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k této práci.
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metylaci př́ılǐs neměńı svoji prostorovou strukturu, je však značně ovlivněna sta-
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Úvod 2

1 Deoxyribonukleová kyselina 3
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2.4 Nukleárńı Overhauser̊uv jev . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
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4.3 Fitováńı spekter s chemickou výměnou . . . . . . . . . . . . . . . 33
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Úvod

Základy genetiky položil v polovině 19. stolet́ı brněnský př́ırodovědec Gregor
Mendel. V té době již byla známa funkce buněk v živém organismu, a proto
se očekávalo, že dědičná informace je uložena v každé z nich. Zpočátku nebylo
jasné, která část buňky je zodpovědná za uchováńı dědičné informace. Přestože
byla DNA již známa, předpokládalo se, že tuto funkci maj́ı proteiny. V roce
1944 publikovala trojice vědc̊u Avery, MacLeod a McCarty výsledky svého ex-
perimentu [1], jenž dokazoval, že nositelem genetické informace v buňce je právě
DNA. Watson a Crick pak na základě rentgenové difrakce odhalili v roce 1953 jej́ı
dvoušroubovicovou strukturu [2]. Tato dvoušroubovice se tak stala synonymem
pro dědičnou informaci a posunula studium genetiky na zcela novou úroveň –
molekulárńı.

Moderńı analytické metody nám dnes umožňuj́ı studovat stavbu DNA velmi
podrobně. Bylo popsáno velké množstv́ı gen̊u, byly objeveny r̊uzné konformace
DNA nebo modifikace v primárńı struktuře. Jednou z těchto modifikaćı je me-
tylace cytosinu, a to zejména v CpG dinukleotidech. Tato chemická změna báze
má významný vliv na mı́ru exprese genetické informace, je d̊uležitou součást́ı
mechanismu diferenciaciace buněk a vzniku nádor̊u.

Metylace cytosinu obvykle stabilizuje dvoušroubovici DNA, aniž by výrazně
měnila jej́ı prostorovou strukturu [3]. Ćılem této práce je popsat vliv metylace
cytosinu na stabilitu duplexu DNA na spektroskopie jaderné magnetické rezo-
nance. NMR je lokálńı metoda, která nám dovoluje sledovat pr̊uběh rozpadu
dvoušroubovice a oproti metodám optickým či kalorimetrickým umožňuje po-
drobněǰśı náhled do celého procesu. Z NMR spekter, která jsou během táńı du-
plexu ovlivněna procesem chemické výměny, lze źıskat termodynamické parame-
try, které jsou jinak špatně dostupné. V rámci této bakalářské práce byla měřena
spektra NMR izotopu 1H dvou selfkomplementárńıch oktamer̊u DNA lǐśıćıch se
metylaćı cytosinu v centrálńım CpG dinukleotidu v závilosti na teplotě, jejichž
analýzou lze źıskat rovnovážné i kinetické parametry popisuj́ıćı tvorbu duplexu.
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1. Deoxyribonukleová kyselina

Deoxyribonukleová kyselina, zkráceně DNA, je biologicky aktivńı makromoleku-
la (polymer), která se nacháźı v každé buňce. Slouž́ı jako předpis pro syntézu
b́ılkovin, které jsou nezbytné pro fungováńı celé buňky resp. celého organismu.
V procesu zvaném transkripce DNA docháźı k přepisu části DNA – genu do RNA
(ribonukleová kyselina). Na základě informace obsažené v RNA se pak na ribozo-
mech syntetizuje daný protein. Tento proces se označuje jako transkripce RNA.
DNA může být za účasti mnoha protein̊u a enzymů replikována. Tato vlastnost
je d̊uležitá při buněčném děleńı, jelikož každá nová buňka potřebuje DNA, aby
mohla fungovat.

1.1 Primárńı struktura DNA

Řetězec DNA se skládá z nukleotid̊u. Každý nukleotid je tvořen purinovou nebo
pyrimidinovou nukleovou báźı navázanou na deoxyribózu. V DNA se vyskytuj́ı
celkem čtyři základńı nukleové báze. Dvě purinové – adenin, guanin a dvě pyri-
midinové – thymin a cytosin. Jejich schémata jsou na obrázku 1.1. Vazbu mezi
báźı a deoxyribózou tvoř́ı uhĺık C1’ deoxyribózy a duśık N9 purinové báze nebo
duśık N1 pyrimidinové báze. Součást́ı nukleotidu je také fosfát, který se váže na
uhĺık C5’ deoxyribózy. Navázáńım fosfátové skupiny jednoho nukleotidu na uhĺık
C3’ deoxyribózy následuj́ıćıho nukleotidu vzniká řetězec DNA. Tomuto řetězci se
ř́ıká nespárované vlákno nebo anglicky single strand. U řetězce DNA rozlǐsujeme
dva konce – 3’-konec a 5’-konec. Č́ısla odpov́ıdaj́ı uhĺık̊um prvńı a posledńı deoxy-
ribózy v řetězci, které nejsou navázány přes fosfátovou skupinu na daľśı nukleotid.
Primárńı strukturou DNA rozumı́me pořad́ı nukleových báźı v řetězci. Udává se
směrem od 5’-konce k 3’-konci.

Jednotlivé nukleotidy se označuj́ı r̊uznými zkratkami podle báze, kterou ob-
sahuj́ı. V této práci budu použ́ıvat jednoṕısmenné značeńı: A–adenin, G–guanin,
C–cytosin, T–thymin. Termı́nem oligonukleotid označujeme řetězec skládaj́ıćı se
z několika (nemnoha) nukleotid̊u. Pro označeńı konkrétńıho vod́ıku v řetězci budu
použ́ıvat označeńı skládaj́ıćı se z jednoṕısmenné zkratky př́ıslušného nukleotidu,
jeho pořad́ı od 5’-konce a označeńı daného vod́ıku podle obrázk̊u 1.1 a 1.2. Vod́ıky
deoxyribózy se uvád́ı s čárkou. Např́ıklad označeńı A3-H8 znač́ı vod́ık H8 adeni-
nové báze třet́ıho nukleotidu.

Obrázek 1.1: Čtyři základńı báze tvoř́ıćı deoxyribonukleové kyseliny. Mı́sto vod́ık̊u
označených hvězdičkou je v DNA připojena deoxyribóza.
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Obrázek 1.2: Schéma deoxyribózy (vlevo) a př́ıklad adeninového nukleotidu s vy-
značenými konci (vpravo).

1.2 Sekundárńı struktura DNA

Mezi purinovými a pyrimidinovými bázemi vznikaj́ı vod́ıkové můstky. Adenin
s thyminem resp. guanin s cytosinem tak vytvářej́ı bázový pár spojený dvěma
resp. třemi vod́ıkovými vazbami. DNA obsažená v buňkách živých organismů
tvoř́ı dvoušroubovici, která se skládá ze dvou opačně orientovaných vláken DNA.
Obě vlákna jsou spojena přes nukleové báze právě pomoćı vod́ıkových můstk̊u.
Tomuto párováńı báźı se ř́ıká Watsonovo-Crickovo párováńı a jeho schéma je na
obrázku 1.3. Spárovaná vlákna DNA nazýváme duplexy.

Obrázek 1.3: Watsonovo-Crickovo párováńı báźı.

Jelikož se každá nukleová báze páruje pouze s jednou tzv. komplementárńı
báźı, muśı pořad́ı báźı druhého vlákna odpov́ıdat komplementárńım báźım prvńıho.
Tomuto vláknu ř́ıkáme komplementárńı řetězec. Vzhledem k tomu, že duplex je
složen ze dvou protiběžných vláken, může být vlákno DNA selfkomplementárńı.
To znamená, že dvě vlákna mohou vytvořit duplex, přestože maj́ı stejné pořad́ı
báźı tj. stejnou primárńı strukturu.

4



Duplexy se mohou vyskytovat v několika formách. Nejběžněǰśı a z biologického
hlediska nejd̊uležitěǰśı je B-DNA. Jedná se o pravotočivou dvoušroubovici, v ńıž
jsou bázové páry naskládány téměř rovnoběžně nad sebou. Mezi nimi docháźı
k patrové interakci, což významně stabilizuje celý komplex. V př́ırodě se za jistých
podmı́nek vyskytuje také A-DNA nebo levotočivá Z-DNA [5]. Tyto formy však
nejsou tak běžné jako B-DNA. Uměle se pak podařilo připravit i daľśı konformace.
Výsledkem párováńı báźı (nejen Watsonova-Crickova) nemuśı být vždy duplex,
ale třeba kvadruplex nebo triplex. Vlákno DNA se také může ohnout a spárovat
samo se sebou, a to třeba jen na části deľśıho řetězce. Takový útvar se nazývá
vlásenka [5].

Na stabilitu duplexu DNA má vliv v́ıce faktor̊u. Jedńım z nich je primárńı
struktura vláken. Bylo zjǐstěno, že úseky DNA s větš́ım počtem CG pár̊u jsou
stabilněǰśı. Může to být t́ım, že CG pár je svázán třemi vod́ıkovými vazbami
oproti dvěma v AT páru. Výpočty však naznačuj́ı, že kĺıčovou roli při stabilizaci
duplexu hraje patrová interakce mezi sousedńımi bázovými páry [6]. Daľśı fak-
tory ovlivňuj́ıćı stabilitu dvoušroubovice jsou teplota, délka řetězce, př́ıtomnost
některých iont̊u nebo metylace cytosinu.

Metylovaný cytosin, m5C, se lǐśı od nemetylovaného cytosinu t́ım, že na uhĺıku
C5 má navázanou metylovou skupinu. Bylo zjǐstěno, že CG dinukleotid v DNA
obratlovc̊u má v přibližně 80% př́ıpad̊u metylovaný cytosin. Zaj́ımavé je, že
pr̊uměrně se metylace cytosinu v DNA vyskytuje jen ve 2-7% př́ıpad̊u [7]. Z výs-
ledk̊u rentgenové difrakce [8] nebo NMR experiment̊u [3] vyplývá, že metylace
cytosinu neměńı strukturńı vlastnosti B-DNA. Má však vliv na celkovou stabilitu
duplexu DNA [3].

1.3 Táńı duplexu DNA

V předchoźıch odstavćıch bylo zmı́něno několik faktor̊u ovlivňuj́ıćıch stabilitu du-
plexu DNA. Jedńım z nich je teplota. Pro posuzováńı energetické výhodnosti du-
plexu oproti nespárovaným vlákn̊um, můžeme použ́ıt vztah pro změnu Gibbsovy
volné energie

∆G = ∆H − T∆S, (1.1)

kde ∆H a ∆S jsou změny entalpie a entropie, které jsou zp̊usobeny vznikem
duplexu. Po nastaveńı teploty se systém po čase dostane do termodynamické
rovnováhy. V ńı je pod́ıl duplex̊u a single strand̊u v čase konstantńı, ale stále
prob́ıhá tvorba a rozpad duplex̊u D na samostatná vlákna S.

2S ←→ D. (1.2)

Pro rovnovážnou konstantu tedy plat́ı

K =
cD
c2S

, (1.3)

kde cD je koncentrace duplex̊u a cS koncentrace samostatných vláken DNA.
Změnu Gibbsovy volné energie a rovnovážnou konstantu svazuje van’t Hoffova
rovnice

∆G = −RT lnK, (1.4)
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přičemž R je univerzálńı plynová konstanta. Pomoćı těchto tř́ı rovnic pak můžeme
vyjádřit vztah pro teplotńı závislost relativńıho pod́ılu duplex̊u v roztoku self-
komplementárńıch oligonukleotid̊u

pA =
1 + α−

√
1 + 2α

α
, (1.5)

kde
α = 4

c0
cH2O

e−
∆G
RT , (1.6)

přičemž c0 je celková koncentrace molekul DNA a cH2O je referenčńı molárńı
koncentrace vody.

Teplotou táńı Tm duplexu DNA rozumı́me teplotu, při ńıž je pod́ıl spárovaných
a nespárovanách řetězc̊u stejný. Pro koncentrace selfkomplementárńıch oligonuk-
leotid̊u pak plat́ı

cS = 2cD =
1

2
c0. (1.7)

Pro teplotu táńı selfkomplementárńıch oligonukleotid̊u plat́ı rovnice odvozená ze
vztah̊u (1.1) až (1.4) a (1.7)

Tm =
∆H

R ln c0
cH2O

+∆S
, (1.8)

Při termodynamické rovnováze dále plat́ı vztah mezi asociačńı rychlostńı kon-
stantou kS a disociačńı rychlostńı konstantou kD

kSc
2
S = kDcD. (1.9)

Vliv teploty na rychlostńı konstantu je popsán Eyringovou rovnićı

k =
kBT

h
e−

∆GA
RT , (1.10)

přičemž kB je Boltzmannova konstanta, h je Planckova konstanta a GA nazýváme
Gibbsovou aktivačńı energíı.
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2. Jaderná magnetická rezonance

Atomová jádra jsou složena z proton̊u a neutron̊u. Proton a neutron jsou fermiony
se spinovým č́ıslem 1

2
. Spinové č́ıslo jádra l dostaneme složeńım spin̊u nukleon̊u

s jejich orbitálńımi momenty. Plat́ı, že protony resp. neutrony se páruj́ı a vzájemně
tak kompenzuj́ı spin a orbitálńı moment k nule. Jádra se sudým počtem proton̊u
i neutron̊u maj́ı tedy nulový spin. V jádrech s lichým nukleonovým č́ıslem přebývá
jeden nespárovaný nukleon. Vı́me, že jeho orbitálńı moment je celoč́ıselný, spin je
poloč́ıselný, a proto je celkový spin jádra poloč́ıselný. Celoč́ıselný spin maj́ı jádra
s lichým počtem proton̊u i neutron̊u, protože u nich z̊ustává nespárovaný proton
a neutron a skládaj́ı se tedy dva orbitálńı momenty a dva spiny 1

2
.

Pro účely NMR jsou vhodná pouze jádra s nenulovým spinem, jelikož maj́ı
nenulový magnetický moment µ. Pro ten plat́ı vztah [9]

µ = γI, (2.1)

kde I je spin jádra. Konstanta γ se nazývá gyromagnetický poměr a je pro každý
izotop jiná. Jej́ı hodnoty pro několik vybraných izotop̊u jsou v tabulce 2.1. Veli-
kost z-ové komponenty spinu Iz je dána magnetickým spinovým č́ıslem m -

Iz = mh̄. (2.2)

Magnetické spinové č́ıslo však může nabývat pouze hodnot

m = −l, −l + 1, . . . , l − 1, l. (2.3)

To znamená, že velikost z-ové komponenty spinu Iz je kvantována (to plat́ı obecně
pro pr̊umět spinu do libovolného směru).

Energie př́ıslušej́ıćı jednotlivým magnetickým spinovým č́ısl̊um jsou stejné,
dokud jádro nevlož́ıme do magnetického pole, č́ımž dojde k sejmut́ı degenera-
ce energetických hladin. Takové rozštěpeńı energetických hladin nazýváme Zee-
man̊uv jev. Velikost rozštěpeńı ∆E je úměrné intenzitě magnetického pole B0

a plat́ı
∆E = γB0h̄. (2.4)

Budeme-li p̊usobit radiofrekvenčńım polem o úhlové frekvenci ω0 na jádro, můžeme
indukovat přechody mezi jednotlivými energetickými hladinami. Tento jev se
nazývá jaderná magnetická rezonance. Velikost ω0 plyne z předchoźıho vztahu

ω0 = γB0. (2.5)

Pokud vlož́ıme celý vzorek do magnetického poleB0, bude rozložeńı energetických
hladin dáno magnetickým polem v mı́stě jádra. To ale bývá trochu odlǐsné od pole
B0. Atom je totiž tvořen jádrem a elektrony. Elektrony v magnetickém poli však
vytvářej́ı také magnetické pole, které p̊usob́ı proti p̊uvodńımu poli B0. Jádro
v atomu je tedy v poli, které je dáno superpozićı vněǰśıho magnetického pole
B0 a malého magnetického pole vytvářeného elektrony v obalu. Pro rezonančńı
frekvenci jádra pak máme

ω = γ(1− σ)B0, (2.6)
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kde veličinu σ nazýváme chemické st́ıněńı. Nacháźı-li se atom v molekule, pak se
elektrony účastńı chemických vazeb. Hodnota chemického st́ıněńı σ pak záviśı na
chemických vazbách, kterých se elektron účastńı. V NMR vysokého rozlǐseńı jsme
tak schopni od sebe rozlǐsit atomy, jež se nacházej́ı na r̊uzných neekvivalentńıch
pozićıch v molekule.

Pro jednoduchost nepouž́ıváme k popisu spekter absolutńı frekvenčńı škálu,
ale zavád́ıme relativńı veličinu chemický posuv

δ =
ω − ωs

ωs

. (2.7)

Chemický posun se uvád́ı v jednotkách ppm a výhodou takto zavedené škály je
úsporněǰśı zápis, ale hlavně to, že nezáviśı na velikosti magnetického pole B0.
Takže lze porovnávat spektra naměřená na r̊uzných spektrometrech bez nutnos-
ti přeškálováńı frekvenčńı osy. Frekvence ωs je rezonančńı frekvence vhodného
standardu. K tomuto účelu se nejčastěji použ́ıvá TMS (tetrametylsilan), který
je však špatně rozpustný ve vodě, proto se pro měřeńı vodných roztok̊u použ́ıvá
standard DSS (2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate).

Izotop Spin l γ · 10−6 [s−1T−1] f [MHz] Př́ırodńı zastoupeńı [%]
1H 1/2 267,5 500,0 99,985
2H 1 41,1 76,8 0,015
13C 1/2 67,2 125,8 1,07
14N 1 19,3 36,2 99,64
15N 1/2 -27,1 50,7 0,36
17O 5/2 36,3 67,8 0,038
19F 1/2 251,7 470,7 100
31P 1/2 108,3 202,6 100

Tabulka 2.1: Přehled parametr̊u vybraných izotop̊u. Rezonančńı frekvence jsou
uváděny v magnetickém poli o indukci 11,7 T.

2.1 Blochovy rovnice

Předpokládejme, že máme velký soubor jader (vzorek), jejichž spiny jsou náhodně
orientovány v prostoru. Úhrn všech magnetických moment̊u jader ve vzorku se
nazývá jaderná magnetizace M . Vlož́ıme-li vzorek do magnetického pole B0 ori-
entovaného ve směru osy z, dojde k reorientaci jaderných spin̊u tak, aby se mini-
malizovala energie celého souboru jader v magnetickém poli. Po ustáleńı termody-
namické rovnováhy tedy budou jaderné spiny a tedy i magnetizaceM orientovány
ve směru pole B0.

Blochovy rovnice popisuj́ı fenomenologicky časový vývoj magnetizace vzorku
v magnetickém poli o indukci B s ohledem na relaxačńı procesy:

dMx

dt
= γ(M × B)x −

Mx

T2

, (2.8)

dMy

dt
= γ(M × B)y −

My

T2

, (2.9)

dMz

dt
= γ(M × B)z −

Mz −M0

T1

, (2.10)
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kde M0 je velikost magnetizace v rovnováze a T1 a T2 jsou relaxačńı doby.
Z historického hlediska je významné tzv. stacionárńı řešeńı Blochových rovnic.

Stacionárńı řešeńı popisuje časový vývoj magnetizace vzorku v magnetickém poli
složeného ze statické složky B0 a slabé stř́ıdavé složky B1. Předpokládejme, že
pr̊uběh stř́ıdavé složky pole je

B1(t) = B1(cosωt, − sinωt, 0) (2.11)

a dále předpokládejme, že pole B0 mı́̌ŕı ve směru osy z. Pak magnetické pole,
které vznikne složeńım B0 a B1, bude mı́t tvar

B(t) = (B1 cosωt, −B1 sinωt, B0). (2.12)

Necháme-li toto pole p̊usobit na vzorek dostatečně dlouho, bude magnetizace
vzorku M nuceně precedovat okolo osy z s úhlovou frekvenćı ω. Podélná složka
magnetizace M∥ bude tedy konstantńı a v čase se bude měnit pouze složka př́ıčná
M⊥. Řešeńı př́ıslušných Blochových rovnic budou tedy ve tvaru:

Mx = u cosωt+ v sinωt, (2.13)

My = −u sinωt+ v cosωt, (2.14)

Mz = konst. (2.15)

Parametry u a v najdeme dosazeńım výše uvedených výraz̊u do Blochových rov-
nic.

u =
γB1T

2
2 (ω − ω0)

1 + T 2
2 (ω − ω0)2 + γ2B2

1T1T2

M0, (2.16)

v =
γB1T2

1 + T 2
2 (ω − ω0)2 + γ2B2

1T1T2

M0, (2.17)

Mz =
1 + T 2

2 (ω − ω0)
2

1 + T 2
2 (ω − ω0)2 + γ2B2

1T1T2

M0. (2.18)

Řešeńı pro př́ıčnou složku magnetizace lze zapsat v komplexńım tvaru

M⊥(t) = Mx + iMy = (u+ iv)e−iωt. (2.19)

Intenzitu př́ıčné složky magnetizace jsme pak schopni zaznamenat pomoćı de-
tekčńıch ćıvek spektrometru. Zavedeńım komplexńı symboliky jsme rozdělili př́ıč-
nou magnetizaci na absorpčńı a disperzńı složku. Disperzńı složka u popisuje tu
část př́ıčné magnetizace, která preceduje ve fázi s radiofrekvenčńım polem, a ab-
sorpčńı složka v popisuje část fázově posunutou o π

2
v̊uči radiofrekvenčńımu poli.

Př́ıčná složka magnetizace tedy preceduje s fázovým posunem, který je určen hod-
notou ω. Pokud zvoĺıme frekvenci rf. pole tak, že ω = ω0, pak dojde k vymizeńı
disperzńı složky a př́ıčná magnetizace bude precedovat s fázovým posunem π

2
v̊uči

rf. poli.
Z tohoto řešeńı můžeme źıskat tvar spektra pro NMR experiment, při kterém

ozařujeme vzorek radiofrekvenčńım polem s frekvenćı ω, kterou měńıme poma-
lu tak, aby byl splněn předpoklad ustálené nucené precese. Amplituda zazna-
menaného signálu pro r̊uzné hodnoty ω pak bude mı́t pr̊uběh, který přibližně
popisuje vztah

S(ω) =
T2

1 + T 2
2 (ω − ω0)2

+ i
T 2
2 (ω − ω0)

1 + T 2
2 (ω − ω0)2

. (2.20)
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Zde jsme zanedbali člen s B2
1 , o kterém předpokládáme, že je malý. Také neńı

uvedena konstanta úměrnosti γB1, která nemá vliv na samotný tvar spektra.
Tento typ NMR experimentu, při kterém ozařujeme vzorek kontinuálně radi-

ofrekvenčńım polem s proměnnou frekvenćı, se v dnešńı době př́ılǐs nepouž́ıvá.
Dı́ky rozvoji elektroniky a výpočetńı techniky byl vytlačen pulsńımi metodami,
které měřeńı zrychluj́ı. Stále se však použ́ıvá v některých pomocných funkćıch
spektrometru.

2.2 Pulsńı metody

Magnetizace M vzorku v magnetickém poli B0 bude po vychýleńı ze směru B0

konat Larmorovu precesi s frekvenćı ω0 kolem vektoruB0. Působeńım relaxačńıch
mechanismů dojde postupem času ke zmenšováńı úhlu mezi M a B0. Po uply-
nut́ı dostatečně dlouhé doby bude vektor magnetizace rovnoběžný s vektorem
indukce magnetického pole. Larmorovu precesi lze zachytit detekčńımi ćıvkami
jako signál volné precese – FID. FID se skládá ze dvou složek - harmonického
pr̊uběhu s frekvenćı ω0, který odpov́ıdá Larmorově precesi, a obálky ve tvaru
klesaj́ıćı exponenciály, kterou tvaruj́ı relaxačńı procesy. Fourierovou transformaćı
tohoto signálu dostaneme spektrum s Lorenzovou křivkou na frekvenci ω0.

Abychom však mohli FID dobře změřit tj. aby byl co nejdeľśı a nejsilněǰśı,
potřebujeme nejprve sklopit magnetizaci M do př́ıčné roviny v̊uči magnetickému
poli B0. Toho lze doćılit kruhově polarizovaným radiofrekvenčńım polem (2.11).
Opět předpokládejme, že pole B0 a magnetizace zrelaxovaného vzorku mı́̌ŕı ve
směru osy z. Pro zjednodušeńı budeme pozorovat vývoj magnetizace ze soustavy,
která kolem této osy rotuje s úhlovou frekvenćı ω. V této soustavě pozorujeme
tzv. efektivńı magnetické pole

B(t) = (B1, 0,
ω − ω0

γ
). (2.21)

Vid́ıme, že pokud frekvence radiofrekvenčńıho pole ω bude stejná jako Larmorova
frekvence ω0, nebudeme v rotuj́ıćı soustavě pozorovat poleB0. Př́ıtomna bude jen
složka B1, okolo které začne magnetizaceM precedovat. Ze vztahu pro Larmorovu
frekvenci (2.5) můžeme odvodit, o jaký úhel se magnetizace stoč́ı v̊uči ose z za
čas τ

θ = B1γτ. (2.22)

Přitom předpokládáme, že doba τ je dostatečně krátká na to, aby se nestihly
výrazněji uplatnit relaxačńı procesy.

Samotné měřeńı prob́ıhá tedy tak, že nejprve radiofrekvenčńım pulsem vy-
chýĺıme magnetizaci zrelaxovaného vzorku o úhel π

2
do př́ıčné roviny a naměř́ıme

signál volné precese. Po Fourierově transformaci dostaneme jeho spektrum. Toto
je nejjednodušš́ı pulsńı sekvence s jedńım π

2
pulsem.

Často se k měřeńı použ́ıvá metoda spinového echa, která je znázorněna na
obrázku 2.1. Jde o metodu, kde se po prvńım pulsu nechá FID odezńıt a poté se
po čase t od prvńıho pulsu aplikuje druhý puls, který stoč́ı magnetizaci o úhel π.
V čase 2t dojde k obnoveńı signálu FID. Vysvětlit se to dá t́ım, že magnetizace je
složena z mnoha př́ıspěvk̊u z r̊uzných oblast́ı vzorku. Magnetické pole však neńı
všude stejné a po prvńım pulsu dojde k rozfázováńı př́ıčných složek magnetizace
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vlivem rozd́ılných Larmorových frekvenćı. To zp̊usob́ı postupné odečteńı jednot-
livých př́ıspěvk̊u a zánik signálu FID. π-pulsem pak otoč́ıme př́ıspěvky k př́ıčné
magnetizaci kolem osy lež́ıćı v př́ıčné rovině. T́ım se př́ıspěvky k př́ıčné magne-
tizaci začnou opět sb́ıhat, což zaznamenáme jako rostoućı signál volné precese.
Po úplném sfázováńı se jednotlivé př́ıspěvky k př́ıčné magnetizaci začnou opět
rozb́ıhat a signál FID postupně zanikne. Výhodou této pulsńı sekvence je, že
měř́ıme signál FID s větš́ım časovým odstupem od pulsu. Bezprostředně po exci-
tačńım pulsu je totiž sńımaćı kanál zahlcen a neńı schopen správně zaznamenat
FID.

π/2 π

FID

tt

Obrázek 2.1: Pulsńı sekvence spinového echa.

2.3 Interakce uvnitř vzorku

Ve vzorku docháźı k několika interakćım, které ovlivňuj́ı tvar NMR spektra. Mezi
ně patř́ı př́ımá a nepř́ımá dipól-dipólová interakce, chemický posuv a kvadrupólová
interakce. Ne všechny interakce se však při každém měřeńı uplatńı.

Významnou interakćı je nepř́ımá dipól-dipólová interakce. K nepř́ımé dipól-
dipólové interakci nebo také J-interakci docháźı mezi dvěma jádry v molekule, ve
spektru se však projevuje pouze J-interakce mezi neekvivalentńımi jádry. Máme-li
několik atomů v molekule spojených chemickou vazbou, pak orientace spinu jed-
noho jádra ovlivňuje vzdálenost energetických hladin jader ostatńıch. Např́ıklad
jádro se spinem 1

2
má dva možné pr̊uměty spinu do zvoleného směru. Druhé jádro,

které je s ńım spojeno chemickými vazbami, bude mı́t rozštěpenou spektrálńı čáru
na dublet. To odpov́ıdá dvěma možným orientaćım spinu prvńıho jádra. Inter-
akce je vzájemná, takže prvńı jádro bude mı́t také rozštěpenou spektrálńı čáru.
Vlivem v́ıce J-interakćı může doj́ıt ke několikanásobnému rozštěpeńı spektrálńı
čáry na multiplety. Velikost rozštěpeńı je popsána J-konstantou, která nezáviśı
na velikosti magnetického pole a je rovna vzdálenosti dvou čar dubletu ve spek-
tru. Udává se v jednotkách Hz a jej́ı hodnoty záviśı na typu chemických vazeb,
které J-interakci zprostředkovávaj́ı. Nepř́ımá dipól-dipólová interakce se obvykle
projevuje do vzdálenosti čtyř chemických vazeb mezi interaguj́ıćımi jádry.

Př́ımá dipól-dipólová interakce se v kapalinách středuje k nule a př́ımo se
ve spektru neprojev́ı. Lze však pozorovat nukleárńı Overhauser̊uv jev, který je
jej́ım d̊usledkem. Chemický posuv, d̊uležitá interakce mezi jádrem a elektrony,
byl popsán výše. Kvadrupólová interakce se projev́ı jen u jader se spinem větš́ım
než 1

2
.
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2.4 Nukleárńı Overhauser̊uv jev

Při nukleárńım Overhauserově jevu (NOE) docháźı k přenosu magnetizace mezi
dvěma jádry pomoćı dipól-dipólové interakce. Působeńım radiofrekvenčńıho pole
na rezonančńı frekvenci jednoho jádra dojde k narušeńı populaćı stav̊u s r̊uzným
pr̊umětem spinu. T́ım dojde k přenosu magnetizace na jiné jádro, které se nacháźı
v jeho bĺızkosti, č́ımž ovlivńı intenzitu jeho spektrálńı čáry. NOE je pozorovatelný
mezi jádry, která jsou od sebe vzdálena až 5 Å [10].

Tohoto jevu se využ́ıvá při měřeńı NOESY spekter. NOESY spektra jsou
nejčastěji dvourozměrná, ale při studiu protein̊u a daľśıch biomolekul se často
měř́ı v́ıcerozměrná spektra při kombinaci NOESY a daľśıch metod (HSQC, TRO-
SY, TOCSY). Nejjednodušš́ı měř́ıćı sekvence 2D 1H-1H NOESY se skládá ze tř́ı
puls̊u – viz obrázek 2.2. Dobu tmix nazýváme směšovaćı čas a během této fáze
necháváme NOE, aby se projevil. Následně aplikujeme čtećı puls, změř́ıme FID
a po Fourierově transformaci źıskáme spektrum. Toto měřeńı mnohokrát opa-
kujeme se stále deľśım časem t1. Jakmile máme naměřenou sadu spekter, pro-
vedeme Fourierovu transformaci ve směru t1. T́ım vznikne 2D spektrum, které
znázorňujeme pomoćı vrstevnic. Ve spektru uvid́ıme výrazné diagonálńı ṕıky,
které odpov́ıdaj́ı signál̊um v 1D spektru. Nás však budou zaj́ımat mimodiagonálńı
ṕıky, které odpov́ıdaj́ı výraznému NOE. A jelikož se NOE nejv́ıce projevuje na
krátké vzdálenosti, můžeme podle intenzity krosṕıku usuzovat na vzdálenosti
př́ıslušných atomů v prostoru. Jejich jádra přitom nemuśı být spojena chemickou
vazbou.

π/2

t1 tmix

π/2 π/2

FID

Obrázek 2.2: Pulsńı sekvence pro měřeńı NOESY.

2.5 Tvar NMR spektra při chemické výměně

Magnetické pole v okoĺı jádra se měńı podle toho, v jakém stavu se atom nacháźı.
Pokud se účastńı chemické výměny, pak se NMR signál jeho jádra změńı. Může
doj́ıt k posuvu rezonančńı frekvence, nebo změně relaxačńıch dob T1 a T2.

Předpokládejme, že prob́ıhá chemická výměna mezi stavy A a B s rychlostńımi
konstantami

kA = kB = k. (2.23)

Dále budeme předpokládat, že pro magnetizaci obou stav̊u plat́ı

MA
0 = MB

0 = M0. (2.24)

Pak lze z Blochových-McConnellových rovnic odvodit vztah popisuj́ıćı tvar spek-
tra při takové chemické výměně [11]

S(ωS) =
4M0kδ

2

(δ − ωS)2(δ + ωS)2 + 4k2ω2
S

, (2.25)
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kde

δ =
1

2
(ωA − ωB)

a ωS je frekvenčńı posun v̊uči aritmetickému pr̊uměru rezonančńıch frekvenćı
stav̊u A a B. Tvar spektra pro r̊uzné rychlosti výměny je znázorněn na obrázku 2.3.
Vid́ıme, že s rostoućı rychlost́ı chemické výměny docháźı zpočátku k rozšǐrováńı
obou signál̊u a jejich posunu směrem k sobě. Při vysokých rychlostech k pak
pozorujeme pouze jeden signál na pr̊uměrné frekvenci obou p̊uvodńıch signál̊u.
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Obrázek 2.3: Tvar spektra při symetrické chemické výměně v závislosti na rych-
losti výměny. Vypočteno podle (2.25) pro δ = 100Hz.

Této chemické výměně, kdy jsme předpokládali (2.23) a (2.24), se ř́ıká symet-
rická. Běžně však docháźı k výměně asymetrické, u které výše uvedené předpoklady
neplat́ı. Tvar NMR spektra při takové výměně popisuje vztah, který je odvozen
v [12]

S(ω) =
MA

0 kA +MB
0 kB +MA

0 αB +MA
0 αA

αAαB − kAkB
, (2.26)

kde
αA = RA + kA − i(ω − ωA), (2.27)

αB = RB + kB − i(ω − ωB), (2.28)

přičemž RA a RB jsou převrácené hodnoty př́ıčných relaxačńıch čas̊u TA
2 a TB

2 .
Chemická výměna doprováźı chemické reakce a změny struktur molekul jako

např́ıklad rotace kolem vazby nebo jinou změnu prostorového uspořádáńı. Mezi
to patř́ı také tvorba a rozpad duplexu DNA.
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3. Měřeńı

3.1 Popis spektrometru

Měřeńı NMR spekter jsem prováděl na spektrometru Avance 500 od firmy Bru-
ker. Supravodivý magnet vytvář́ı magnetické pole o indukci 11,7T, což umožňuje
měřeńı NMR spekter s rezonančńı frekvenćı 1H 500MHz. Pro NMR vysokého roz-
lǐseńı je d̊uležitá homogenita magentického pole uvnitř vzorku, ale také časová
stabilita pole. Z tohoto d̊uvodu obsahuje spektrometr soustavu ćıvek, které jsou
schopny při vhodném nastaveńı zvýšit homogenitu pole. O časovou stabilitu pole
se v pr̊uběhu měřeńı stará systém lock, jenž na základě měřeńı rezonančńı frek-
vence deuteria ve vzorku reguluje proud ćıvkami tak, aby výsledné magnetické
pole nekoĺısalo v čase.

Detekčńı a zároveň excitačńı ćıvka je umı́stěna v NMR sondě, která se za-
souvá do magnetu. Součást́ı sondy jsou gradientńı ćıvky, umožňuj́ıćı vytvořeńı
přesně definovaných gradient̊u magnetického pole ve vzorku. K měřeńı teplotńıch
závislost́ı chemických posuv̊u 1H jsem použil dvoukanálovou sondu BBO, která
umožňuje př́ıjem signálu z jader 1H a druhý kanál je naladitelný pro libovolné
jádro z rozsahu 31P - 109Ag, což v poli 11,7T odpov́ıdá frekvenćım 202MHz -
23MHz. Sonda má ještě třet́ı kanál pro př́ıjem pomocného signálu 2H pro lock.
K měřeńı 2D NOESY spekter jsem použil sondu TBI.

Součást́ı spektrometru je obslužný program TopSpin, který kromě ř́ızeńı spek-
trometru umožňuje také základńı manipulaci s naměřenými daty (spektry). Pro
daľśı zpracováńı spekter jsem však využil specializovaněǰśıch programů.

3.2 Př́ıprava rozpouštědla a vzorku

Oligonukleotidy byly rozpuštěny ve vodě s př́ıdavkem fosfátového pufru o koncen-
traci 25mM. Pufr byl připraven smı́cháńım NaH2PO4 a Na2HPO4 v molárńım
poměru 39:64. Tento poměr měl zajistit udržeńı pH roztoku se vzorkem okolo
hodnoty 7. Rozpouštědlo dále obsahovalo sod́ıkové ionty Na+ o celkové koncent-
raci 200mM. Toho jsem doćılil přidáńım NaCl, proto roztok obsahoval ještě ionty
Cl− o koncentraci 160mM. Pro udržováńı stability magnetického pole systémem
lock bylo do rozpouštědla přidáno 10% obj. D2O. Jako reference chemického
posuvu byl použit interńı standard DSS o koncentraci přibližně 0,25mM. V ta-
bulce 3.1 jsou rozepsány hmotnosti těchto látek, navážených při př́ıpravě 20ml
rozpouštědla. Výsledné pH rozpouštědla bez rozpuštěného oligonukleotidu bylo
7,06 při 25◦C. K určeńı pH jsem použ́ıval digitálńı pH-metr Cole Parmer s elektro-
dou Spintrode od firmy Rototec-Spintec. Měř́ıćı elektroda byla dostatečně tenká
a dlouhá, a proto se dalo měřit pH př́ımo v úzké NMR kyvetě. V kontrolńım
NMR spektru rozpouštědla se neprojevily žádné nečistoty. Kyvety pro vzorky
byly skleněné o vněǰśım pr̊uměru 5mm, před použit́ım jsem je vymyl destilova-
nou vodou a sušil po dobu 2 h při 150◦C.

Měřeńı jsem prováděl na dvou vzorćıch s DNA sekvencemi CAAC GTTG
a CAAm5C GTTG. m5C v druhém oligonukleotidu znač́ı cytosinovou bázi, u ńıž
byl vod́ık na pozici 5 nahrazen metylovou skupinou. Dále budu sekvence označovat
jako CG a m5CG. Oligonukleotidy připravila Centrálńı laboratoř - Proteomika,
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Středoevropský technologický institut CEITEC, Masarykova univerzita. Podle
údaj̊u výrobce jsem měl k dispozici 0,67µmol oligonukleotidu CG a 0,70µmol
oligonukleotidu m5CG. Oligonukleotid CG byl rozpuštěn v 0,5ml rozpouštědla,
jeho koncentrace ve vzorku tedy byla 1,34mM. Po skončeńı měřeńı NMR spekter
bylo pH roztoku v kyvetě 6,86 při 25◦C. Metylovaný oligonukleotid m5CG jsem
rozpustil také v 0,5 ml rozpouštědla, koncentrace byla o něco větš́ı – 1,40mM
a pH bylo 6,77 při 25◦C. U tohoto vzorku jsem pH měřil ještě před vlastńım
měřeńım NMR spekter, ale opět př́ımo v NMR kyvetě.

Chemikálie Naváženo [mg]

NaH2PO4 · 2H2O 30,4
Na2HPO4 · 2H2O 54,4
NaCl 187,3
DSS 0,2

Tabulka 3.1: Hmotnosti látek použitých při př́ıpravě 20ml rozpouštědla.

3.3 Regulace teploty vzorku

Teplota vzorku v pr̊uběhu měřeńı byla regulována teplotńı jednotkou spektromet-
ru, ovládanou přes obslužný program TopSpin. V NMR sondě byl umı́stěn teplotńı
sńımač, který pośılal informace o teplotě čidla obslužnému programu, a ten regu-
loval výkon topné spirály, umı́stěné taktéž v sondě spektrometru. Kolem vzorku
neustále proudil duśık, který byl pro dosažeńı ńızkých teplot, tj. teplot nižš́ıch
než pokojová teplota, předchlazován chlad́ıćı jednotkou. Regulačńımu programu
jsem nastavil tyto parametry:

Pr̊utok duśıku........................400 l/h
Omezeńı topného výkonu ......10%
Proportional band........... ......41,0
Integral time..........................60,0
Derivative time......................0,0

Vlastńı měřeńı spekter prob́ıhalo vždy za nastavené teploty, která byla udržo-
vána konstantńı po dobu měřeńı daného spektra. Postupoval jsem od nejvyšš́ı
teploty k nižš́ım s krokem 2K. Po nastaveńı př́ıslušné teploty byl vzorek po dobu
15min temperován a až poté jsem spustil samotné měřeńı. Vzhledem k tomu, že
teplotńı čidlo bylo umı́stěno mimo vzorek v měř́ıćı sondě, neodpov́ıdala skutečná
teplota vzorku nastavené teplotě. Měl jsem k dispozici teplotńı kalibraci sondy,
kterou jsem použil k přesněǰśımu stanoveńı teploty vzorku. Rozd́ıl však nebyl
velký.

3.4 Měřeńı vod́ıkových 1D spekter

Pro vyhodnoceńı teplotńı závislosti vod́ıkových spekter jsem naměřil 39 spekter
vzorku CG při teplotách od 350K do 274K s krokem 2K. U vzorku m5CG bylo
naměřeno 40 spekter v rozmeźı teplot od 354K do 276K s krokem 2K. Jedná se
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o teploty, které byly nastaveny na teplotńı jednotce, a byly tedy před kalibraćı.
V př́ıloze na obrázćıch P1 až P5 jsou všechna naměřená 1D spektra.

Vzhledem k tomu, že použité rozpouštědlo se skládalo převážně z vody, byl
signál vod́ıku z molekul vody mnohonásobně větš́ı než signály př́ıslušej́ıćı jed-
notlivým vod́ıkovým pozićım v oligonukleotidu. Signál vody bylo tedy potřeba
potlačit. K tomu slouž́ı r̊uzně složité pulsńı sekvence. Použil jsem pulsńı sekvenci
excitation sculpting zgesgp [13], která potlačila vodu velice dobře a jen minimálně
ovlivnila okolńı signály. Na obrázku 3.1 je schéma celé sekvence nakresleno. Po
aplikaci π/2 pulsu se vytvoř́ı pomoćı gradientńıch ćıvek nehomogenńı magne-
tické pole. T́ım dojde k rozfázováńı jednotlivých př́ıspěvk̊u k př́ıčné magnetizaci
všech vod́ıkových jader. Následně aplikujeme na vzorek selektivńı π-puls na rezo-
nančńı frekvenci vody a hned po něm neselektivńı π-puls a opět gradient. U jader
vod́ık̊u vody dojde k ještě větš́ımu zeslabeńı signálu, jelikož jejich magnetizace by-
la d́ıky selektivńımu pulsu stočena celkem o 360◦ a po aplikaci druhého gradientu
došlo k daľśımu rozfázováńı př́ıspěvk̊u jednotlivých jader k celkové magnetizaci.
Ale u ostatńıch vod́ıkových jader dojde po stočeńı magnetizace o 180◦ a apli-
kaci stejného gradientu jako na počátku k opětovnému sfázováńı jednotlivých
př́ıspěvk̊u k magnetizaci a vytvořeńı spinového echa. U této pulsńı sekvence se
celý postup zopakuje ještě jednou s jinou hodnotou gradientu. Kvalita potlačeńı
rozpouštědla záviśı předevš́ım na správném nastaveńı rezonančńı frekvence ja-
der 1H rozpouštědla (vody) a přesném nastaveńı výkonu selektivńıho pulsu. Se
změnou teploty je potřeba tyto parametry mı́rně korigovat, to se týká zejména
rezonančńı frekvence vody. Ve spektrech na obrázku 3.2 vid́ıme, jaký vliv má
hodnota parametru SP1 (útlum selektivńıho pulsu) na kvalitu potlačeńı signálu
vody.

Obrázek 3.1: Pulsńı sekvence zgesgp na potlačeńı signálu rozpouštědla.

Všechny d̊uležité parametry pulsńıch programů jsou v tabulce 3.2. Ve vod́ıko-
vých spektrech okolo teploty táńı oligonukleotidu (294K - 318K) docháźı k rozši-
řováńı ṕık̊u a ve spektru se výrazněji projevuje šum. Z tohoto d̊uvodu jsem zvýšil
počet scan̊u při těchto teplotách na čtyřnásobek. T́ım došlo k redukci šumu na
polovinu a spektra se pak lépe a přesněji vyhodnocovala.
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Obrázek 3.2: Intenzita signálu vody pro r̊uzné hodnoty parametru SP12 – útlum
selektivńıho pulsu.

Název a označeńı parametru Hodnota

Počet scan̊u v rozmeźı teplot 294K - 318K NS 1024
Počet scan̊u při ostatńıch teplotách NS 256
Š́ı̌rka spektra [ppm] SW 24
Relaxačńı prodleva [s] D1 1,00
Délka π/2-pulsu [µs] P1 11,0

Útlum π/2-pulsu [dB] PL1 5,0
Délka selektivńıho π-pulsu [ms] P12 4,0

Útlum selektivńıho π-pulsu [dB] SP1 43,6

Tabulka 3.2: Nastaveńı parametr̊u pro měřeńı 1D spekter.

3.5 Měřeńı NOESY spekter

NOESY spektra jsem měřil za účelem přǐrazeńı vod́ıkových signál̊u jednotlivým
vod́ık̊um v oligonukleotidu. Pro každý vzorek jsem naměřil dvě NOESY spektra
při teplotě T=284K pro dvě hodnoty směšovaćıho času D8. Při této teplotě jsou
spektrálńı čáry relativně úzké a nedocháźı k překryv̊um ṕık̊u v aromatické části
spektra. Také ještě neńı ve spektru patrná chemická výměna, a proto se žádné
ṕıky nerozšǐruj́ı či dokonce nemiźı.

Schéma měř́ıćı pulsńı sekvence je na obrázku 3.3, parametry v tabulce 3.3.
Stejně jako u 1D spekter bylo potřeba použ́ıt potlačeńı vody. Naměřená spektra
jsou na obrázku 3.4 a 3.5
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Název a označeńı parametru Hodnota

Počet scan̊u NS 128
Počet spekter TD2 512
Š́ı̌rka spektra [ppm] SW 20
Relaxačńı prodleva [s] D1 1,00
Délka π/2-pulsu [µs] P1 8,5

Útlum π/2-pulsu [dB] PL1 6,0
Směšovaćı doba [s] D8 0,25/0,10
Délka selektivńıho π-pulsu [ms] P12 4,0

Útlum selektivńıho π-pulsu [dB] SP1 46,5

Tabulka 3.3: Nastaveńı parametr̊u pro měřeńı 1H NOESY spekter.

Obrázek 3.3: Pulsńı sekvence použitá při měřeńı NOESY spekter.
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Obrázek 3.4: Naměřené 1H-1H NOESY spektrum vzorku CG při teplotě
T=283,5K a se směšovaćım časem D8=250ms.
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Obrázek 3.5: Naměřené 1H-1H NOESY spektrum vzorku m5CG při teplotě
T=283,5K a se směšovaćım časem D8=250ms.
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4. Zpracováńı spekter

V naměřených spektrech bylo potřeba přǐradit jednotlivé ṕıky k odpov́ıdaj́ıćım
vod́ık̊um v molekule. Avšak ne všechny vod́ıkové signály jsou ve spektru př́ıtomny.
Vzhledem k tomu, že použitým rozpouštědlem byla voda, jej́ıž signál musel být
ve spektru potlačen, došlo také k částečnému nebo úplnému potlačeńı signál̊u
v okoĺı rezonančńı frekvence vod́ıku vody. Toto se týká hlavně signál̊u od vod́ık̊u
H3’ deoxyribózy, které nejsou ve spektru v̊ubec. Při vyšš́ıch teplotách také docháźı
k chemické výměně mezi některými bázovými vod́ıky a vodou. Např́ıklad thymi-
nové H3 nebo guaninové H1, které tvoř́ı iminoskupiny, jsou ve spektru př́ıtomny
při ńızkých teplotách, ale při zvyšováńı teploty se rozšǐruj́ı a od teploty zhru-
ba 320K nejsou ve spektru vidět. Podobná situace je u amino vod́ık̊u H41/H42
cytosinu a H61/H62 adeninu.

Na obrázku 4.7 jsou dvě změřená spektra. Můžeme v nich vidět shluky v́ıce
ṕık̊u. Tyto shluky odpov́ıdaj́ı signál̊um, které patř́ı stejným vod́ıkovým pozićım
v r̊uzných nukleotidech DNA. V oblasti zhruba od 6,8 ppm do 9 ppm se nacházej́ı
ṕıky př́ıslušej́ıćı bázovým vod́ık̊um H6 resp. H8 a adeninovým H2. U těchto
signál̊u nedocháźı k mnohačetným překryv̊um jako v jiných oblastech a s ros-
toućı teplotou se výrazně nesnižuje jejich intenzita. Vzhledem k těmto vlastnos-
tem jsou signály vod́ık̊u H6/H8 vhodné ke studiu táńı duplexu DNA. V ostatńıch
částech spektra s vyj́ımkou oblasti 12-15 ppm, kde se nacháźı signály vod́ık̊u imi-
noskupin, docháźı ke koncentraci signál̊u v malé oblasti, což vede k jejich mno-
honásobnému překryvu. Tato skutečnost je nav́ıc umocněna t́ım, že se vesměs
jedná o vod́ıky deoxyribózy, které jsou štěpeny J-vazbou na multiplety, což dále
zvyšuje nepřehlednost spektra. Signály vod́ık̊u deoxyribózy jsou však d̊uležité pro
přǐrazeńı jednotlivých ṕık̊u v oblasti aromatických signál̊u H6/H8.

Za t́ımto účelem jsem změřil ke každému vzorku 1H - 1H NOESY spektrum
(obr. 3.4 a 3.5). Známe-li přibližné uspořádáńı jednotlivých atomů v molekule,
můžeme v NOESY spektru naj́ıt odpov́ıdaj́ıćı krosṕıky a podle něj přǐradit ato-
my signál̊um v 1D spektrech. Pro daľśı zpracováńı bylo potřeba přǐradit hlavně
signály aromatických vod́ık̊u. Budeme předpokládat, že molekula DNA se ve vzor-
ku vyskytuje v B formě, která je za běžných podmı́nek nejčastěǰśı. Za tohoto
předpokladu známe přibližně meziatomové vzdálenosti vod́ık̊u v molekule [15].
Na základě toho můžeme vybrat dvojice jader, jež maj́ı mı́t společný krosṕık,
a tento krosṕık v NOESY spektru naj́ıt. Přǐrazeńı krosṕık̊u jsem prováděl v pro-
gramu Sparky [16].

4.1 Přǐrazeńı signál̊u v aromatické oblasti

Na obrázćıch 4.1 a 4.2 jsou výřezy z NOESY spekter. V nich jsou výrazné krosṕıky
mezi aromatickými vod́ıky H6/H8 a vod́ıky H1’ deoxyribózy. Vzhledem k pro-
storovému uspořádáńı oligonukleotid̊u má každý aromatický vod́ık H6/H8 dva
výrazné krosṕıky. Prvńı krosṕık je s vod́ıkem H1’ deoxyribózy v rámci nukleotidu.
Druhý krosṕık je s vod́ıkem H1’ deoxyribózy z nukleotidu soused́ıćıho ve směru
k 5’-konci. Dı́ky těmto sekvenčńım krosṕık̊um lze identifikovat a přǐradit postupně
všechny signály vod́ık̊u H6/H8 z celého oligonukleotidu. K potvrzeńı správnosti
přǐrazeńı můžeme stejným zp̊usobem použ́ıt krosṕıky H6/H8 s H2’/H2”, které
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jsou taktéž velice silné. Jako nejlepš́ı zp̊usob přǐrazeńı se můžou jevit slabš́ı, ale
stále viditelné krosṕıky mezi vod́ıky H6/H8 v po sobě následuj́ıćıch báźıch. Ty
však někdy bývaj́ı př́ılǐs bĺızko diagonále a vzhledem k ńızké intenzitě splývaj́ı
s diagonálńımi krosṕıky.

Adeninové vod́ıky H2 jsem přǐradil pomoćı krosṕık̊u s vod́ıky H3 thyminu,
se kterým adenin tvoř́ı bázový pár. Také je vidět silný sekvenčńı krosṕık A2H2
s A3H2.

Přǐrazená aromatická část 1D spektra při teplotě 283,5K jsou na obrázku 4.3
pro vzorek CG a na obr. 4.4 pro vzorek m5CG. Na obrázćıch 4.8 a 4.9 je aro-
matická oblast spekter při r̊uzných teplotách. Vid́ıme, že aromatické signály se
daj́ı vytrasovat až do oblasti vysokých teplot, kde se vyskytuj́ı nespárovaná
vlákna DNA. V této oblasti teplot nemůžeme signály přǐradit z NOESY spek-
ter změřených při vysokých teplotách. Je to dáno t́ım, že prostorové uspořádáńı
nespárovaného oligonukleotidu neńı pevně dané a meziatomové vzdálenosti jsou
př́ılǐs velké na to, aby se dalo změřit NOESY spektrum. Pořad́ı aromatických
signál̊u při těchto teplotách je na obrázćıch 4.5 a 4.6. Hodnoty chemických po-
suv̊u jsou pak shrnuty v tabulce 4.1.

9.0

9.0

8.5

8.5

8.0

8.0

7.5

7.5

7.0

7.0

6.5

6.5

ω2 - 1H (ppm)

6.4 6.4

6.2 6.2

6.0 6.0

5.8 5.8

5.6 5.6

5.4 5.4

5.2 5.2

ω
1

- 
1
H

 
(p

p
m

)

A2H1’-A3H8

A2H1’-H8

A3H1’-C4H6

C1H1’-H6C1H1’-A2H8

A3H1’-H8

C4H1’-H6

G5H1’-H8

C4H1’-G5H8

T6H1’-T7H6

T7H1’-H6

T6H1’-H6

G5H1’-T6H6

T7H1’-G8H8

G8H1’-H8

C4H5-H6
C4H5-A3H8

C4H5-H42

C4H5-H41

C1H5-H6

C1H5-H42
C1H5-H41

Obrázek 4.1: Výřez z NOESY spektra vzorku CG. Přǐrazeńı aromatických vod́ık̊u
H6/H8 podle krosṕık̊u s vod́ıky H1’ deoxyribózy.
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Obrázek 4.2: Výřez z NOESY spektra vzorku m5CG. Přǐrazeńı aromatických
vod́ık̊u H6/H8 podle krosṕık̊u s vod́ıky H1’ deoxyribózy.
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Obrázek 4.3: Přǐrazeńı ṕık̊u v aromatické oblasti spektra vzorku CG při
T=283,5K.
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T=283,5K.

8,4 8,3 8,2 8,1 8,0 7,9 7,8 7,7 7,6 7,5 7,4 7,3 7,2

ppm

A
3-
H
2

C
4-
H
6

G
5-
H
8

G
8-
H
8

A
3-
H
8

A
2-
H
8

T7
-H
6C
1-
H
6

T6
-H
6

A
2-
H
2

T = 352,1K
CG

Obrázek 4.5: Přǐrazeńı ṕık̊u v aromatické oblasti spektra vzorku CG při
T=352,1K.
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T=284,5K T=352,1K
CG m5CG CG m5CG

C1H6 7,668 7,668 7,512 7,507
A2H8 8,356 8,347 8,149 8,161
A3H8 8,208 8,260 8,233 8,231
C4H6 7,200 7,025 7,572 7,337
G5H8 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
G8H8 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 chemických posuv̊u obou vzork̊u v jednotkách ppm.

4.2 Fitováńı spekter bez chemické výměny

K fitováńı jsem použ́ıval program Matlab 2009b s toolboxem Asymexfit [14]. Asy-
mexfit umožňuje fitovat NMR spektra s chemickou výměnou a z nafitovaných pa-
rametr̊u dále urč́ı parametry chemické výměny. Fitoval jsem pouze oblast zhruba
od 7,2 ppm do 8,4 ppm, kde se nacházej́ı signály aromatických vod́ık̊u H6/H8 a H2.
Pro správné nafitováńı spekter s chemickou výměnou je však nejprve potřeba určit
teplotńı závislosti posuv̊u aromatických signál̊u duplex̊u ωA a single strand̊u ωB.
Předpokládám, že chemický posuv se měńı lineárně s teplotou.

Na obrázku 4.10 a 4.11 jsou vyneseny teplotńı závislosti chemických posuv̊u
jednotlivých jader, které byly źıskány fitováńım spekter bez chemické výměny.
Chyběj́ıćı chemické posuvy ve středńı části grafu jsou ovlivněny chemickou vý-
měnou a jejich vyhodnoceńım se budu zabývat v daľśım odstavci. Naměřené body
jsou v oblasti vysokých a ńızkých teplot proloženy př́ımkou a extrapolovány do
oblasti táńı duplexu. Za zmı́nku stoj́ı nelineárńı závislost jádra C1-H6 při tep-
lotách přibližně do 290K. Počátečńı body jsem proto nezahrnul do lineárńıho fitu
a jsou v grafu označeny prázdným čtverečkem. Na obrázku 4.12 jsou srovnány po-
suvy aromatických vod́ık̊u obou vzork̊u. Podle očekáváńı je největš́ı rozd́ıl v che-
mických posuvech u centrálńıho cytosinu. Směrem ke koncovým nukleotid̊um se
rozd́ıl zmenšuje. U vod́ık̊u koncových nukleotid̊u je změna chemického posuvu po
metylaci minimálńı.

Daľśı parametr potřebný pro fitováńı spekter s chemickou výměnou je př́ıčná
relaxačńı doba T ∗

2 . Ta se od T2 lǐśı v tom, že je do ńı zahrnuto i rozš́ı̌reńı spektrálńı
čáry zp̊usobené nehomogenitou magnetického pole B0. Na obrázćıch 4.13 až 4.16
jsou teplotńı závislosti př́ıčných relaxačńıch dob T ∗

2 pro jednotlivá jádra. Můžeme
si všimnout, že v oblasti ńızkých teplot docháźı s rostoućı teplotou k postupnému
nár̊ustu relaxačńıch dob z d̊uvodu klesaj́ıćı viskozity roztoku, kdežto při teplotách
vysokých se relaxačńı časy T ∗

2 př́ılǐs neměńı. Pokles př́ıčných relaxačńıch čas̊u
duplex̊u při teplotách těsně pod oblast́ı táńı je zp̊usoben zač́ınaj́ıćı chemickou
výměnou mezi duplexy a single strandy. V oblasti vysokých teplot nebylo možno
změřit několik bod̊u u A3-H2 vzorku m5CG a T6-H6 u obou vzork̊u. Bylo to
v d̊usledku překryvu se signálem nečistoty.

26



8,4 8,2 8,0 7,8 7,6 7,4 7,2

284

288

292

296

300

304

308

312

316

320

324

328

332

336

340

344

348

T6
-H
6

C
1-
H
6

C
4-
H
6

A
3-
H
2

T6
-H
6

T7
-H
6

A
2-
H
2

G
5-
H
8

A
3-
H
8

G
8-
H
8

ppm

T [K]

A
2-
H
8

C
1-
H
6

C
4-
H
6

A
3-
H
2

T7
-H
6

A
2-
H
2

G
5-
H
8

A
3-
H
8

G
8-
H
8

A
2-
H
8

Obrázek 4.8: Trasováńı ṕık̊u do oblasti vysokých teplot, vzorek CG. Vykreslena
jsou spektra pouze při každé druhé naměřené teplotě. Uvedené teploty jsou teploty
nastavené při měřeńı tj. nepřepočtené podle kalibračńı křivky.
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Obrázek 4.9: Trasováńı ṕık̊u do oblasti vysokých teplot, vzorek m5CG. Vykreslena
jsou spektra pouze při každé druhé naměřené teplotě. Uvedené teploty jsou teploty
nastavené při měřeńı tj. nepřepočtené podle kalibračńı křivky.
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Obrázek 4.10: Teplotńı závislost chemických posuv̊u aromatických jader vzorku
CG. Body jsou proloženy př́ımkou, přičemž prázdným čtverečkem jsou označeny
body nepoužité při prokládáńı.
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Obrázek 4.11: Teplotńı závislost chemických posuv̊u aromatických jader vzorku
m5CG. Body jsou proloženy př́ımkou, přičemž prázdným čtverečkem jsou oz-
načeny body nepoužité při prokládáńı.
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Obrázek 4.12: Srovnáńı teplotńı závislosti chemických posuv̊u aromatických
vod́ık̊u vzorku CG (modrá barva) a m5CG (červená barva).
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Obrázek 4.13: Teplotńı závislost př́ıčných relaxačńıch dob T ∗
2 aromatických

vod́ıkových jader vzorku CG v duplexu. Body jsou spojeny pouze vod́ıćımi čarami.

275 280 285 290 295 300 305 310

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

 C1-H6
 A2-H8
 A3-H8
 C4-H6
 G5-H8
 T6-H6
 T7-H6
 G8-H8
 A2-H2
 A3-H2

T*
2 [

m
s]

T [K]

Obrázek 4.14: Teplotńı závislost př́ıčných relaxačńıch dob T ∗
2 aromatických

vod́ıkových jader vzorku m5CG v duplexu. Body jsou spojeny pouze vod́ıćımi
čarami.
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Obrázek 4.15: Teplotńı závislost př́ıčných relaxačńıch dob T ∗
2 aromatických

vod́ıkových jader vzorku CG v nespárovaných vláknech. Body jsou spojeny pouze
vod́ıćımi čarami.
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Obrázek 4.16: Teplotńı závislost př́ıčných relaxačńıch dob T ∗
2 aromatických

vod́ıkových jader vzorku m5CG v nespárovaných vláknech. Body jsou spojeny
pouze vod́ıćımi čarami.
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4.3 Fitováńı spekter s chemickou výměnou

Nyńı můžeme přej́ıt k fitováńı spekter ze středńı oblasti teplot, kde docháźı k táńı
duplex̊u. Při těchto teplotách prob́ıhá chemická výměna mezi duplexy a single
strandy. Tvar NMR spektra při asymetrické chemické výměně popisuje funkce
(2.26). Fitováńım spekter duplex̊u a single strand̊u se podařilo źıskat parametry
ωA a ωB. Za parametr RA dosad́ıme převrácenou hodnotu maximálńı relaxačńı
doby T ∗

2 u duplex̊u a za RB převrácenou hodnotu pr̊uměru relaxačńıch dob T ∗
2

single strand̊u [14]. Volnými parametry potom pro každý signál jsou: počátečńı
magnetizace M0, relativńı množstv́ı duplex̊u pA, rychlostńı konstanta disociace
kA a velikost J-konstanty u rozštěpených signál̊u.

V grafech 4.17 jsou vyneseny závislosti pod́ıl̊u duplex̊u pA na teplotě pro
každé jádro. Naměřené body jsou proloženy funkćı (1.5). V grafu je vidět podivný
pr̊uběh u jádra A3-H8, u kterého došlo k překryvu se signálem C1-H41. Na základě
toho bylo jádro A3-H8 vyřazeno z daľśıho zpracováńı. Na obrázku 4.18 je teplotńı
závislost rychlosti chemické výměny kA pro oba vzorky. Body jsou proloženy
funkćı (1.10). V grafech chyb́ı pr̊uběh kA u vod́ıku G8-H8. U tohoto jádra je
rozd́ıl chemických posuv̊u v duplexu a single strandu velmi malý, proto je jeho
signál i v pr̊uběhu chemické výměny úzký a intenzivńı. To zp̊usobuje při určováńı
parametru kA chybu tak velkou, že nafitované hodnoty nejsou použitelné pro daľśı
zpracováńı.

Vyhodnoceńı chyb pA a kA bylo provedeno také pomoćı Matlabu a Asymexfi-
tu. Uvažujeme tři zdroje chyb. Z hlediska rychlosti výměny kA je největš́ı chyba
zp̊usobena nepřesným určeńım T ∗

2 duplex̊u a single strand̊u. Proto Asymexfit
provede fitováńı spekter s výměnou znovu s celkem 25 kombinacemi relaxačńıch
dob T ∗

2 duplex̊u a single strand̊u. A následně vyhodnot́ı odchylku pA a kA. Stejně
se stanov́ı chyba vnesená nepřesnou extrapolaćı parametr̊u ωA a ωB. Posledńım
zdrojem chyb je šum ve spektru. Jeho př́ıspěvek k celkové chybě se stanov́ı fi-
továńım simulovaného spektra, které bylo vypočteno z nafitovaných parametr̊u
a ke kterému byl přičten gaussovský šum o stejné amplitudě, jako má šum v expe-
rimentálńım spektru. Celková chyba parametr̊u pA a kA je pak dána odmocninou
ze součtu kvadrát̊u těchto tř́ı př́ıspěvk̊u.
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Obrázek 4.17: Teplotńı závislost pod́ılu duplex̊u ve vzorku CG (modrá barva)
a m5CG (červená barva). Body jsou proloženy funkćı (1.5).
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Obrázek 4.18: Teplotńı závislost rychlosti chemické výměny ve vzorku CG (modrá
barva) a m5CG (červená barva). Body jsou proloženy funkćı (1.10). Spodńı chy-
bové úsečky nejsou zakresleny u bod̊u, jejichž relativńı chyba přesahuje 100%.

35



4.4 Vyhodnoceńı termodynamických parametr̊u

Z teplotńıch závislost́ı parametr̊u chemické výměny pA a kA źıskáme termodyna-
mické parametry, které popisuj́ı táńı duplexu. Teplotńı závislost pod́ılu duplex̊u
pA je fitována funkćı (1.5), t́ım dostáváme změnu entalpie ∆H a entropie ∆S
spojenou s tvorbou duplexu. Gibbsovu volnou energii při T=310K pak urč́ıme ze
vztahu (1.1). Pomoćı rovnice (1.8) byla vypočtena teplota táńı duplexu.

K fitováńı teplotńı závislosti rychlosti výměny kA se použil Eyring̊uv vztah
(1.10). Touto funkćı jsem proložil naměřené body kA a dostal aktivačńı energii
∆GA. Jak bylo zmı́něno výše, pro jádro G8-H8 nejsou k dispozici hodnoty kA,
proto nelze vypoč́ıtat jeho aktivačńı energii. Z fitováńı a grafu 4.18 jsou vyřazeny
body, u kterých byla vypočtena malá chyba a zároveň lež́ı daleko od nafitované
křivky. Také nejsou zobrazeny spodńı části chybových úseček, pokud jsou větš́ı
než hodnota odpov́ıdaj́ıćı př́ıslušnému bodu.

Hodnoty termodynamických parametr̊u jsou shrnuty v tabulkách 4.2 a 4.3.
V grafech 4.19 až 4.21 je srovnáńı teplot táńı Tm, Gibbsovy volné energie ∆G310K

a Gibbsovy aktivačńı energie disociace ∆GA obou vzork̊u. V tabulce 4.4 jsou tyto
termodynamické parametry pro celý oligonukleotid. Byly vypočteny jako vážený
pr̊uměr hodnot v tabulkách 4.2 a 4.3.

Vzhledem k malým rozd́ıl̊um termodynamických parametr̊u oligonukleotid̊u
a jejich velké chybě byl proveden párový t-test, aby se zjistilo, zda je rozd́ıl těchto
veličin statisticky signifikantńı. V tabulce 4.4 jsou př́ıslušné p-hodnoty a na jejich
základě můžeme potvrdit zvýšeńı teploty táńı v m5CG. Rozd́ıly v Gibbsových
energíıch a Gibbsových aktivačńıch energíıch jsou ale statisticky nepr̊ukazné.

∆H ∆S ∆G310K Tm ∆GA

[kJ·mol−1] [J·mol−1K−1] [kJ·mol−1] [K] [kJ·mol−1]

C1-H6 -236 -642 -37±1 323,3±0,4 68±5
A2-H8 -235 -637 -38±1 324,6±0,6 67±2
C4-H6 -271 -745 -40±1 325,2±0,5 66±1
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 67±5
G8-H8 -286 -789 -41±2 326,1±1,2 –
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 źıskané fitováńım teplotńıch závislost́ı
kA a pA vzorku CG.

4.5 Diskuse výsledk̊u

Přestože chyba rozd́ılu teplot táńı Tm obou oligonukleotid̊u je větš́ı než samotný
rozd́ıl, můžeme na základě párového t-testu potvrdit, že u vzorku s metylovaným
centrálńım cytosinem došlo ke zvýšeńı teploty táńı Tm duplexu DNA. Zvýšeńı
teploty táńı se projevilo u všech nukleotid̊u, což naznačuje vysokou kooperativitu
bázových pár̊u. Na druhou stranu pokles Gibbsovy energie ∆G310K při tvorbě

36



∆H ∆S ∆G310K Tm ∆GA

[kJ·mol−1] [J·mol−1K−1] [kJ·mol−1] [K] [kJ·mol−1]

C1-H6 -267 -739 -38±1 323,4±0,4 67±1
A2-H8 -230 -617 -38±2 325,4±0,8 67±2
C4-H6 -245 -666 -39±1 325,2±0,5 67±1
G5-H8 -237 -643 -38±1 324,9±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 65±3
G8-H8 -279 -765 -42±2 327,2±0,7 –
A2-H2 -276 -757 -41±5 326,2±1,5 68±1
A3-H2 -224 -604 -37±1 324,4±0,5 68±1

Tabulka 4.3: Termodynamické parametry źıskané fitováńım teplotńıch závislost́ı
kA a pA vzorku m5CG.

∆G310K Tm ∆GA

Vzorek [kJ·mol−1] [K] [kJ·mol−1]

CG -38,1±1,3 324,2±0,8 66,9±0,6
m5CG -38,4±0,8 324,9±0,8 67,6±0,6

P-hodnota 0,62 0,014 0,14

Tabulka 4.4: Termodynamické parametry obou oligonukleotid̊u s p-hodnotami
párových t-test̊u.

duplexu je v rámci chyby měřeńı stejný v obou vzorćıch. Stejně tak nemůžeme
potvrdit změnu v aktivačńı energii ∆GA.

V článku [3] jsou výsledky NMR měřeńı, kde u oligonukleotidu CTTC GAAG
byl změřen nár̊ust teploty táńı duplexu z 49,5◦C na 50,5◦C po metylaci. U sek-
vence CATC GATG byla teplota táńı nemetylovaného oligonukleotidu 53,5◦C
u metylovaného 56,7◦C. Koncentrace vzork̊u byla v obou př́ıpadech 3,5mM. To
je v́ıce než dvakrát větš́ı koncentrace, než jakou jsem měřil. Je však vidět, že vliv
metylace silně záviśı na sekvenci oligonukleotidu.

V práci [17] byl měřen oligonukleotid o délce 10 nukleotid̊u s metylaćı cen-
trálńıho CpG páru v roztoku s 200mM NaCl a bylo pozorováno zvýšeńı teploty
táńı duplexu o 1,5K. Byla zde však použita data z UV absorpce a měřena rozd́ılná
sekvence, a proto nelze výsledky kvantitativně porovnávat.

Hlavńım zjǐstěńım této práce je, že stabilizace duplexu po metylaci cytosinu
v centrálńım dinukleotidu CpG se projev́ı u všech bázových pár̊u v oligonukleo-
tidu, a pouze u toho modifikovaného.
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Obrázek 4.19: Srovnáńı teploty táńı duplexu u obou vzork̊u.
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Obrázek 4.20: Srovnáńı Gibbsovy volné energie při T=310K u obou vzork̊u.
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Obrázek 4.21: Srovnáńı aktivačńı energie disociace u obou vzork̊u.
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Závěr

V práci byl studován vliv metylace centrálńıho cytosinu na stabilitu duplexu
DNA. Shrnut́ı výsledk̊u:

• Naměřili jsme teplotńı závislost vod́ıkových spekter dvou selfkomplemen-
tárńıch oligodeoxynukleotid̊u CAAC GTTG a CAAm5C GTTG.

• Naměřili jsme NOESY spektra a na jejich základě bylo provedeno přǐrazeńı
jednorozměrných spekter.

• Byly porovnány chemické posuvy metylovaného a nemetylovaného vzorku.
Největš́ı rozd́ıl je podle očekáváńı v posuvech jader v okoĺı centrálńıho cyto-
sinu. U koncových nukleotid̊u byl rozd́ıl minimálńı.

• Spektra byla nafitována teoretickým tvarem při chemické výměně a t́ım
jsme dostali teplotńı závislost pod́ılu duplex̊u pA a rychlostńı konstanty
disociace kD pro každý nukleotid.

• Fitováńım těchto teplotńıch závislost́ı byla určena teplota táńı Tm, Gibbsova
volná energie ∆G310K a Gibbsova aktivačńı energie disociace ∆GA pro oba
vzorky.

• Statistickým t-testem jsme potvrdili, že po metylaci cytosinu dojde ke
zvýšeńı teploty táńı duplexu Tm, ale nepodařilo se prokázat rozd́ıl v poklesu
Gibbsovy volné energie ∆G310K při tvorbě duplexu ani rozd́ıl v aktivačńıch
energíıch disociace ∆GA.

• Nár̊ust stability byl pozorován u všech bázových pár̊u, což znač́ı jejich vy-
sokou kooperativitu při tvorbě a rozpadu duplexu.

• Rozd́ıl v teplotě táńı ∆Tm=(0,7±0,8)K určený v této práci jsme srovnali
s jinými experimenty, které uváděj́ı zvýšeńı teploty táńı Tm po metylaci od
1K do 3,2K u jiných selfkomplementárńıch oktamer̊u. To potvrzuje, že vliv
metylace centrálńıho cytosinu silně záviśı na použité sekvenci.
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4.2 Termodynamické parametry vzorku CG . . . . . . . . . . . . . . . 36
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