
ochlazovani (dal). Data scal pro ochlazovani jsou vynasobena (-1), aby je bylo
mozné snadfjii porovnat se scany pro fiiani. Scany pro dafvani jsou ve vSech
grafech znazokmy plnoucarou, scany pro ochlazovani jsgarkovarg. Pro gehlednost
ma kazdy cyklus (tj. diev a po 8m nasledujici ochlazeni) svou bagary.

Tyto grafy nam poslouzily k tomu, abychom vybrafiodné teplotni intervaly,
které jsme dale pouzili pro fitovani pozadi. Vyk¥aplotni intervaly jsou uvedeny
VvV popisu kazdého grafu.

Méfeni s PBNa:

Ziskané zavislosti ukazuiji, Ze u Zzadného vzorkudhektivky pii opakovanych
scanech stejny pbeh. VZdy dochazelo k postupnému posunu maxitinekic k nizsim
teplotam a jejimu roz&vani. Krong toho je patrny i ufity rozdil mezi scany
meéienymi [ nanistu teploty a scanyipjejim poklesu. Ten je paténprojevem
hystereze sytému, ktera ude byt dana kbdi hystereznim chovanim samotného
mikrokalorimetru nebo tim, Ze doba petna na vytvieni komplex je srovnatelna
s dobou pejezdu kritického teplotniho Useku. ProtoZe v olpbigpadech by se #&m
hystereze zmenSovatisniZzovani rychlosti scanovani, neni moziegouZziti nasich
vzorki rozhodnout, co je hlavniiginou tohoto rozdilu.

20 1 1.scan nahoru
2.scan nahoru
3.scan nahoru
4.scan nahoru
—— 5.scan nahoru
—— 6.scan nahoru
15 A ———: lscandoli
2.scandold
3.scan dolti
4.scandolé
———": b.scandolil
———: 6.scandoll
10 4

AP [uwW]

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

T[T
Obrazek 5.1 A:U - 1:1, PBNa, vybrané meze pro pozadi: 20457-75°C
scany pro dfvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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1.scan nahoru
2.scan nahoru
3.scan nahoru
4.scan nahoru

30 A
— 5.scan nahoru

25 4
6.scan nahoru

7.scan nahoru
——— 1 l.scan dolt

2.scan doll
———  3.scandoll

4.scan doll
———  5.scandoltl
——— 6.scan dolu
7.scan doll

20 A

15 A

AP [uW]
[
|
|

10 A

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
T[T

Obrazek 5.2 A:U - 1:2, PBNa, vybrané meze pro pozadi: 204257-75°C
scany pro dfvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)

301 ——— 1l.scan nahoru
2.scan nahoru
25 | . 3.scan nahoru
——— 4.scan nahoru
5.scan nahoru
20 1 — 6.scan nahoru
—— 7.scan nahoru
—— 8.scan nahoru
———: l.scandolil
15 A
——— 2scandolt
g © 3.scan dolu
= 104 ———: 4.scan doli
o : B.scan doll
q ———: 6.scandoli
5 1 ——— T7scan dolt
———: 8.scan dolll
O 4
54
: m=m=====
10 ,;-=s====g======—=‘
10 4 —
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

T[T
Obrazek 5.3 A:U - 1:1,5, PBNa, vybrané meze pro pozadi: 20-4&5C80°C
scany pro dfvani jsou plnodarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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Méreni s CacMg:

U vzorka obsahujicich h@ik se rozdily v nasledujicich scanech markantn
zvétSily, takze na rozdil od &eni bez hitiku se ngnil i celkovy charakter naétenych
zavislosti. Bylo proto i mnohem obti&gi nalézt vhodné teplotni intervaly pro fit.
Nékteré scany jsme z dalSiho zpracovani museli &iplypustit, protoZze by nam
neposkytly Zzadnou uziteou informaci, a teplotni intervaly jsme pré tedy nehledali.
| piesto ale nebylo vZdy mozné najit vhodné teploti@riraly stejné pro vSechny scany
jednoho néteni. Vybrané teplotni intervaly pro dale zpracovévacany jsou detain
vypsany v popisech obraik

— L.scan nahoru
2.scan nahoru

12 4 3.scan nahoru
4.scan nahoru
5.scan nahoru

— 6.scan nahoru

10 1 ——— 7.scan nahoru

——— ! lscandoll

2.scan dolu

8 3.scan dol

4.scan dolu

5.scan dolt

E ——— :6.scandoll

2 6 7.scan dolt
o
<

4

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
T[T
Obrazek 5.4 A:U - 1:1, CacMg, vybrané meze pro pozadi: (vyr@etl.scan nahoru),
2.scan nahoru 20-54°C, 79-84°C; 3. az 5.scan n&®R5°C, 79-84°C;
(6. a 7.scan nahoru vynechany)
scany dal 20-30°C, 75-86°C (6. a 7.scan tleynechany)
scany pro @fvani jsou plnoarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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25 1
— :1.scan nahoru
2.scan nahoru
——— 3.scan nahoru
20 1
— 4.scan nahoru
——— :l.scandolu
2.scan dolu
15 1 ——— :3.scan doiu
——— 4.scan doli
10 A
= 5
o
<
O -
-5 1
-10 1
-15 4
T T T T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

T[T
Obrazek 5.5 A:U - 1:2, CacMg, vybrané meze pro pozadi: 2065 80-84°C
scany pro dfvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)

25

— :1.scan nahoru
—: 2.scan nahoru
20 1 —  3.scan nahoru
——— ‘4.scan nahoru
5.scan nahoru
——— :6.scan nahoru
7.scan nahoru
— : 8.scan nahoru
— 1 9.scan nahoru
——— :lscandoll
——— :2.scandoll
——— :3.scandoll
5 1 ——— :4.scandoll
5.scan dolli
——— :6.scan doli
7.scan dolt
——— :8.scandoll
——— :9.scandoll

154

10 4

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
T[T
Obrazek 5.6 A:U - 1:1,5, CacMg, vybrané meze pro pozadingazhoru 20-45°C, 80-84°C ,
scany ddl 20-48°C, 77-82°C; pinaje 5.scanem (tedy od 5. scanutdbinahoru ¥etrg) jiz

nebylo mozné pozadi uspokgjodeiist, ponechali jsme tedy pouze 1. az 4.scan (viznh2)
scany pro dfvani jsou plnodarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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5.2. Prubéhy scan u po ode éteni pozadi

V tomto oddile jsou prezentovany grafyip&hia scari po odé€teni pozadi. Byly
ponechany pouze scany pouZité galSim zpracovani. Po otteni pozadi éstane v
grafech jiz pouze hodnota vyrovnavacihtikpnu charakterizujici vznik a rozpad
komplexi v roztoku. Pokud komplexy nevznikaji ani nezariikig tento pikon nulovy.
Proto jsme teplotni intervaly v grafech zkratilpanechali jsme pouze rozmezi teplot,
ve kterém se nachazeji piky.

20

1.scan nahoru
2.scan nahoru
3.scan nahoru
4.scan nahoru
—— b5.scan nahoru
——— 6.scan nahoru
——— 1.scan dolu
2.scan dold
3.scan dolu
4.scan dold
10 4 ——— b5.scan doll
——— 6.scan dolu

15

AP [uW]

40 45 50 55 60 65 70

T[TC]
Obrazek 5.7 A:U - 1:1, PBNa, po odteni pozadi
scany pro @fvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)

30 A —— l.scan nahoru
2.scan nahoru
3.scan nahoru
4.scan nahoru
25 - — 5.scan nahoru
—— 6.scan nahoru
—— 7.scan nahoru
——— 1l.scandoll
20 A 2.scan dolu
g 3.scan dolu
= 4.scan d0|l:I
— ——— b5.scan dolu
o 15 T ——— 6.scan dolu
< ——— T7.scandolt
10 A
5 -
0= 1
T T T T T
40 45 50 55 60 65 70

Obrazek 5.8 A:U - 1:2, PBNa, po odteni pozadi
scany pro dfvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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— 1.scan nahoru
35 ——— 2.scan nahoru

3.scan nahoru
——— 4.scan nahoru

5.scan nahoru
30 —— 6.scan nahoru
—— 7.scan nahoru
— 8.scan nahoru
——— 1l.scan dolu
—-—— 2.scan doll

3.scan dolu
—-—— 4.scan doll
20 - 5.scan dold
——— 6.scan dolu
——— T7.scan dolu
8.scan dolu

AP [uw]

15 +

40 45 50 55 60 65 70

T[T]
Obrazek 5.9 A:U - 1:1,5, PBNa, po odeeni pozadi
scany pro dfvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)

Méreni s CacMg:

5
——— 2.scannahoru
494 ——— 3scanmahoru
—— 4.scannahoru
—— b.scan nahoru
— 37 1.scan dolli
; ——— 2scandolt “\
= . /
— ——— 3.scandolll _
O 29 _——— 4scandolii Pz
g 5.scan dolt
1 -
O -
T T T T T T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
T[T

Obrazek 5.10 A:U - 1:1, CacMg, po odteni pozadi
scany pro @fvani jsou plnokarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)
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40
1.scan nahoru
35 - 2.scan nahoru
3.scan nahoru
4.scan nahoru
30 ——— 1lscan doIL:J
——— 2.scandoll
3.scan dolt
4.scan dold
25 1
= 20 A
o
<
15 A
10 A
5 -
0+ e
T T T T T T T T T
40 45 50 55 60 65 70 75 80

T[T]
Obrazek 5.1t A:U - 1:2, CacMg, po odteni pozadi,
scany pro @fvani jsou plnoarou, scany pro ochlazovani jstarkovar (data vynasobena -1)

40
—— 1.scannahoru
—— 2.scan nahoru
35 A —— 3.scan nahoru
—— 4.scannahoru
——— lscandoll
301 ——— 2scandold
——— 3.scandoll
——— 4.scandoli
25 1
= 20 1
o
<
15 1
10 1
5 -
0
T T
40 45

T[T]
Obrazek 5.12 A:U - 1:1,5; CacMg, po odeeni pozadi,
scany pro étvani jsou plnogarou, scany pro ochlazovani jsgarkovar (data vynasobena -1)
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5.3. Termodynamické parametry v jednotlivych scanec h

Poslednim krokem zpracovani ng&enych dat jednotlivych scénje urkeni
termodynamickych paramétcharakterizujicich proces tvorby komplexedy AH, AS
a Ty Z&anéme ukenim AH a AS. Jak jiz bylofeceno dive, tyto parametry ziskame
piimou integraci podle vzoiq4.6) a (4.7). HodnotyH aAS pro jednotlivé scany jsou
vyneseny Vv nasledujicich grafech. Pro kazdéem jsou uvedeny dva grafy, prvni pro
zmeénu entalpie a druhy pro zZmu entropie v zavislosti ndsle scanu. Jak aletrbeme
vidét, u rekterych vzork je Zetelny rozdil mezi hodnotami ziskanynii poklesu a fi
narstu teploty. Zarouve vSak hodnoty  opakovani scah systematicky klesaji (v
absolutni hodn@). F¥i urceni celkovych termodynamickych paraniepro jednotliva
meieni budeme muset zohlednitédiyto skuténosti. Nagiklad na obr. 5.4 jeigjmé, ze
vSechny hodnoty ziskanéigcanu snirem dofi (ochlazovani) jsou si nejpododi s
hodnotami p nasledujicim scanu nahoru {@rani). Proto byly jako zaklad pro dalSi
vyhodnoceni pouzity fmérné hodnoty dchto dvojic scafh (rovréZz jsou vyneseny
v grafech).

Méreni s PBNa:

Zavislost zm ény entalpie a entropie na ¢&isle scanu

-20,5 1
-21,0 4
< -21,5 4
©
E 220
2 ©)
= 2254
T O
< -23,0 1 o
—@— hodnoty AH ohfivani
-23,5 - O ©— hodnoty AH ochlazovani
0] —@— primérné hodnoty AH
24,0 - o
0 1 2 3 4 5 6 7
¢islo scanu
0,062
— 0,064 1
X
" -0,066
<)
£
= -0,068 - 1o}
X
‘;‘) ©)
< -0,070 - © —@— hodnoty AS ohfivani
@ ©— hodnoty AS ochlazovani
0,072 - o —@— pramémé hodnoty AS
o
0 1 2 5 6 7

::)” 4
¢islo scanu

Obrazek 5.13 A:U - 1:1, PBNa, zavislost z¢ny entalpie a entropie rigsle scanu
horni graf znéziwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znaziwje zavislost entropie ndsle scanu
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Zavislost zm ény entalpie a entropie na  €isle scanu

3601
S
£ -36,5
=
=
T~ 370" o
a —@— hodnoty AH ohfivani
375 4 —O— hodnoty AH ochlazovani
' —@— primémé hodnoty AH
0 1 2 3 4 5 6 7
Cislo scanu
-0,108 -
F"x -0,109
S -0,110 A
S
~  -0,111 o
=
o 01121 —®&— hodnoty AS ohfivani
< -0,113 - —O— hodnoty AH ochlazovani
—@— pramérné hodnoty AH
-0,114 - . . . . . : :
0 1 2 3 4 5 6 7
Cislo scanu

Obrazek 5.14 A:U - 1:2, PBNa, zavislost zmy entalpie a entropie rigsle scanu
horni graf znazitwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znaztwje zavislost entropie ndsle scanu

Zavislost zm ény entalpie a entropie na €isle scanu

47 -
-48 -
T -49 4
)
E 50
-
X
— -51 +
I
< 521 —@— hodnoty AH ohfivani
53 —O— hodnoty AH ochlazovani
—@— prdmérné hodnoty AH
-54 4 - . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
¢islo scanu
— -0,145 -
PIC
X
S -0,150 A
£
2
= -0,155 -
2 —@— hodnoty AS ohfivani
0160 4 —O— hodnoty AS ochlazovani
' —@— prdamérné hodnoty AS
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢islo scanu

Obrazek 5.15 A:U - 1:1,5, PBNa, zavislost 2my entalpie a entropie ridsle scanu
horni graf znézitwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znaztwje zavislost entropie ndsle scanu
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Méreni s CacMg:

Zavislost zm ény entalpie a entropie na  €isle scanu

-8
-lo m
—
B 121
S
— 14
~
_16 m
:Iq: —@— hodnoty AH ohfivani
-18 —O— hodnoty AH ochlazovani
0 —@— prdmérné hodnoty AH
1 2 3 4 5
¢islo scanu
-0,025 A
— -0,030
X 0,035 -
<
S 0,040 |
S
—~  -0,045 -
25 0050 —@— hodnoty AS ohfivani
g ' —Q@— hodnoty AS ochlazovani
-0.055 1 —@— pramémé hodnoty AS
_0’060 a T T T T T
1 2 3 4 5
¢islo scanu

Obrazek 5.16 A:U - 1:1, CacMg, zavislost ziny entalpie a entropie ridsle scanu
horni graf znéziwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znaztwje zavislost entropie ndsle scanu

Zavislost zm ény entalpie a entropie na  €isle scanu

22
24 -
T 26 A
g 28
=5 -30
=,
T '22 |
Q347 —@— hodnoty AH ohfivani
-36 A —O— hodnoty AH ochlazovani
-38 - —@— primérné hodnoty AH
1 2 gjslo scanu 3 4
— -0,07 A
X
< -0,08
<)
E- -0,09 A
=
2,
2 -0,10 1 PS —@— hodnoty AS ohfivani
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Obrazek 5.17 A:U - 1:2, CacMg, zavislost ziny entalpie a entropie ridsle scanu

horni graf znézitwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znaztwje zavislost entropie ndsle scanu
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Zavislost zm ény entalpie a entropie na  €isle scanu
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Obrazek 5.18 A:U - 1:1,5, CacMg, zavislost zmy entalpie a entropie rigsle scanu
horni graf znaziwje zavislost entalpie ndsle scanu
dolni graf znazitwje zavislost entropie nidsle scanu

Teplotu tani Ize wit pomoci vzorce (2.9). Vifpadt nasich ndfeni vSak bylo
nejprve nutné vyrovnat se s rozdilnosti hodnotdngdlivych scaf. Rozdily scaf pro
ohrivani a pro ochlazovani jsme adetpouzitim primérnych hodnot. | u &hto
praiméri vSak Zistala zachovana klesajici tendence (v absolutnidi®)d Vyhodnotili
jsme tedy jejich zavislost na §ga prichodi vysokou teplotou (netizeme uvazovat
zavislost nagisle scanu, protoZze pouzivameupgr dvou hodnot ziznych scafl) a
zjistili jsme, Ze u vzork bez hdéciku je mozné ji aproximovat kvadratickym
polynomem (viz obr. 5.19 a 5.20). Pomoci této apnaxe bylo mozné provést
extrapolaci na nulovy get pmichodi vysokou teplotou, neboli stanovit hodnoty
termodynamickych paramétrvzorku AH®, ASY. Tyto hodnoty odpovidaji vzorku
ustalenému po pchodu teplotnim cyklem, nejsou vSak zatizeny negati vlivy,
které Ehem ngieni zgsobuji postupné zény DSC kivek. U vzorki s hdacikem jsme
zvolili obdobny postup, vzhledem k charakteruemmsSak bylo vhodgsi omezit se jen
na rekolik prvnich pfichodi a pouzit linearni aproximaci.
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extrapolace - ur_éeni AH pred prichodem vysokou teplotou

-14400

-14600

-14800

A H [J.mol™]

-15000

0 . 2 3 4 5 6 7

pocet prichodd vysokou teplotou
Obrazek 5.19 priklad aproximace zavislostH na pd@tu prichodi vysokou teplotou, vzorek A:U - 1:2
PBNa,uzow jsou hodnoty ziny entalpie po jednotlivych pichodech vysokou teplotou,

motk je fit kvadratickym polynomem

extrapolace - ur éeni AS pred pr ichodem vysokou teplotou

-43,5 1

-44,0

-44,5

AS [J.mol. K™Y

-45,0 4

-45,5

0 1 2 3 4 5 6 7
pocet prlichodd vysokou teplotou
Obrazek 5.20 piiklad aproximace zavislosAS na pétu prichodi vysokou teplotou, vzorek A:U - 1:2,
PBNa,#Zow jsou hodnoty zrny entropie po jednotlivych fichodech vysokou teplotou,
motk je fit kvadratickym polynomem

Hodnoty vyslednych termodynamickych parametiskané extrapolaci jsou uvedeny
v tabulce 5.1, teplota tani je v tomtiigadt pocitana jako podihH/AS.

Tabulka 5.1: Tabulka hodnoAH aAS ziskanych extrapolaci, e dop@tena jako podihH/AS

pomér A:U | AH[kd.mol™] | AS[J.mol*KY | Tn[°C]

rozpousédlo PBNa

1:1 -23,1 -69,3 59,57

1:1,5 -52,0 -155,8 60,60

1.2 -37,9 -113,8 59,75
rozpousédlo CacMg

11 -19,6 -57,4 68,75

1:1,5 -39,9 -116,1 70,45

1.2 -42,5 -122,8 72,85

Dil¢i hodnoty T, dopaitené podle vzorce (2.9) spoig s hodnotamiAH a AS
v jednotlivych scanech nalezneme v tabulkach 22. Zde je také uvedena teplota
tani pa&itana jako podihH/AS pro jednotlivé scany.
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Tabulka 5.2a: Tabulka dopétenych hodnotH aAS pro jednotlivé scany,Jpodle vzorce (2.9)
(extrapolované hodnoty pro vyget byly ziskany kvadratickym fitem) i jako podilH/AS,
hodnoty pro &teni s rozpoustlem PBNa

pomér A:U . géﬂgdu AH[kI.molY | AS[J.mor.K™] JZ%EZE](SI_E) TmA[°|_(|3/]AjaSk0
vys. teplotou rozpousédlo PBNa
1:1 1 -22,7 -68,5 59,0 59,0
2 -22,5 -68,0 58,7 58,5
3 -22,1 -66,6 57,8 58,0
4 -21,8 -65,8 57,3 57,5
5 -21,5 -65,2 56,9 57,0
1:1,5 1 -51,6 -154,8 60,5 60,2
2 -51,0 -153,2 60,3 59,8
3 -50,9 -153,1 60,2 59,4
4 -50,4 -151,6 60,0 59,1
5 -49,8 -150,1 59,8 58,8
6 -49,3 -148,8 59,7 58,5
7 -49,1 -148,1 59,6 58,2
1.2 1 -37,5 -112,6 59,5 59,5
2 -37,0 -111.,4 59,2 59,2
3 -36,7 -110,5 59,0 59,0
4 -36,4 -109,8 58,8 58,7
5 -36,2 -109,2 58,7 58,4
6 -35,9 -108,5 58,5 58,2

Tabulka 5.2b: Tabulka dopétenych hodnot\H aAS pro jednotlivé scany,Jpodle vzorce (2.9)
(extrapolované hodnoty pro vypet byly ziskany linearnim fitem) i jako po@iH/AS,
hodnoty pro #&ieni s rozpoustlem CacMg,

pomér A:U prfil,:sr:gdu AH[kI.mol | AS[J.mor.K?] V-I;rgr[CKe] ?Zl.eg) T”A[E]/iago
vys. teplotou rozpous#dlo CacMg
1:1 1 -17,2 -50,4 62,3 67,2
2 -14,7 -43,7 55,1 63,2
3 -12,1 -36,4 46,5 60,0
4 -9,9 -29,8 37,7 57,4
1:1,5 1 -33,7 -98,2 66,4 70,1
2 -24,6 -72,2 59,0 67,4
3 -18,6 -55,0 52,6 64,6
4 -12,4 -37,1 44,0 62,0
5 -7,1 -21,4 32,6 59,2
1.2 1 -37,0 -107,6 69,6 70,9
2 -31,3 -91,9 65,8 67,6
3 -26,0 -77,1 61,7 64,6
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5.4. Diskuse vysledk

5.4.1 Zmény DSC kFivek p fi opakovanych scanech

Stabilita komplex se obvykle charakterizuje pomoci veli AH a AS, které
vyjadiuji snizeni entalpie a entropiéi yzniku komplexu. B naSich ndtenich jsme
vSak pekvapiw zjistili, Ze pi opakovanych scanech jsou tyto parametry
nereprodukovatelné. Zavislost jejich absolutni hagnea cisle scanu ®la ve vSech
méienich klesajici charakter, coz byltetelné z postupného zmenSovaniapikSC
kiivek.

To, Ze se pibe¢h kiivek meni pri ndsobnych teplotnich cyklechiire mit gkolik
vys\wtleni. ProtoZze se tyto tendence nijak néaity ani po pouZziti inhibitoru RNas,
muzeme vylodit enzymatické $peni polynukleotid v pribéhu meieni. Resto je
mozné, Ze P zahrati roztoku polynukleotid dochazi k hydrolyzéetézci. Tento @j by
mohl byt katalyzovan dinky kovového povrchu gficich kyvet (ndtici elektrody??),
predevsim jejich fivodnich trubtek, které jsou vyrobeny z platinytifhydrolyze by
dochéazelo k postupnému zkracovani polynukleotidowgtizci. Do kazdého nového
teplotniho cyklu by tedy vstupovatym dal kratSicetézce, jejichz teplota tani i ziny
entalpie a entropie by bylyipozere nizsi nez u delSicretzcu.

DalSim moznym vysstlenim miZze byt, Ze ufita cast polynukleotid se
adsorbuje na povrch dfici kyvety. Nasledkem toho se snizi efektivni karcace
polynukleotidh v méireném objemu. | v tomtorpadt by nejpravédpodobrgji dochazelo
k interakci s povrchem platinovychripodnich trubiek. Je totiz zndmo, Ze platina se
muze koordinan¢ vazat na dusikové atomy N7 adeninu.

Abychom mohli rozhodnout meziémito dwma moZznostmi, spdtali jsme
teplotu tani vSech vzoikpro jednotlivé scany dwna zpisoby. Prvni zfisob je obvyklé
uréeni Ty, jako podiluAH a AS. Timto zgisobem bychom whi ziskat skuténou
hodnotu teploty tani odpovidajici situaciti pnéieni daného scanu. Druhy postup
vychazi z pedpokladu, Ze zémy enthalpie a entropie vztazené na latkové mnosstv
nesnizuji. Narérené hodnoty aletrpsto klesaji kuli poklesu koncentrace komplex
roztoku. V tom ;biPaoE je hodnotaAH pfimo unmérna koncentraci kompléxa pongr
(AH® — AH)/ AHO tedy Fedstavuje relativni Gbytek kompkexy roztoku. Zmdna
teploty tani by pak #a odpovidat vztahu (2.9).

Pokud by hodnoty { vypctitané olma zpisoby byly stejné, sicilo by to pro
hypotézu, Ze se polynukleotidy zachytavaji na&th kyvety kalorimetru. Pokud by
teplota tani doptiend podle poiru AH/AS klesala prugkji nez teplota tani gena
vzorcem (2.9), ssdcilo by to o tom, Ze se polynukleotidy podphodu vySSimi
teplotami rozpadaji.

Podivejme se tedy podrodn jak dopadly nase vypty:

Pro rozpou&dlo PBNa se hodnoty vyptené podle vzorce (2.9) a hodnoty
ziskané jako podihH a AS pongrn¢ dolkre shoduiji, i kdyZ s rostoucitiislem scanu se
jiz hodnoty liSi o trochu vice (viz tabulka 5.2d@p Ize patr@ pri¢ist tomu, Ze u scdn
s vysSim ptadovym cislem nebylo mozné aproximovat pozadi talesp jako u
piedchozich scan Fri vypoctu teploty tani podilem se tato rfepnost projevi v obou
velicinach AH i AS. Oproti tomu fi vypoctu pomoci vzorce (2.9) pouzivame pouze
hodnotuAH pro dany scan a hodnoty 2ny entalpie i entropie ziskané aproximaci,
takZze se v tomto Udaji chybdi pdeitu pozadi projevi mé&n MizZzeme tedy konstatovat,
Ze pro vzorky neobsahujici itk naSe vysledky ukazuji, Ze nejprapddobrjsi
pricinou zmén termodynamickych parameétrpii opakovanych scanech je ubytek
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polynukleotidi v roztoku v dsledku adsorpce nac¢sly kyvet, FesrEji na stny
platinovych givodnich trubiek.

Jinak vSak dopadlo srovnani u vzork hacikem. Teploty tani pfitané okma
zpasoby jsou #etelre rozdilné i u scalnze z&atku netreni (viz tabulka 5.2b). | kdyz v
tomto pipac byly chyby @i odetu pozadi ¥tSi, nelze tim vysitlit zjiStény rozdil,
ktery se prudce zvysSuje s rostouaiislem scanu. V rozporu £ekavanim vsak teplota
tani dopdtena vzorcem (2.9) klesa v tomttigmd® mnohem pruéeji nez T, dopatena
jako podil. To jinymi slovy znamena, Ze velikost &y entalpie klesa prudji nez
odpovida poklesu teploty tani. Tento vyvoj tedy Hzeme vysutlit Stépenimietézca
polynukleotidh, protoZze v tom fipadt by byly rozdily mezi teplotami tani ¢gnymi
obéma zpisoby opé&né. Ani s pedstavou postupné nevratné adsorpce na povrchykyvet
ale neniizeme vystéit. Podle vieho {gde o sloZi¥jSi ckje odehravajici se v #ci
kyvete, které probihaji zafftomnosti héciku.

5.3.2 Stabilita duplex a a triplex @, vliv ho Féiku

V dusledku chovani polynukleotidv mefici kyvet, kde zZejm¢ dochazi k
adsorpci na kovovy povrch, nemame k dispozici dpgnlé Udaje o koncentraci
polynukleotidi v roztoku i jednotlivych scanech kalorimetru. V tabulce sbu proto
spa:itané hodnoty zgn entropie a entalpie vztazené na jednotkové |@&komozstvi za
predpokladu, Ze byla zachovanavpdre pripravena koncentrace polynukleatidFi
porovnéni &chto hodnot je vSak igjmé, Ze skutmé koncentrace se musely u
jednotlivych vzork razr¢ liSit a to dokonce i za situace odpovidajici exdtaci na
nulovy ptichod vysokou teplotou. Né&jglad totiz neni mozné, aby u vzaérkbez
hor¢iku hodnoty AH pro koncentréni pormér 1:1,5 byly mimo rozmezi hodnot
odpovidajicich poram 1:1 a 1:2.

Muzeme alespp provést cast&éné kvantitativni srovnani zji&tych hodnot
teploty tani (pro extrapolované hodnaty® a AS?), protoze ty jsou podstatrméns
citlivé na rozdily v koncentracich. U koncerimého pongru 1:1 Ize pedpokladat, Ze je
preferovana tvorba dupléxzatimco stechiometricky paml:2 podporuje triplexy.

V piipact vzorki bez hdciku je Zejmé, Ze teploty tani dupléx triplexi jsou
zhruba stejné, protoZze tteme vidt jen velmi maly rozdil teplot tanitipraznych
stechiometrickych pogmech (powkud vySSi hodnota u pafru 1:1,5 Zejme¢ koreluje s
podstatg vySSi redlnou koncentraci polynukledtiddemuz napovida vysoka hodnota
AH®). Znamena to, Zefipojeni tetihotettzce k duplexu nevede ke vyseni stability
celého komplexu, pokud v roztoku nejsditgmné vicemocné kationty.

V pufru CacMg jsou oproti pufru PBNa fesnaté ionty. Lze &ekavat, Ze
piitomnost heecnatych iontt bude napoméhat stabdlikomplexi. Tento n4s f@dpoklad
se potvrdil, nebb teplota tani komplaxje u roztoki s rozpou&tdlem CacMg znateth
vySSi nez u roztaks PBNa pro vSechny koncertnd pontery (viz tabulka 5.1) a to i
pro vSechny jednotlivé scany (porovnani tabulekab.®.2b). Zaroue vidime
stabilizujici &inek hda<ciku piimo na triplexy, protoZe zaipomnosti héciku je teplota
tani komplex ve vzorku se stechiometrickym pérem 1:2 vySSi neZz u vzorku s
pomeérem 1:1. V pitomnosti haciku tedy navazaniiétihorettzce k duplexu komplex
stabilizuje.
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6. Zaver

V ramci bakaléské prace byla na diferencialnim scanovacim mikovkaetru
promegiena série vzorfk modelového systému RNA, ktery se skladal ze sihigth
homopolymett s komplementarnimi bazemi, polyA a polyU. Jakorkggsme pouZili
neutralni vodné sisné roztoky otrznych stechiometrickych pairech polyA a polyU
bud’ bez gitomnosti vicemocnych katiaintnebo s fidavkem héciku. Z nangtenych
kiivek byly vyhodnoceny zgny entalpie a entropiefigiednotlivych teplotnich cyklech
kalorimetru.

Ziskané vysledky ukazaly, Ze vupghu meteni dochézi v mikrokalorimetru k
procesim, jejichz nasledkem je systematickd éma nandienych charakteristik ip
opakovanych scanech. Byla vyt@mma moZznost enzymatickéhoé@ni. Analyzou
zavislosti teploty tani a zn entalpie na opakovanych scanech bylo ukadzanw, Ze
piipad vzorki bez hdéciku se velmi pravépodobrt jednd o postupnou adsorpci
polynukleotidh na kovovy povrch &fici kyvety kalorimetru. Naopak vijpact vzorki
s hac¢ikem se jedna o slogjBi proces, ktery nebylo mozné blize charakterizovae
ale prakticky vylodit, Ze by gicinou byla hydrolyzaretzci polynukleotidi. Tyto
vysledky edstavuji zavazna a v literééu dosud nepopsana z§st tykajici se
aplikovatelnosti scanovaci mikrokalorimetrie pri@gna kvantitativni termodynamicka
studia ribonukleové kyseliny. Na zak&atichto zjiS&ni budou v laboratd Fyzikalniho
Ustavu provedena podrobna testovadiiemi, kterd by ma potvrdit a upesnit
mechanismus interakcietzci RNA s nefici kyvetou a umoznit stanoveni lirit
kalorimetrickych néteni nukleovych kyselin, pajpact i nalézt modifikaci metodiky
meteni, ktera by uvedené vlivy minimalizovala.

Na zéaklad vyhodnocenych teplot tani bylo pkdeno, Ze bez iftomnosti
vicemocnych katiorit nedochazi ke zvySeni stability komplexti pripojeni tetiho
vlakna polyU k duplexu polyA:polyU.#Romnost h&ciku vSak vede nejen ke zvySeni
stability duplexi i triplexa, ale i k tomu, Ze triplex ma vySSi stabilitu prdtiplexu.
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