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Abstrakt: CArG box je velmi konzervovand DNA sekvence nachazejici se v Se-
rum Response Elementu (SRE) regulujicim expresi genu ¢ — fos. V této praci
byly pomoci jaderné magnetické rezonance zkoumany kratké oligodeoxynukleo-
tidy obsahujici CArG box, za i¢elem ovéreni jeho schopnosti tvorit vlasenku. Byla
zmé&fena 'H spektra v rozsahu teplot (274-360) K. Fitovanim teplotnich zavislosti
chemickych posuvi byly urceny termodynamické parametry popisujici tvorbu a
rozpad vlasenky. Vladsenkova struktura vzorki byla potvrzena na zakladé anomalii
v NOESY spektru a nezavislosti teploty tani na koncentraci. Je tedy pravdépo-
dobné, ze CArG box skutecné tvoii neobvyklou konformaci, mozna i kruciformy.

To muze byt pri¢inou vysoké afinity mezi SRE a jeho transkripénim faktorem.
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Abstract: CArG box is a highly conservative DNA motif found in Serum Re-
sponse Element (SRE), which regulates expression of ¢ — fos gene. In this thesis,
short oligodeoxynucleotides containing CArG box were measured using nuclear
magnetic resonance spectroscopy to evaluate their ability to preferentially form
hairpin over duplex. 'H spectra were measured at temperature range (274-360) K.
We acquired thermodynamic parameters of the transition between hairpin and
single strand by fitting the temperature-dependent chemical shifts. The hairpin
structure of our oligonucleotide samples was confirmed by non-B-DNA patterns
in NOESY spectra, absence of concentration dependence of melting, and other
pieces of evidence. Thus, occurrence of unusual DNA conformation of CArG box
in native DNA, potentially even cruciform is highly possible. This could explain

the high affinity between SRE and its transcription factor.
Keywords: NMR, DNA, hairpin, CArG box

1



R4d bych podékoval svému vedoucimu diplomové prace Mgr. Vaclavu Rimalovi
za prikladné vedeni, trpélivost, a zejména ochotu. Zvlasté mu dékuji za uvedeni
do problematiky NMR, jak praktického, tak teoretického.

Dékuji také profesorce RNDr. Helené Stépankové, CSc. a profesoru RNDr. Jo-
sefu Stépankovi, CSc. za cenné rady k interpretaci dat.

Podékovani patii také mé Siroké rodiné za podporu po celou dobu studia.

11



Obsah

[1_Tveod 3

2 Deoxyribonukleova kyselinal 4
2.1 Primarni struktural . . . . ... .00 4
2.2  Sekundarni struktural . . . .. ..o 0000000 5
[2.3 Interakce ovlivnujici stabilitu DNA struktur| . . . . ... ... .. 6
[2.4  Termodynamika tvorby a rozpadu sekundarnich struktur| . . . . . 6

[3 Jaderna magneticka rezonance| 10
[3.1 Jaderny spin a magneticky moment|{ . . . . . . ... ... .. ... 10
[3.2  Fenomenologicky popis NMR| . . .. ... ... ... ... .... 11

[3.2.1 Blochovy rovnicel . . . . . .. .. ... 11
[3.2.2  Stacionarni reseni Blochovych rovnic| . . . . . . . ... .. 12
[3.3  Pulsni metody NMR| . . . . ... ... ... ... ... ...... 13
[3.3.1 Signal volné precese - FID| . . . . .. ... ... ... ... 14
B32 FTNMRI . . .« ottt 15
[3.3.3  Spinove echo|. . . . . ... oo 15
[3.3.4  Potlaceni signalu rozpoustédla . . . . . ... ... ... .. 16
3.4 Interakcel . . . . . . ..o 17
[3.4.1 Chemicky posuvf . . . .. ... ... ... ... ...... 17
842 Jwvazbal . ... . ... ... 18
[3.4.3  Prima dipol-dipolova interakce, NOESY| . . . . . ... .. 18
[3.5 Chemicka vyménal. . . . . . . . ... ... 19

4_Meéfeni 22
[4.1  Popis spektrometruf . . . . . . ..o o000 22
[4.2  Priprava rozpoustédla a vzorkul . . . . ... ... ... 22
4.3 Regulace teploty vzorku| . . . . . ... .. ..o 23
[4.4 Teplotni rada vodikovych spekter| . . . . . . ... ... ... ... 24
4.5 Spektra ‘H--HNOESY|. . . . ... ... ... ... ........ 25

[> Vysledky a diskuse| 27
[>.1 Prirazeni signalu v aromatické casti spektra] . . . . .. . ... .. 27
[5.2  Fitovani spekter, vyhodnoceni chemickych posuval . . . . . . . .. 35
[5.3  Fitovani chemickych posuvd . . . . . . ..o 0000000 43
5.4  Vyhodnoceni polosirek signalal . . . . . ... ... ... ... ... 44
[5.5 Potvrzeni vlasenkové strukturyl . . . ... ... ... 50

[5.5.1 Srovnani s UV absorpcil . . ... ... ... ... ..... 50




[5.5.2  Rychlost vymény| . . . . . . ... .. ..
[6.5.3 NOESY spektrum|. . . . . ... ... ..

[5.5.4  Fitovani sigmoidalnich zavislosti posuvul

6 Zavérl

[Seznam pouzite literatury|

55

56

58

60

61



1. Uvod

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je biopolymer nachazejici se v jadru zi-
vych bunék, kde slouzi jako prostfedek uchovavajici dédi¢nou informaci. DNA
slouzi také jako templat pro syntézu mRNA (messengerova ribonukleové kyse-
lina) v procesu zvaném transkripce DNA, pfi kterém se patfiény tisek DNA zko-
piruje pomoci RNA polymerazy. Podle mRNA se pak na ribozomech vytvari dany
protein.

Aby mohla transkripce probéhnout, je potfeba ji iniciovat. Za timto tcelem
jsou v bunééné DNA tuseky obsahujici specidlni sekvence, tzv. promotory. Do
téchto mist se pak vazi transkripéni faktory, coz jsou proteiny tvotici tzv. preini-
ciaéni komplex. K tomuto komplexu se pak navaze samotnd RNA polymeraza a
zapocne transkripce. Do oblasti promotoru se mohou také vazat regulacni faktory,
které reguluji transkripci genu [1].

Dosud neni jasné, jakym zptisobem transkripcéni faktory a regulac¢ni elementy
rozpoznavaji oblast promotoru. Vzhledem k délce DNA neni pfilis realné, aby
regula¢ni elementy rozpoznavaly piimo specifickou sekvenci nukleotidi, jelikoz
by to znamenalo, Ze transkripéni faktor by se musel postupné vazat ke vSem
nukleotidiim, dokud by nenasel ten spravny usek. Vytvoreni vazby a nasledna
disociace by byla pfili§ pomala. Jednou z moznosti tedy je, ze transkripc¢ni faktor
rozpoznava sekvenci neptrimo, skrze lokalni konformaci a flexibilitu DNA, ktera
je sekvenci urcena. V promotoru genii se vyskytuji oblasti, které jsou znacné
box a je souCasti Serum Response Elementu (SRE) regulujiciho expresi genu
¢ — fos [2]. Tato sekvence ma schopnost se samovolné ohybat [3] a teoreticky
umoznuje vytvaret vlasenky. Pokud by na obou komplementéarnich vlaknech DNA
byla vlasenka preferovanéjsi nez klasicky duplex, mohlo by to vést az ke tvorbé
tzv. kruciforem. To by znamenalo znac¢nou lokalni konformac¢ni zménu, kterou by
pak rozeznaval ptislusny transkripéni faktor.

V préaci jsou zkoumany kratké oligonukleotidy, které svou sekvenci odpovidaji
CArG boxu. Cilem prace je ovérit jejich schopnost tvofit vlasenku nebo duplex a

kvantifikovat stabilitu takového atvaru.



2. Deoxyribonukleova kyselina

2.1 Primarni struktura

DNA sestava z deoxyribonukleotidi, které se skladaji z 2’-deoxyribézy (obr. ,
na kterou je navazana N-glykosidickou vazbou jedna z nukleovych béazi. Nukleové
baze (obr. jsou heterocyklické slouceniny odvozené od purinu - adenin a gu-
anin a pyrimidinu - cytosin a thymin. Na uhlik C5’ deoxyribdzy je navazan fosfat
pomoci esterové vazby. Nukleotidy jsou fazeny za sebou vazbou mezi uhlikem C3’
deoxyribdzy a fosfatem (obr. [2.1).

Jednotlivé nukleotidy se oznacuji rtiznymi zkratkami podle baze, kterou ob-
sahuji. V této praci budu pouzivat jednopismenné znaceni: A—adenin, G—guanin,
C—cytosin, T-thymin. Terminem oligonukleotid oznacujeme fetézec skladajici se
z nékolika (nemnoha) nukleotidi. Pro oznaceni konkrétniho vodiku v fetézci budu
pouzivat oznaceni skladajici se z jednopismenné zkratky prislusného nukleotidu,
jeho poradi od 5-konce a oznaceni daného vodiku v souladu s obrazky a
Vodiky deoxyribozy se uvadi s ¢arkou. Napiiklad oznaceni A6-H8 znaci vodik H8

adeninové baze sestého nukleotidu.
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Obréazek 2.1: Chemicka struktura deoxyribdzy (vlevo) a adeninového deoxyribo-

nukleotidu (vpravo).
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Obrazek 2.2: Chemicka struktura nejbéznéjsich bazi DNA. Misto vodikti oznace-

nych hvézdickou je v DNA piipojena deoxyriboza.



2.2 Sekundarni struktura

Jedny z nejcastéjsich sekundarnich struktur DNA jsou dvouvldknové Srou-
bovice. Vznik téchto struktur je umoznén diky tzv. Watsonovu-Crickovu paro-
vani bazi(obr. . Purinové i pyrimidinové baze maji potencial tvorit vodikové
mustky. Je to ddno pritomnosti karbonylovych kysliki a aminoskupin na hetero-
cyklech. Diky jejich prostorovému uspotadani vznikaji mezi purinovou a pyrimi-
dinovu bazi vodikové miistky. V pripadé guaninu a cytosinu jsou to t¥i vodikové
vazby a adenin a thymin tvori mustky dva.

Timto zptisobem vznikd ze dvou komplementarnich vlaken dimer (duplex),
jehoz vlakna jsou orientovana antiparalelné. Tento utvar pak tvofi Sroubovici.
Duplexy se mohou vyskytovat v nékolika formach. Nejbéznéjsi a z biologického
hlediska nejdulezitéjsi je B-DNA. Jedna se o pravotoc¢ivou dvousroubovici, v niz
jsou bazové pary naskladany témér rovnobézné nad sebou. Mezi nimi dochézi
k patrové interakci, coz vyznamné stabilizuje cely komplex. V pfirode se za jistych
podminek vyskytuje také A-DNA nebo levotoc¢iva Z-DNA [4]. Tyto formy vsak
nejsou tak bézné jako B-DNA.

Vlasenka je jednovlaknovy utvar, ktery vznika diky flexibilité fetézce. Ohnuta
DNA se sparuje sama se sebou a vytvoii strukturu, kterd je podobna duplexu,
ale na konci duplexové casti je smycka z nesparovanych, nebo jen castecné spa-
rovanych nukleotid.

Kromé sroubovic mohou vznikat také vicevlaknové struktury napft. triplexy
nebo kvadruplexy. U nich ¢asto dochazi k jinému parovani ne Watsonovskému-
Crickovskému. Kvadruplexy se vyskytuji v oblastech DNA bohatych na guanosin,

coz naptiklad jsou koncové sekvence bunécné DNA - telomery.
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Obrazek 2.3: Watsonovo-Crickovo parovani bazi v DNA.



2.3 Interakce ovlivnujici stabilitu DNA struktur

Je zndmo, ze stabilitu riznych sekundarnich struktur ovliviiuje bazové slozeni.
Je také znamo, ze CG pary se tfemi vodikovymi mustky jsou stabilnéjsi nez AT
pary, které je maji jen dva. Jako hlavni stabilizujici faktor se mize zdat parovani
bazi, a tedy tvorba vodikovych mistkt. Vzhledem k tomu, Ze je na nich zalozena
komplementarita DNA, je této interakci pfipisovan velky vyznam. Proto se mize
zdat prekvapivé, ze z energetického hlediska neni tato interakce nejvyznamné;jsi.

Celkovou stabilitu DNA struktur z velké ¢asti ovliviiuje tzv. patrova interakce
(stacking). Tato nekovalentni interakce vznikd mezi sousednimi bazemi nebo béa-
zovymi pary diky pfritomnosti 7 orbitalti. Interakce zpiisobuje, Ze se bazové pary
vii¢i sobé rovnobézné zarovnavaji. Zahrnuje celou fadu interakci, mimo jiné Van
der Waalsovu nebo elektrostatickou.

Teoretické i experimentalni prace naznacuji [5], Ze pravé stacking je domi-
nantni stabilizujici faktor ve srovnani se samotnym parovanim. Jelikoz baze maji
moznost tvorit vodikové miistky i s vodou, nepfinasi parovani dvou bazi ener-
getickou vyhodu. Dokonce mutze byt z tohoto pohledu destabilizujici, coz u AT
paru ukazuje prace [6].

Sekundarni struktury vznikaji také proto, aby se optimalizovala interakce s
vodou. Baze nukleovych kyselin jsou hydrofobni povahy, naopak fosfatova pater
je hydrofilni. Je tedy zddouci omezit styk vody s bazemi, coz zajisti pravé vhodna
sekundarni struktura.

Stabilita duplext a dalsich sekundarnich struktur je ovlivnéna také koncent-

raci kladnych ionti [7].

2.4 Termodynamika tvorby a rozpadu sekundar-

nich struktur

Kinetika tvorby a rozpadu ruznych sekundarnich struktur DNA nemusi byt
stejna. Zasadni rozdil byva v molekularité reakce. Zatimco tvorba duplexu D ze
dvou samostatnych vlaken S je bimolekularni reakce

S+8 2 p, (2.1)
kp
které se také rika reakce druhého radu, tvorba vlasenky H je konformacni zména,
a tedy se jedna o reakci monomolekularni neboli reakci prvniho radu.
S, (2.2)
ko
Pro porovnavani energetické vyhodnosti jedné ¢i druhé formy DNA pouzivame

rozdil jejich Gibbsovy energie. Gibbsovu energii definujeme vztahem

AG(T) = AH — TAS, (2.3)
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kde AH je rozdil entalpie a AS rozdil entropie. Gibbsova energie je funkci ter-
modynamické teploty T a casto se udava pri teploté 37°C. Pokles entalpie je
u DNA spojen s tvorbou mezibazovych vodikovych mtstki a fadou dalSich in-
terakci (stacking, hydrofobni interakce). Zména entropie souvisi s usporadanosti
struktury. Uspofadané sekundarni struktury DNA (duplex, vldsenka) maji AS
zapornou. To znamena kladny prispévek ke Gibbsové energii, coz zvySuje energe-
tickou nevyhodnost struktury. Ta je ale kompenzovana zapornou zménou entalpie.
Se zvysujici se teplotou vSak roste vaha entropického ¢lenu, coz vede k rozpadu
usporadané struktury.

Pro rovnovazné konstanty tvorby duplexu Kp, resp. vlasenky Ky dle rov-

nic 2.1) a [2.2] plati

KD - SO (24)
Cs
resp.
p cn
Ky =2 (2.5)
Cs

Zde vystupuji koncentrace cp duplexil, koncentrace vlasenek cy a koncentrace

nesparovanych vlaken cg, které svazuji rovnice

Ch = CS+20D7 (26)
co = cs+cy, (2.7)

kde cq je celkova koncentrace DNA.
Zavislost Gibbsovy energie na rovnovazné konstanté Kp popisuje van’t Hof-

fova rovnice

AG(T) = —RT In(c,os K), (2.8)

pricemz R je univerzalni plynova konstanta a ¢,y je referen¢ni koncentrace, kterou
casto volime 1 M.
Obdobny vztah plati pro Ky

AG(T) = —RT In(K). (2.9)

Z rovnic (2.7)), (2.4) a (2.3) lze odvodit vztah popisujici podil duplexii v roz-
toku selfkomplementarnich oligonukelotidti s ménici se teplotou

cp l+a—+v1+42a

g s 2-10
Pp o o ) ( )

kde
a = dege™ BT (2.11)



Pro teplotni zavislost relativniho podilu vlasenek dostavame vztah odvozeny
z rovnic (2.7), (2.5) a (2.3)

1
L — (2.12)

b= Co _1—|—e%

Teplotou tani duplexu T2 pak rozumime teplotu pfi niz je podil sparovanych a

nesparovanych vlaken v roztoku stejny, tedy plati

1
cg = 2¢p = 500. (2.13)

Pro teplotu tani duplexu selfkomplementarnich oligonukleotidi lze odvodit vztah

T _ AH
mo Rlncc—of—i-AS'

(2.14)

Teplota tani u vlasenek T2 znamen4 stejnou koncentraci nesparovanych v1a-

ken a slozenych vldken v roztoku, coz mtzeme zapsat jako

1
Cs = CH = 5Co- (2.15)

Pro teplotu tani vlasenek pak plati jednoduchy vztah

AH
T = —. 2.16
"2 (216)
Pro rychlostni konstanty pfi termodynamické rovnovaze plati
kscys = kpcp, (2.17)
k’gCS = ]{?HCH. (2.18)
Teplotni zavislost rychlostni konstanty je popsana Eyringovou rovnici
kgT
k= _f—; e~ T (2.19)

pricemz kp je Boltzmannova konstanta, h je Planckova konstanta a AG 4 nazy-
vame Gibbsova aktiva¢ni energie.

Na obrazku je vykreslen tvar teplotni zavislosti relativniho zastoupeni vla-
senek resp. duplexti v roztoku dle vztaht a . Vidime, ze sigmoida
vlasenky se svym tvarem lisi od té, kterda popisuje tani duplexu. Parametry kii-

vek:
Vlasenka AH = —130kJ/mol, AS = —400J/mol/K

Duplex 1 AH = —260kJ/mol, AS = —700J/mol/K
Duplex 2 AH = —170kJ/mol, AS = —400J/mol/K
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Obrézek 2.4: Porovnani tvaru zavislosti (2.10) a (2.12)), popisujici teplotni zavis-
lost podilu duplexti/vlasenek v roztoku.



3. Jaderna magneticka rezonance

Jadernd magneticka rezonance neboli NMR (z anglického Nuclear Magnetic
Resonance) je metoda zaloZend na interakci radiofrekvenc¢niho pole s latkou v
magnetickém poli. Jadra nékterych atomti maji nenulovy spin, coz v magnetic-
kém poli zpiisobuje stépeni jejich energetickych hladin znamé jako Zeemanovo.
Vzdélenost hladin je relativné mald a odpovida fotonu z radiové ¢asti elektro-
magnetického spektra. Pii NMR spektroskopii pak meérime nejcastéji zavislost
absorpce radiofrekven¢niho signalu na jeho frekvenci - absorpéni spektrum. Z po-
lohy absorp¢nich piki ve spektru pak mizeme ziskat informaci nejen o chemickém

slozeni dané latky, ale také strukture a dynamickych procesech.

3.1 Jaderny spin a magneticky moment

Atomové jadro se sklad4a z protond a neutroni. Tyto subatoméarni ¢astice maji
spin 1/2. Jaderny spin souvisi s tim, jak nukleony obsazuji jednotlivé energetické
hladiny v jadfe. Spinové ¢islo jadra [ je dano jak vlastnimi spiny jadernych c¢as-
tic, tak také jejich orbitalnimi momenty. Nukleony se vSak vzajemné paruji (pro-
tony a neutrony zvlast) a kompenzuji tak nejen vlastni spiny, ale také orbitalni
momenty. Jadra se sudym poc¢tem protonil a sudym poc¢tem neutront tak maji
nulovy jaderny spin. Magneticky moment jadra p je tmérny jeho spinu I podle
vztahu

p=nI,

pricemz konstantu timérnosti v nazyvame gyromagneticky pomér. Hodnota to-
hoto parametru se lisi pro kazdy izotop. V tabulce jsou NMR parametry
nejcastéji mérenych jader.

Priimét spinu do osy z je svazan s magnetickym spinovym ¢islem m vztahem
I, = mh. (3.1)

Magnetické spinové ¢islo vsak miize nabyvat pouze hodnot
m=—l,—-l+1,...,1—-1,1, (3.2)

Z toho plyne, Ze hodnota primeétu spinu do libovolného sméru je kvantovana.
Energie prislusejici jednotlivym magnetickym spinovym ¢islim jsou stejné,
dokud jadro nevlozime do magnetického pole, ¢imz dojde k sejmuti této dege-
nerace a rozstépeni energetickych hladin. Toto Stépeni nazyvame Zeemanuv jev.
Vzdalenost rozstépenych hladin AFE je imérna intenzité magnetického pole By
a plati
AFE = vByh. (3.3)
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Ptisobenim radiofrekvenc¢niho pole o thlové frekvenci wy na jadro lze indukovat
prechody mezi jednotlivymi energetickymi hladinami. Tento jev se nazyva jaderna
magnetickd rezonance. Rezonancni frekvenci wy se fikéd Larmorova a plati pro ni
vztah

wo = vBy. (3.4)

Rezonancni frekvence je ddna magnetickym polem v misté jadra. V latce bézné
dochéazi k mnoha interakcim, které lokalné ovlivnuji velikost a smér magnetic-
kého pole, coz nam umoznuje rozlisit jadra s riznym magnetickym okolim. Tyto
interakce a jejich vliv jsou rozebrany dale.

Izotop Spinl ~-107% [s7!T~'] f[MHz] Piirodni zastoupeni [%)]

'H  1/2 267,5 500,0 99,985
21 1 41,1 76,8 0,015
1BC1/2 67,2 125.8 1,07
N 1 19,3 36,2 99,64
BN 1/2 27,1 50,7 0,36
70 5/2 36,3 67,8 0,038
VE 1/2 251,7 470,7 100
SIp - 1/2 108,3 202,6 100

Tabulka 3.1: NMR parametry vybranych izotopi. Rezonancni frekvence f odpo-
vidaji magnetickému poli o indukci 11,7 T.

3.2 Fenomenologicky popis NMR

3.2.1 Blochovy rovnice

Uhrn vSech magnetick§ch moment? jader ve vzorku se nazyva jaderni mag-
netizace M. Vlozime-li vzorek do magnetického pole By, dojde k reorientaci
jadernych spint tak, aby sméfovala souhlasné s polem Bj. Fenomenologicky po-
pis NMR publikoval v roce 1946 svycarsky fyzik Felix Bloch . Po ném nazvané
Blochovy rovnice popisuji vyvoj jaderné magnetizace M pod vlivem casové pro-

ménného magnetického pole B se zahrnutim relaxa¢nich procest [§].

dM, M,
= M x B), — —, 3.5
= (M X B) - (35)
dM, M,
= (M x B), — = .
T = M < B, - (36)
dM, M, — M,
= ~v(M x B), - —=_ "% 3.7
o = M x B). - (37)



Konstanty T} a T, nazyvame podélna a pri¢na relaxac¢ni doba. Hodnoty T a T,
jsou obecné ruzné, coz je dano rtiznymi relaxa¢nimi mechanizmy.

Rovnice plati za nékolika predpokladii. Prvnim predpokladem je, Ze orien-
tace jadernych momentt je zavisla pouze na vnéjsim magnetickém poli. Tedy
neuvazujeme magnetické pole vytvarené elektronovym obalem atomt a zanedba-
vame vzajemnou interakci jader. Toto neni za normalnich okolnosti v experimentu
splnéno, coz neni ani zaddouci. Tyto interakce vedou k pozorovatelnym jeviim a
prinaseji hlavni spektroskopickou informaci v bézném NMR experimentu. Pro za-
kladni nahled principu NMR vsak nejsou dilezité a lze je zahrnout do vypoctu
pozdéji.

Druhym pfedpokladem je dokonald homogenita externiho magnetického pole
v celém objemu vzorku. V NMR spektroskopii se vyuziva pole B tvoreného
dvéma slozkami. Prvni slozka B je statickd, casoveé nezavisla. Vytvari ji v dnesni
dobé supravodivy permanentni magnet, ale miize byt generovana obycejnym per-
manentnim magnetem, elektromagnetem, nebo v pfipadé magnetickych latek i
vlastnimi elektrony. Druhé slozka Bj(t) je proménna v ¢ase a je vhodné, aby
byla kolma na pole By. Tato slozka, generovana elektrickym proudem v civce,
mé nejcastéji harmonicky pribéh a byva o nékolik fadia slabsi nez B,. Jakakoli
nehomogenita obou slozek je v experimentu nezadouci. Spektrometry vyuzivaji
soustavu pomocnych tzv. shimovacich civek, které souzi k eliminaci nehomogenit
pole By. Nehomogenita B, se vyraznéji projevuje u nékterych pulsnich experi-
menti a nékteré jeji projevy se daji Castecné omezit vhodnym navrhem pulsni

sekvence.

3.2.2 Stacionarni feSeni Blochovych rovnic

Zvolime-li soustavu souradnou tak, aby vektor By sméroval v kladném sméru

osy z, pak celkové pole B bude ve tvaru
B(t) = (B; coswt, — By sinwt, By).

Ocekavame, ze v ustaleném stavu bude vektor magnetizace M precedovat okolo
okolo osy z, pricemz M, bude konstantni v ¢ase. Hledame tedy feseni Blochovych

rovnic ve tvaru [§]

M, = wucoswt+ vsinwt,
M, = —usinwt+ vcoswt, (3.9)
M, = konst. (3.10)
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Dosazenim predpokladaného tvaru feseni do Blochovych rovnic ur¢ime jednotlivé

koeficienty

VB T3 (w — wo) M
1+ T2(w — wo)? + V2B2NT,

’}/BlTQ
= M, 3.12
! 1+12~2(W—W0)2+’723%7172 > ( )

14+ TF(w — wp)?

M, = M,. 3.13
1+ 12w —wo) + BT, (3.13)

(3.11)

Magnetizaci M muZeme rozdélit na slozku podélnou M), ta je rovnobézna s
polem By, a na ni kolmou pri¢nou slozku M |, kterou miuzeme zapsat v komplex-
nim tvaru

M, (t) = M, +iM, = (u + iv)e ™"

Redalna ¢ast pricné magnetizace preceduje ve fazi s radiofrekvencénim polem a fika
se ji disperzni, zatimco imaginarni je vii¢i nému opozdéna o 7 a nazyvame ji
absorpcni. Celkovy fazovy posun piicné magnetizace viici radiofrekvenc¢nimu poli
B, zavisi na jeho frekvenci w. V rezonanci tj. w = wy disperzni slozka vymizi a
pricnd magnetizace vzorku bude zpozdéna o 7.

Frekvencni zavislost amplitudy indukovaného napéti v civce popisuje vztah
odvozeny z vyrazil pro pri¢né slozky magnetizace a

T, I T3 (w — wp)
= 1 .
14+ THw—wy)? 14+ TFHw—wp)?

S(w) (3.14)

Realna ¢ast odpovida absorpénimu signalu, zatimco imaginarni ¢ast popisuje na-
péti indukované disperzni slozkou magnetizace. Zde byly zanedbany ¢leny s v B,
ve jmenovateli, jelikoz pfedpokladdme velmi slabé pole v2B2T\T, << 1. Stejné
tak jsou vynechany konstanty v Citateli, které maji vliv jen na skalovani ktivek,
jejichz prubéh je na obr [3.1]

Pfi feseni jsme predpokladali kontinualni ozafovani vzorku radiofrekvencnim
polem B; v ustaleném stavu. Toto stacionarni feseni je vyznamné z historického
hlediska, kdy se vzorek ozafoval radiofrekvenénim signalem a méfila se absorpce.
Frekvence rf. signalu byla konstantni a pomalu se ménila hodnota pole By elek-
tromagnetu tak, aby byl splnén predpoklad ustaleného stavu. Tento zptisob za-
znamu spektra, oznacovany jako CW z angl. continuous wave, byl vytlacen puls-
nimi metodami. Stale se vSak pouziva s jistymi obdobami u nékterych pomocnych

funkcich moderniho spektrometru.

3.3 Pulsni metody NMR

Pulsni metody jsou zalozeny na vychylovani magnetizace vzorku presné defi-

novanymi pulsy radiofrekven¢niho pole B; a nasledné detekci tzv. signalu volné
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Absorpcni slozka Disperzni slozka

0.5
T, = 100 ms
0.8 t
< 0.6 T5 = 100 ms E T5 = 50ms
E
E N 0 ..............................................
3
Z 0.4
T = 50ms
0.2
0 : -0.5 .
-50 0 50 -50 0 50
- (1] (1]
27 2

Obrazek 3.1: Absorpé¢ni a disperzni ¢ast signélu.

precese. Vyhodou tohoto pfistupu oproti CW je, ze jsme zpravidla schopni vy-
excitovat a zmérit celé spektrum najednou a s daleko lepsim pomérem signalu k

sumu.

3.3.1 Signal volné precese - FID

Budeme-li fesit Blochovy rovnice bez pritomnosti radiofrekvenc¢niho pole By a
s poc¢atecnimi podminkami odpovidajici magnetizaci vychylené z rovnovahy, pak

dostaneme pro pribéh priéné a podélné magnetizace

M (t) = M, (0)ee T, (3.15)
My(t) = MY —[M) — M(0)]e 7. (3.16)

Magnetizace bude tedy precedovat okolo osy urcené vektorem B, s Larmorovou
frekvenci uréenou vztahem (3.4). Relaxaéni procesy pak postupné navrati mag-
netizaci do rovnovahy (M, = 0, M = M})). Tomuto se iikd volnd precese a
vyuzivd se ji v dnesni NMR spektroskopii. Pficna slozka magnetizace M, ge-
neruje v detekénich civkach signél volné precese nebo také FID (free induction
decay). Ten se digitalizuje a zaznamenava. Nasledné se provede inverzni Fourie-
rova transformace a ziskame spektrum slozené z Lorentzovych kiivek, které jsou
stejné jako u stacionarniho feseni . Kazda kiivka prislusi jednomu signalu

o uhlové frekvenci wy.
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3.3.2 FT NMR

Pro naméreni signalu volné precese je potieba magnetizaci vzorku nejprve
vychylit z rovnovahy. To se provadi kratkym radiofrekvenénim pulsem. Piedpo-
kladejme, ze statické magnetické pole By miii ve sméru osy z. Pro néazornost
budeme sledovat vyvoj magnetizace v soustavé souradné rotujici kolem této osy
s thlovou rychlosti w, ktera je stejna jako u radiofrekvencéniho pole By. V takové

soustavé pozorujeme pozorujeme tzv. efektivni pole

W — Wo

B(t) = (B,0,

), (3.17)

kde radiofrekvenc¢ni slozka B je nezavisla na case a pole By se zmensuje s tim, jak
se s uhlovou frekvenci w blizime té rezonanc¢ni wy. V rezonanci bude magnetizace
vzorku precedovat kolem pole By, které smétuje v ose x. Ze vztahu pro Larmorovu
frekvenci , lze odvodit tihel 6, o ktery se sto¢i magnetizace vzorku vlivem

radiofrekvenc¢niho pulsu s dobou trvani 7
0 = ByyT. (3.18)

Predpokladame, Ze doba 7 je velmi kratka, a proto se nestihnou vyraznéji uplatnit
relaxacni procesy.

Nejjednodussi méreni probiha tak, Ze je nejdiive magnetizace vzorku sklopena
radiofrekvencnim pulsem o 7 do pficné roviny. Nasledné se detekuje signal volné
precese - FID. Spektrum se ziska inverzni Fourierovou transformaci tohoto signalu
- odtud oznaceni FT NMR. Pro zlepseni odstupu signalu od sumu se pouziva tzv.
koherentni sumace. Spoc¢iva v opakovaném meéfeni signalu volné precese a secte-
nim. Intenzita signalu roste s poc¢tem opakovani N, zatimco intenzita nahodného
Sumu roste jako v/N. Pro zdvojnasobeni poméru signalu k §umu je proto potieba
4x zvysit pocet opakovani méfeni tzv. scani. Pro velmi koncentrované vzorky
bézné staci jeden scan pro naméfeni vodikového spektra, u koncentraci fadu jed-
notky mM jsou potieba desitky az stovky scanid. Je potfeba mit na paméti, ze

experiment lze opakovat az po zrelaxovani vzorku, jinak dochazi k iibytku signalu.

3.3.3 Spinové echo

V pulsnich experimentech se ¢asto vyuziva tzv. spinového echa. Nejjednodussi
sekvence pro vytvofeni spinového echa je znazornéna na obrazku Jde o me-
todu, kde se po prvnim pulsu necha FID odeznit a poté se po ¢ase t od prvniho
pulsu aplikuje druhy puls, ktery sto¢i magnetizaci o tthel 7. V case 2t pak dojde
k obnoveni signalu volné precese.

Vysvétleni spoc¢iva v tom, ze magnetizace je sloZzena z mnoha rtiznych prispévkt
z ruznych oblasti vzorku. Magnetické pole vSak neni vSude tplné stejné a po prv-

nim pulsu dojde k rozfazovani pri¢nych slozek magnetizace vlivem rozdilnych
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Larmorovych frekvenci. To zptisobi postupné odecteni jednotlivych prispévki a
zanik signalu FID. 7-pulsem pak oto¢ime prispévky k pfi¢né magnetizaci kolem
osy lezici v pricné roviné. Tim se prispévky zacnou opét sbihat sbihat, coz za-
znamename jako rostouci signél volné precese. Po tplném sfazovani se jednotlivé
prispévky k pri¢cné magnetizaci zacnou opét rozbihat a signal volné precese po-
stupné zanikne.

Vyhodou této pulsni sekvence je, ze méfime signal FID s vétsim casovym
odstupem od pulsu. Bezprostiedné po excitacnim pulsu je totiz snimaci kanal
zahlcen a neni schopen zaznamenavat FID. Tento typ pulsni sekvence byva sou-
s riznym chemickym posuvem. Ve spektru je samoziejmé zadouci aby vSechny

signaly mély stejnou fazi odpovidajici absorpéni Lorentzove kiivce.

/2 r[

t t FID

Obréazek 3.2: Pulsni sekvence pro méreni spinového echa.

3.3.4 Potlaceni signalu rozpoustédla

V bézném experimentu méfime vzorky, jejichz dominantni slozkou je rozpou-
stédlo. Ve spektru pak signél rozpoustédla mutze prehlusit signaly zkoumanych
latek. Je proto vhodné, aby rozpoustédlo neobsahovalo izotopy, které maji byt
méieny. Casto se tak misto vody pouzivd voda tézka DO, aby nebyla vidét ve
vodikovém spektru. Teézka voda se vsak z chemického hlediska chova mirné od-
liSné nez obycejnéa voda. Zejména pii méreni biomolekul vsak chceme vytvofit co
nejprirozenéjsi prostiedi a nezbyva nez je rozpustit ve vodé. Potom ale musime
pouzit nékterou z metod pro odstranéni signalu vody z vodikového spektra.

Tyto metody jsou zalozeny na pouziti selektivnich pulstt k manipulaci s mag-
netizaci rozpoustédla. Selektivni puls je dlouhy radiofrekvenc¢ni puls s nizkym
vykonem a frekvenci odpovidajici pfesné skupiné jader, na néz chceme ptisobit.
Dlouhé trvani pulsu pak zajisti, ze jadra s blizkou frekvenci nebudou ovlivnéna.

Jedna z nejznaméjsich metod metod je sekvence watergate, kdy za pomoci
uméle vytvorenych gradienti magnetického pole rozfazujeme pricnou slozku mag-
netizace vSech signali a nasledné aplikujeme 7 puls na vSechna jadra kromé jader
vody. Opétovnym gradientem pak sfazujeme jen pozadovanou magnetizaci, ktera

prislusi zkoumanym latkam.
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Dalsi technikou je tzv. presaturace. Spociva v ozafovani rozpoustédla dlou-
hotrvajicim radiofrekvenénim pulsem pfed samotnou pulsni sekvenci. Tim dojde
k naruseni zrelaxovaného stavu rozpoustédla a nekoherentnimu rozfazovani jeho
magnetizace. Nasledna pulsni sekvence tento stav jiz nijak nezvrati a pti akvizici

detekujeme jen signal zadanych jader a zbytkovy signal rozpoustédla.

3.4 Interakce

Pf1i feSeni Blochovych rovnic byly zanedbany veskeré interakce vyjma inter-
akce jaderného spinu s externim magnetickym polem. Spousta z nich méa vsak

vliv na tvar spektra a mnohdy pfinasi dalsi informaci o vzorku.

3.4.1 Chemicky posuv

Velikost magnetické indukce v misté jadra je ovlivnéna stinénim elektronového
obalu atomu. Elektrony kolem jadra vytvareji v magnetickém poli sekundéarni pole
opacného sméru. Tomuto se fika diamagnetické stinéni. Pro rezonancni frekvenci
jadra pak mtzeme psat

w=7(1—-0)By

Parametr o nazyvame stinéni a zavisi na rozlozeni elektronové hustoty kolem ja-
dra. Zjednodusené mizeme fici, ze vyssi elektronova hustota okolo jadra snizuje
magnetické pole na jadie a posouva tak rezonanc¢ni frekvenci k nizsim hodno-
tam. Naopak atomy, které prisly o ¢ast elektronového obalu naptiklad v disledku
chemické vazby, budou mit rezonan¢ni frekvenci jadra vyssi. Jaderna magneticka
rezonance je tedy citliva na chemické okoli jader, ¢ehoz se vyuziva pro identifikaci
latek nebo k studiu lokalni konformace molekul.

Veli¢inu chemicky posuv § zavadime vztahem

5= (3.19)

Ws

kde w, je rezonancni frekvence NMR standardu. To je chemické latka pridavana do
vzorku za ticelem kalibrace chemického posuvu. Casto pouzivany je TMS (tetra-
metylsilan), ktery je vSak velmi $patné rozpustny ve vodé. Proto se pro méfeni ve
vodnych roztocich pouziva DSS (4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfonova kyselina),
jez se rozpousti ve vodé lépe.

Hodnotu chemického posuvu uvadime v jednotkach ppm. Vyhodou takto za-
vedeného chemického posuvu je, ze jeho hodnota je nezavisla na velikosti magne-
tického pole By. To je dilezité pii porovnavani vysledki namérenych na rtznych

spektrometrech.
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3.4.2 J-vazba

Jedné se v podstaté o dipdl-dipolovou interakci mezi jadry, ktera je zprostred-
kovana elektrony, a proto se také nazyva nepiima dipoél-dipdlova interakce. Aby
se J-vazba projevila, musi tedy existovat mezi prislusnymi atomy chemicka vazba.
Nemusi vsak byt jen pfima, ale tato interakce se propaguje i pies vice vazeb. S
rostoucim poctem vazeb mezi atomy vsak tato interakce slabne.

Pro jadro se spinem % jsou mozné dvé hodnoty primétu tohoto spinu do
zvoleného sméru, a to % a —%. Na orientaci jednoho spinu reaguji blizké elektrony.
Tak se informace o orientaci spinu prvniho jadra prenese k jadru druhému. To
se v misté druhého jadra projevi drobnou zménou intenzity magnetického pole
vlivem jiného rozlozeni nabojové hustoty elektronového obalu.

Ve spektru lze pak pozorovat rozstépeni spektralni ¢ary na dublet, nebo
obecné na multiplet v pfipadé vice interagujicich jader. Velikost Sté€peni je dana
J-konstatou, ktera zavisi zejména na poctu chemickych vazeb mezi jadry, typu
vazeb, typu jader (izotopy), ale také na geometrii vazeb (dihedralni ahly). Na-
opak nezavisi na velikosti pole By, a proto se udava v primo v jednotkach Hz

a nikoli ppm.

Decoupling: Ne vzdy jsou rozstépené ¢ary ve spektru zadouci. Bézné organické
molekuly obsahuji velké mnozstvi vodikovych atomt a ty casto interaguji pomoci
J-interakce mezi sebou nebo typicky s uhlikovymi jadry. Ve spektrech pak byva
velké mnozstvi car prislusici jednotlivym multipletiim. Pro odstranéni stépeni a
tedy zprehlednéni spektra se pouziva tzv. decoupling.

Spociva v tom, ze jadra zpisobujici Stépeni jsou kontinualné ozafovana ra-
diofrekven¢nim polem, ¢imz se u nich vyvolaji rychlé pfechody mezi moznymi
prumeéty spinu. Partnerska jadra pak zaznamenaji jen casové vystfedovanou hod-
notu. Ta je nulova nezavisle na spinu jadra, jak miizeme nahlédnout ze vztahu
B2).

Této techniky se vyuZziva zejména pti méieni spekter uhliku *C, ktera obsahuji
uhlikové signaly rozstépené blizkymi vodiky. V takovém piipadé aplikujeme na
vodiky tzv. heteronuklearni decoupling, ktery se od homonuklearniho decouplingu

lisi v tom, ze méfime a ozafujeme rozdilné izotopy.

3.4.3 Prima dipol-dipodlova interakce, NOESY

Ptiméa dipdl-dipdlova interakce se na rozdil od té nepfimé projevuje i bez
existence chemické vazby mezi jadry. Jde o pfimou interakci dvou magnetickych
dipdli pres prostor. Pole dipdlu klesa s tieti mocninou vzdalenosti. Velikost in-
terakce dipol-dipdl pak klesé se Sestou mocninou vzdalenosti mezi dipdly. Je tedy

relativné kratkodosahova. V izotropnich kapalinach se jeji vliv stfeduje k nule a
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ve spektru se pfimo neprojevuje.

Dtisledkem pirimé dipdl-dipdlové interakce je jaderny Overhauseruv jev, zkra-
cené NOE (z anglického nuclear Overhauser effect). Ten nastava tehdy, kdyz
je ozareno jedno jadro a v efektivnim dosahu pfimé dipdl-dipolové interakce je
druhé jadro. Radiofrekvenénim polem jsou u prvniho jadra naruseny rovnovazné
populace stavli s riznym primétem spinu. Vlivem relaxac¢nich procesti dochézi
k navratu populaci do ptivodniho stavu. Relaxace obou jader je vsak svazana, a
proto pozorujeme snizeni, nebo navyseni magnetizace druhého jadra. NavysSeni,
nebo snizeni je dano zejména pomérem gyromagnetickych pomeéri obou jader a
jejich vzdalenosti. NOE je pozorovatelny mezi jadry, jejichz vzdéalenost neptesa-
huje zhruba 5 A.

Jaderného Overhauserova jevu se vyuziva pii méfeni NOESY spekter. Tato
nejcastéji dvourozmérnd spektra slouzi k nalezeni korelovanych signali ve spek-
tru. Pokud jsou dva signaly korelovany pomoci NOE, mizeme usuzovat, ze jim
prislusna jadra jsou blizko sebe v prostoru.

Zakladni pulsni sekvence 2D NOESY je na obrazku[3.3|a sklada se ze tii pulst.
Prodlevu t,,;, mezi druhym a tfetim pulsem nazyvame sméSovaci ¢as (mixing
time). Béhem ni probihaji vySe zminéné relaxacni procesy a buduje se NOE.
Posledni puls je ¢teci, po ném nasleduje detekce signalu volné precese a po inverzni
Fourierové transformaci obdrzime spektrum. Toto se pak opakuje s jinym ¢asem t;
az ziskame sadu desitek az stovek jednorozmeérnych spekter. Nasledné se provede
druhd Fourierova transformace vaci t; (tzv. nepfimé dimenze), ¢imz se ziska
dvourozmérné NOESY spektrum. To znazoriiujeme jako vrstevnicovou mapu, na
jejiz osach jsou posuvy jednotlivych signali.

Ve spektru pak vidime diagonalni piky a mimodiagonalni piky, tzv. krospiky.
Ptitomnost krospiku znamenéa, ze mezi jadry s prislusnymi posuvy dochézi k

NOE, a tedy jsou blizko sebe v prostoru. Spektrum se symetrické viici diagondle.

/2 riZ /2

t Ermix FID

Obrazek 3.3: Zéakladni pulsni sekvence pro méfeni homonuklearniho 2D NOESY

spektera.

3.5 Chemicka vymeéna

U jader, u nichz probiha chemické vymeéna, se opakované méni magnetické

okoli. To byva zpiisobeno casto chemickymi reakcemi, konformac¢nimi zménami

19



molekuly nebo jinymi interakcemi.
Predpokladejme vyménu mezi dvéma stavy A a B, kterou muzeme zapsat ve
tvaru

As B, (3.20)

kB

kde k4 a kg jsou rychlostni konstanty vymeény. Pro ty v rovnovaze plati
kal[A] = kp[B], (3.21)

pfi¢emz [A] a [B] je zastoupeni (koncentrace) forem A a B.

Jak se v takovém pripadé vyviji magnetizace, popisuji Blochovy-McConnellovy

rovnice [9)
djc\;tf = y(M* x B), — Aj{f - ]\T{{‘ ]\7{57 (3.22)
%fzwwx%—g—%+g7 (3.23)
%f:wam—Wiw—%+gv (3.24)
d‘]c\gf = ~y(M?® x B), — ]\7{5 - ]\ng ]\ff’ (3.25)
dgf:zymm3xBL—MfiM§—fg+f§' (3.27)

Tyto rovnice se od Blochovych rovnic pro dva nezavislé spiny A a B lisi poslednimi
dvéma ¢leny, které magnetizaci obou spinti svazuji pomoci ¢asovych konstant 74

a 78 chemické vymeény. Pro né plati
=" a 78=_— (3.28)
O symetrické dvoustavové viméné mluvime, pokud
ka=kp =k, (3.29)
coz s ohledem na vztah znamena, ze musi platit také

Mgt =My = M°.

Budeme-li pfedpokladat, ze T >> 74F miizeme éleny s T, v Bloch-McConnellovych

rovnicich zanedbat. Naslednym fesenim dostaneme vztah popisujici tvar spektra

pii symetrické dvoustavové vymeéné [10]

4Mykd?

SKMS)::(5——wSV(5%—wSP—+4k%u§’

(3.30)
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kde
WA — WB

2
a wg je uhlova frekvence vztazena k aritmetickému primeéru frekvenci obou stavi

5= (3.31)

ws = w — WT“B (3.32)

Tvar spektra je na obrazku (3.4). Vidime, Ze s rostouci rychlosti chemické

vvvvv

rychlosti vymény dojde k jejich splynuti — koalescenci. Pti rychlé chemické vyméné

pak pozorujeme pouze jeden signal s frekvenci odpovidajici priméru ptivodnich

signalii. Rychlost vymény pii koalescenci je

0
7

kkoar = (3.33)

Obrazek 3.4: Tvar spektra pri symetrické dvoustavové vymeéné v zavislosti na
rychlosti této vymény. Vypocteno dle vztahu (3.30) pro 6 = 100 Hz

Pokud opustime pfedpoklad (3.29) mluvime o obecné asymetrické vymeéne,

vvvvvv

_M64kiA+M()Bk’B+M64(XB+M()BaA

S(w) o v— : (3.34)

kde
aA:RA—I—k:A—i(w—wA), (335)
ap :RB+kB—2'(w—wB), (336)

piicemz R, a Rp jsou prevracené hodnoty p¥i¢nych relaxacnich cast T3 a T2,
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4. Méreni

4.1 Popis spektrometru

K méfteni byly pouzity NMR spektrometry AVANCE a AVANCE III vyrobené
firmou Bruker. Supravodivy magnet spektrometru pracuje s magnetickym po-
lem o indukci 11,7 T, coz odpovidéa protonové rezonan¢ni frekvenci 500 MHz. Sa-
moziejmou soucasti magnetu jsou pomocné civky korigujici nehomogenitu mag-
netického pole uvniti vzorku. Tyto civky jsou jak supravodivé, tj. pracuji v per-
manentnim rezimu, tak klasické, u nichz regulujeme velikost magnetického pole
elektrickym proudem. Spektrometr AVANCE III je k tomuto vybaven systémem
TopShim, jenz na zakladé mapovani magnetického pole vypocita proudy pro tyto
tzv. shimovaci civky. Civky mohou byt navic chlazeny proudem vzduchu pro za-
jisténi vyssi stability magnetického pole.

K spektrometru ptislusi kompresorové chladici zafizeni, které u spektrome-
tru AVANCE pracuje v rezimech vypnuto/zapnuto a je ovldddano manudlné. V
pripadé spektrometru AVANCE III pracuje chladici jednotka ve 3 vykonnost-
nich rezimech, pricemz nejvykonnéjsi rezim by mél zajistit chlazeni na teplotu az
-80°C. Jednotka je ovladana z pocitace.

Sonda s ozancenim BBFO, ktera byla pouzita pro méfeni na spektrometru
AVANCE 111, obsahuje mimo kanalti vodiku 'H a deuteria ?H pro LOCK také
Sirokopasmovy kanal laditelny od jadra °F do °N, to odpovida frekvenénimu roz-
sahu 471 MHz — 51 MHz p¥i 500 MHz na 'H. Vyhodou této sondy je automatické
ladéni a impedanc¢ni prizptisobeni jednotlivych kanala.

Na spektrometru AVANCE byla pouzita dvoukanélova sonda BBO. Ta je vy-
bavena kromé vodikového 'H a deuteriového ?H kanalu také kanalem laditelnym
v rozsahu *'P—1"Ag, coZ pro odpovida 203 MHz — 23 MHz pfi 500 MHz na 'H

4.2 Priprava rozpoustédla a vzorku

Méfeni jsme provadéli na tfech vzorcich oligonukleotidi rizné délky (ta-
bulka[4.1). Oligonukleotidy byly nasyntetizovany spole¢nosti ATDBio. Byla poza-
NMR spektrech, coz by ztizilo ¢i znemoznilo jejich vyhodnoceni. Zaroven je vsak
potfeba mit co nejvétsi mnozstvi vzorku, s ohledem na relativné nizkou citlivost
NMR spektroskopie. Dodané oligonukleotidy obsahuji jen zanedbatelné mnozstvi
necistot v porovnani se samotnou DNA.

Lyofilizované oligonukleotidy byly rozpustény ve vodném roztoku fosfatového
pufru (tabulka s pH 7,0 a celkovou koncentraci fosfat 25 mM. Roztok také

22



obsahoval mimo jiné 10% D,O pro systém LOCK na NMR spektrometru a
DSS (4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid) jako NMR standard. Rozpou-
stédlo bylo vyrobeno smichanim dvou slozek obsahujicich H,POj resp. HPO; ™.
V priibéhu miseni bylo méreno pH a pomeér obou slozek byl pak nastaven tak,
aby vysledné pH pufru bylo 7,0.

Po rozpusténi vzorkt v pufru bylo zméfeno jejich pH pfimo v NMR kyveté pH
metrem Cole Parmer s elektrodou Spintrode od firmy Rototec-Spintec. U vSech
vzorki se pH ustdlilo na hodnoté 6,9. Kyvety pro vzorky byly sklenéné o vnéjsim
priuméru 5 mm a byly vymyty destilovanou vodou a nésledné suseny po dobu
1,5h pfi teploté 150°C

Nazev Délka Sekvence

slfos12 12 nukl TCC ATATTA GGA
slfosl4 14 nukl.  GTCC ATATTA GGAC
slfosl6 16 nukl. TGTCC ATATTA GGACA

Tabulka 4.1: Sekvence jednotlivych vzorki.

Latka Koncentrace
H,PO; + HPO3~ 25 mM
Na* 200 mM
Cl~ 160 mM
D,O 10 vol. %
DSS < 1mM

Pozn: ¢ 4,4-dimethyl-4-silapentan-1-sulfonova kyselina.

Tabulka 4.2: Slozeni rozpoustédla.

4.3 Regulace teploty vzorku

Teplota vzorku byla v pribéhu méreni regulovana teplotni jednotkou spek-
trometru, ovladanou pres obsluzny program TopSpin. V NMR sondé je umistén
teplotni snimac, ktery posilal informace o teploté obsluznému programu, a ten re-
guloval vykon topné spiraly, umisténé taktéz v sondé spektrometru. Kolem vzorku
neustale proudil dusik, ktery byl pro dosazeni teplot nizsich nez pokojova teplota
predchlazovan chladici jednotkou.

Vlastni méfeni teplotni série spekter probihalo za dané teploty, ktera byla
udrzovana konstantni po dobu mérfeni prislusného spektra. Spektra byla méfena

od nejvyssi teploty k nejnizsi s krokem 2°C. Po nastaveni dané teploty byl vzorek
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po dobu 15 minut temperovan a az poté spusténo samotné méieni. Vzhledem k
tomu, ze teplotni ¢idlo bylo umisténo mimo vzorek v métici sondé, neodpovidala
skutecna teplota vzorku teploté ¢idla. U spektrometru AVANCE byla k dispozici
teplotni kalibrace sondy, ktera se pouzila k pfesnéjsimu stanoveni teploty vzorku.
U spektrometru AVANCE III byla ptislusna korekce jiz zahrnuta do nastaveni
teplotni jednotky.

4.4 Teplotni rada vodikovych spekter

Pro kazdy vzorek byla naméfena série vodikovych spekter v rozmezi teplot
274K — 360K (1°C — 87°C) s krokem 2°C. U vzorku slfosl6 byl rozsah teplot
zvysen na 274 K—370 K (1°C—97°C) a to z divodu jeho vyssi stability. Nastaveni
spektrometru a parametrti pulsni sekvence je v tabulce (4.3

Pulsni sekvence zgesgp obsahuje blok na potlaceni signalu rozpoustédla [12].
Schéma sekvence je na obrazku . Po prvnim 7 pulsu je pficna magnetizace
rozfazovana gradientnim pulsem. Nasleduji dva 7 pulsy. Prvni je dlouhy, selektivni
na frekvenci signalu vody a druhy je normalni Sirokopasmovy. Po téchto dvou
pulsech je magnetizace vodiki vody otocena o 2w, zatimco u ostatnich spint
doslo k otoceni o 7. Voda tedy prosla touto casti beze zmény a dalsi gradientni
puls ji dale rozfazuje. U ostatnich jader bude mit druhy gradient pfesné opacny
ucinek nez prvni a tedy dojde k znovuobjeveni pri¢né magnetizace téchto spinti.
Tento postup se jesté jednou opakuje s jinou hodnotou gradienti pro odstranéni
zbytkového signalu vody. Po tomto pak nasleduje samotna akvizice signalu volné
precese.

/2 (1)« (1)«
P12 P12

D1 FID

H kanal

Kanal
gradientd
Gl

Gl G2 G2

Obrazek 4.1: Pulsni sekvence zgesgp pro métfeni vodikového spektra s potlacenim

signalu rozpoustédla.
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Vzorky

slfos14
Parametr slfos12 s1fos16
Spektrometr — AVANCE AVANCE III
Sonda - BBO BBFO
Pulsni sekvence - zgesgp
Zakladni frekvence [MHz] BF1 500,13 500,13
Pocet scanti NS  256/1024 128/256
Pocet dummy scani DS 0 4
Sitka spektra [ppm] SW 24 24
Odsazeni stifedu spektra [Hz| 01 2350 2360
Pocet bodi FIDu TD 65536 65536
Relaxac¢ni prodleva mezi scany [s] D1 1,0 1,0
Akviziéni doba [s] AQ 2,730 2,7300
Délka 7 pulsu [ys] P1 11 8,5
Utlum/vykon Z pulsu PL1 5 dB 29 W
Délka selektivniho 7 pulsu [us] P12 4000 4000
Utlum/vykon selektivniho 7 pulsu SP1 43,4 dB 0,0031 W
Délka gradientniho pulsu [us] P16 1000 1000

Tabulka 4.3: Parametry mértici sekvence a spektrometru pfi méfeni teplotnich

rad.

4.5 Spektra 'H-'H NOESY

Pro pfitazeni zejména signalti z aromatické ¢asti spektra byla zméfena NO-
ESY spektra. Nastaveni parametrti spektrometru a pulsni sekvence (obr. 4.2)) je
v tabulce [4.4] Pulsni sekvence se skldda ze zékladni sekvence pro NOESY a pted
akvizici je vlozen blok pro potlaceni signalu vody. Teplota experimentt byla vo-
lena pro kazdy vzorek individualné predevsim s ohledem na minimalizaci ptekryvt
signalt.

Dalsi procesovani bylo provedeno v programu NMRPipe [13]. Spektra byla
méiena Statesovou metodou, coz pak umoznilo manualni fazovani spektra v obou
dimenzich a ziskani piki absorp¢niho charakteru. Pro zlepseni rozliSeni spektra
byl zdvojnasoben pocet bodd v primé i nepiimé dimenzi a doplnén nulami. Pti
procesovani spekter byla pouzita exponencialni apodizace v pfimé dimenzi a apo-

dizace funkci cosine-bell v dimenzi nepfimé.
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Vzorky

slfos14
Parametr s1fos12 s1fos16
Spektrometr — AVANCE AVANCE III
Sonda - BBO BBFO
Pulsni sekvence - noesyesgpph
Teplota [K] TE 300 284, 286
Zakladni frekvence [MHz] BF1 500,13 500,13
Pocet scant NS 256 128
Pocet dummy scant DS 16 16
Pocet experimentii TD1 512 512
Sitka spektra v nepiimé dimenzi [ppm] SW1 20 20
Siika spektra v pfimé dimenzi [ppm] SW2 20 20
Odsazeni stiedu spektra [Hz] 01, 02 2350 2360
Pocet bodu FIDu TD2 4096 4096
Relaxa¢ni prodleva mezi scany [ D1 1,0 1,0
Akviziéni doba [s] AQ 0,2047 0,2047
Délka 7 pulsu [us] P1 11 8,5
Utlum/vykon % pulsu PL1 5 dB 29 W
Délka selektivniho 7 pulsu [us] P12 4000 4000
Utlum /vykon selektivniho 7 pulsu SP1 43,4 dB 0,0031 W
Délka gradientniho pulsu [us] P16 1000 1000
SméSovaci ¢as [ms] D8 250 200

Pozn: @ Vzorek slfos14, ® Vzorek s1fos16.

Tabulka 4.4: Parametry mérici sekvence a spektrometru pii méfreni NOESY spek-

ter.

n/2 n/2 n/2 (1)« (1)

] ] P12 P12

D1 DO D8 FID
H kanal
Kanal
gradientd
Gl Gl G2 G2

Obrazek 4.2: Pulsni sekvence noesyesgpph pro méieni 'H-'H NOESY spektra s

potlacenim signalu rozpoustédla.
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5. Vysledky a diskuse

Na obrazku je zméfené 'H spektrum vzorku slfosl4. Jsou na ném vy-
znaceny predpokladané oblasti posuvii jednotlivych vodikovych atomi. Nejvyssi
posuv maji iminovodiky, které jsou navazany primo na dusik heterocyklu. Vy-
skytuji se jen u thyminovych a guaninovych bazi. K dalsimu vyhodnoceni jsou
nevhodné, protoze se pii vyssich teplotach intenzivné vymeénuji s vodou a jejich
signal se vytréaci ze spektra. Stejné se chovaji i aminovodiky Cyt-H41/H42, které
maji nizsi posuv. Ostatni aminovodiky Ade-H61/H62 a Gua-H21/H22 ¢asto ve
spektru zcela chybi.

V aromatické oblasti spektra (7 — 9ppm) jsou signdly, které nas zajimaji nej-
vice. Od kazdého nukleotidu je v této oblasti minimalné jeden signal, piky navic
nejsou Stépeny na multiplety s vyjimkou cytosinového dubletu a slabé stépeného
thyminového kvartetu. I v této oblasti dochazi k prekryviim signald, zejména u
delsich vzorki. Je jich vSak nékolikanidsobné méné nez v ostatnich ¢astech spektra.

Dalsi signaly vhodné k dalsimu zpracovani jsou thyminové metyly. Maji velmi
nizky posuv, a pfestoze se ¢astecné prekryvaji s vodiky H2’/H2” deoxyribdzy, lze
je odlisit na zaklad€ intenzity.

V ostatnich oblastech jsou zejména signaly vodiki deoxyribdzy, které se vy-
znacuji mnohacetnym stépenim a malym rozsahem posuvi. To nevyhnutelné vede
k neustalym piekryvim, které znemoznuji dalsi analyzu. Vodiky H3’ maji navic
posuv podobny vodé, takze jejich signal byva potlacen spolu s ni.

Dalsi zpracovani se tedy tyka pouze signali H6/H8 a H2 z aromatické oblasti

spektra a signalii thyminovych metylt.

5.1 Prirazeni signali v aromatické ¢asti spektra

Prirazovani NOESY spekter bylo provedeno v programu Sparky [14]. Na ob-
razcich - jsou vyiezy z oblasti NOESY spektra s krospiky mezi vodiky
H6/H8 x H1'. Na zakladé znalosti meziatomovych vzdalenosti v duplexu DNA [15]
lze predvidat krospiky vzdy mezi vodikem H1’ deoxyribézy a vodiky H6/HS z
navazané baze a baze nasledujiciho nukleotidu. Timto zptisobem lze protrasovat
celou sekvenci, jak je naznac¢eno v prislusnych obrazcich. Stejné lze vyuzit i vodikl
H2”7a H2’. To se hodi v pripadé, kdy je pritazeni pomoci H1’ nejednoznacné.

V ptipadé méfenych vzorki byly krospiky H6/H8 x H1’ relativné slabé, zejména
u oligonukleotidu slfos12. Dle [15] jsou vzdélenosti mezi H1’ a H6/H8 nava-
zané baze a predchozi baze témér stejné. Ocekavame tedy stejnou intenzitu obou
krospikii. Z ptilozenych obrazki vidime, ze tomu tak skutecné je u bazi ve stonku
s vyjimkou krospiku G2H8 s T1H1’, jenz je slabsi nez krospik s G2H1’. Daleko
vyraznéjsi rozdily mezi kospiky NiH6/H8 s NiH1" a N(i-1)H1’ jsou u nukleotid
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tvoficich smycku, pficemz oznaceni Ni znamena i-ty nukelotid v sekvenci. Krospik
NiH6/HS8 s NiH1’ je daleko silngjsi nez ten s N(i-1)H1’, ktery mnohdy viibec neni
vidét. Nejlépe pozorovatelné to je u T10. To znaci odlisnou konformaci oligonuk-
leotidu v této oblasti.

Intenzita krospiku NiH6/H8 x NiH1’ z&visi na dihedralnim tthlu N-glykosidické
vazby mezi bazi a deoxyribézou. V duplexu se vyskytuje konformace oznacovana
jako anti. Konformaci, kdy je baze vici anti otoc¢ena o 180° kolem N-glykosidické
vazby, nazyvame syn. Intranukleotidova vzdalenost mezi vodiky H1’ a H6/HS je
nejvétsi pii konformaci anti — 3,6A a nejmensi pii konformaci syn — 2,5A. Vyssi
intenzitu prislusnych krospikt lze vysvétlit tim, ze baze smyckovych nukleotidi
jsou flexibilnéjsi a nahodné se reorientuji v prostoru. Stfedni hodnota vzdalenosti
mezi H1” a H6/HS8 je pak mensi nez odpovida ¢isté konformaci anti. Nukleotid
T10, ktery méa prislusny krospik nejsilnéjsi, ma rozsah thlt v rdmci kterych se
muze pohybovat nejvétsi. To potvrzuje i skutecnost, ze ve spektru neni krospik
T10Mb5 x T10H1’, ktery by mél byt videét jen v anti konformaci a ktery je pfitomen
u ostatnich smyckovych thymini.

Krospiky H6/H8 s H2’ a H2”potvrzuji spravnost pfifazeni. Anomadlie v in-
tenzitach se zde také vyskytuji, ale spektrum je prilis neprehledné na detailni
analyzu (Casté jsou prekryvy zejména adeninovych vodika H2’/H2").

Obtizné bylo prifazeni adeninovych H2. Vodiky A14H2 a A16H2 tvorii stonek
vlasenky a maji dostatek krospikii s okolim, zejména s iminovodiky okolnich béazi.
Naopak vodiky A6H2, ASH2 a A11H2, které prislusi nukleotidiim ve smy¢ce, maji
krospiki malo, ty jsou velmi slabé a ne zcela jednoznacné. Proto byly ptislusné
signaly vytrasovany do oblasti vysokych teplot a prifazeny s pomoci predikci
posuvi v single strandové DNA [16], [17].

Po zakladnim pfifazeni lze nalézt dalsi zvlastnosti. Velmi nizky posuv C5H2’ a
C5H2”znadi zvlastni konformaci v oblasti mezi nukleotidy C5 a A6 (deoxyribéza
C5 je mezi nimi) nachézejicimi se na rozhrani smycky a stonku vlasenky. Dalsi
zvlastnosti je pritomnost krospikt adeninovych H2 se signaly thyminovych me-
thyld M5 u nukleotidl ve smycce. Zvlasté vyrazny je krospik T10M5 x A11H2. To
muze byt zptisobeno vybocenim obou nukleotid do stran, nebo vyse zminénym
natoc¢enim baze T10.

Prifazené signaly v aromatické oblasti spektra jsou na obrazcich [5.5] az
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Obrazek 5.1: Spektrum vzorku slfos14 pii teploté 284 K s vyznacenymi oblastmi posuvii jednotlivych vodikii.




8.0 . . 7.5 . . . . 7.0

5.4+ Gl2 G13 -5.4

T
@ 5.6

Al4
5.61 ﬂ
! T10

’ All ' ﬂ
§ 5.8- 0 ] v 5.8
o T7
= A8 0 9
= A6 |
3 40 | | = {,j @ | 6.0

6.2 @ @ ° ;» @ 6.2
|
,ﬂ

6.4 6.4

80 ' ' - 75 ' ' 70
®,-H (ppm)

Obréazek 5.2: Vytez z NOESY spektra vzorku slfosl12 pii teploté 301 K (28 °C).
Oblast s krospiky H6/H8 x H1 .
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Obréazek 5.3: Vytez z NOESY spektra vzorku slfosl4 pfi teploté 284 K (11°C).
Oblast s krospiky H6/H8 x H1’.
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Obrazek 5.4: Vytez z NOESY spektra vzorku slfosl6 pii teploté 286 K (13°C).
Oblast s krospiky H6/H8 x H1’.
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5.2 Fitovani spekter, vyhodnoceni chemickych

posuvu

V naméfenych spektrech vidime zmény chemickych posuvi s teplotou, coz
naopak jsou relativné tzké v témér celém rozsahu teplot, miizeme predpokladat
rychlou chemickou vyménu. Pti nejnizsich teplotach je rozsiteni signali zptisobeno
spise vyssi viskozitou roztoku, coz zrychluje pri¢né relaxace a to pak vede k Sirsim
pikim.

K fitovani spekter byl pouzit program MATLAB s toolboxem Asymexfit [11],
ktery umi fitovat spektra tvarem pii chemické vymeéné. Spektra vsak byla fitovana
obycejnymi Lorentzovskymi kiivkami, jelikoz zména polositek signalti zptisobena
vymeénou je tak mald, Ze nemize byt spolehlivé zachycena. Z toho plyne, Ze nelze
urcit kinetické veli¢iny chemické vymeény, zejména aktivacni energii AG 4. Z tep-
lotni zavislosti hodnoty chemického posuvu lze vSak urcit zménu Gibbsovy energie
pri tvorbé nebo rozpadu vlasenky a dalsi rovnovazné termodynamické parametry.

Chemické posuvy aromatickych vodiki H6/H8 a H2 a methyld M5 vSech
ti vzorkli jsou vyneseny na obrézcich az [5.15] Také je na nich vyznacen
predpokladany posuv jednotlivych signali v B-duplexu [18]. Vidime, Ze nukleo-
tidy ve stonku vlasenky pomérné dobie souhlasi s predikci pro posuvy v duplexu
(obr. , . Vyjimku tvoii posledni bazovy par pred smyckou C5-G12, ktery
se odchyluje o témér 0,3 ppm. U néj se to vSak da predpokladat.

U adeninovych vodika H8 ve smycce (obr. taktéz vidime dobrou shodu
s predikci. Naopak thyminové H6 se odchyluji od predpovédi o zhruba 0,2 ppm,
tedy znacné.

Ze struktury jednotlivych bazi lze predpokladat, ze adeninové a guaninové
vodiky H8 budou méné citlivé k pripadnym vodikovym vazbam mezi nukleotidy.
Naopak vodiky H2 jsou v blizkosti dusiku N3, jenz ptimo tvori vodikovy miistek,
a jsou tedy velmi citlivym ukazatelem parovani bazi. Pohledem na obréazek s
posuvy adeninovych H2 se mizeme presvédcit, ze tomu tak skutecné je. Posuvy
v duplexu by mély byt znac¢né odlisné oproti tém namérenym, az o 0,7 ppm. A to
i v ptipadé adenini ve stonku, které by strukturu podobnou duplexu mély tvorit,
a presto se lisi od predikce o ptiblizné 0,2 ppm. Nejvétsi rozdily jsou vsak u ASH2
a A11H2. U A8, ktery je ve stfedu smycky, to prekvapivé neni, avSsak u A11H2,
jenz je na konci smycky, bychom cekali, Ze rozdil bude mensi, podobny jako u
A6H2, coz je také nukleotid na konci smycky, ale od predikce se odchyluje jen
o 0,3 ppm.

Thyminové metyly (obr. také vykazuji znacné odchylky od predpovédi.
Nejvyraznéjsi je to u smyckovych nukleotidu T7 a T9 (> 0,2 ppm). Naopak T10,

prestoze je druhy od konce smycky, se shoduje nejlépe. Zajimava je vSak vyrazna

35



zména smeérnice posuvi pri nizkych teplotach u T3M5 po zkraceni vzorku na 14
nukleotidi.

Obecné muzeme Fici, ze posuvy vodikid H6/H8 u nukleotidi ve smycce nejsou
prilis zavislé na délce vzorku, samoziejmé se ale lisi v oblasti tani. Naopak ve
stonku dochéazi pti zkracovani vzorku ke zna¢nym zménam. Zvlasni chovani vy-
kazuje T3H6. Po zkraceni vzorku ze 16 nukleotidi na 14 dochazi k velké zméné
v posuvu. Pri dalsim zkraceni na 12 nukleotidl se posuv prakticky nezméni.

Na obrazcich [5.§ az [5.10] je oblast spekter se signaly iminovodikd. U nich
dochazi k chemické vyméné s vodou, a proto se pii vyssich teplotach vytraceji
ze spektra. V pripadé vzorku slfosl2 lze vidét pouze slaby signal. U zbylych
vzorkll pozorujeme vSechny t¥i guaninové vodiky H1, pricemz u vzorku slfosl4
je signal ptislusejici koncovému nukleotidu G2H1 velmi slaby. Coz se da vysvétlit
rychlejsi vyménou s vodou, jelikoz je ji vystaven vice nez ostatni guaniny. Z
thyminovych vodikd H3 vidime pouze jeden signal odpovidajici thyminu T3. Lze
si také vSimnout naznaku dalsiho piku. Ten se nepodafilo prifadit pomoci NOESY
spekter a zaroven neprislusi koncovému T'1, protoze je pozorovatelny i u kratsiho
vzorku. Jeho pritomnost miize ukazovat na parovani nékterého z thymini ve

smycce, nebo obecné horsi pristup vody ke smyckovym nukleotidtm.
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Obrazek 5.8: Vytez ze spekter vzorku slfos12 v oblasti posuvt iminovodiki Thy-
H3 a Gua-H1.
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5.3 Fitovani chemickych posuvi

Chemické posuvy ¢ byly fitovany sigmoidalni teplotni zavislosti odvozené ze

vztahu (2.12)
_ 0u(T) —05(T)

1) AH _AS +(55(T), (51)
1+erT™ R
kde
u(T) = a + bT (5.2)

je nizkoteplotni asymptota popisujici chemicky posuv vlasenek a
0s(T) = c+dT (5.3)

je asymptota vysokoteplotni a pfislusi posuviim nesparovanych vladken. Koefici-
enty a,b,c,d, AH, AS se fituji.

Ze ziskanych parametri AH a AS byla urcena teplota tani vlasenky 7T,, a
zména Gibbsovy energie AGs; pro kazdy signdl zvlast. Spatné se fitoval vzorek
s1fos12. Ten méa nizkou teplotu tani, a tudiz nezndme hodnoty posuvii, které by
odpovidaly slozené vlasence bez chemické vymény. Fitovaci procedura tak musi
tuto nizkoteplotni asymptotu urcit z tvaru sigmoidy. Problém je, ze zhruba za
inflexnim bodem sigmoidy ma na jeji tvar hlavni vliv smérnice vysokoteplotni
asymptoty a termodynamické parametry.

Ziskané hodnoty T, a AG3; jsou srovnany na obrazcich az[5.18] Na nich
je vidét, ze hodnoty téchto parametri se shoduji v ramci celého oligonukleotidu.
Signaly, jejichZz posuvy se se zménou teploty prilis§ nemeéni, byly ze srovnani vy-
fazeny, jelikoz chyba fitu je v takovém piipadé znacna.

7 téchto vysledkl 1ze usoudit, zZe hairpin se rozpada najednou koordinované,
coz se da vzhledem k jeho velikosti ocekavat. Je mozné, ze nékteré ¢asti vlasenky
jsou o trochu stabilngjsi, avSak mensi rozdily nez zhruba 1°C nejsme schopni
spolehlivé detekovat.

Na zakladé tohoto predpokladu byly sigmoidy kazdého vzorku nafitovany glo-
balné, pficemz sdilenymi parametry byly zména enthalpie AH a entropie AS.
Tento postup by mél vést k presnéjsimu stanoveni téchto parametrtt ve srov-
nani s nezavislym fitovanim kazdého nukleotidu. V tabulce jsou pak prislusné
parametry vcetné teploty tani 7,, a zmény Gibbsovy energie AGs;. Nafitované
zavislosti jsou pak v priloze. Je obecné znamo, ze parametry AH a AS vyka-
zuji znacnou korelaci. Chyba proto byla urcena z matice kovarianci jednotlivych
parametri a prislusnych rezidui fitu. Proto vychéazi chyba AGs; a T, mensi nez
bychom ocekévali pfi zjednoduseném pienosu chyb, ktery nebere do uvahy kore-
lace jednotlivych veli¢in. Chyby byly dale navysSeny o nejistotu v urceni teploty
+0,5°C.

Na prvni pohled je zvlastni, ze zkraceni sekvence délky 16 o koncové nukle-

otidy vede jen k mirné destabilizaci. Naopak pfi zkraceni z 14 nukleotidii na 12
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je ztrata stability znacné. Srovnani zméfenych termodynamickych parametri s
predikci davéa dobrou shodu u vzorku slfos16 a slfos12. Vzorek sl1fosl4 se zda byt
stabilnéjsi nez je predpovéd. To miZe souviset s néjakou konformacni zménou ve
stonku po odejmuti koncového bazového paru, coz by také vysvétlovalo anomalni
chovani nukleotidu T3, které bylo zminéno v predchozi sekci.

Vzorek tm [°C]  AGsr[J/mol] AH[J/mol] AS[J/mol/K]
slfos12 29+2 1,8 £0,5 —63+1 —210+4
s1fosl4 528406 —64+02 13141 401 4 2
s1fos16 60,6406 —100+02 —141+1 49949
s1fos16-UV [2] 57,3 —8,7 —140 —426

Tabulka 5.1: Shrnuti termodynamickych parametrii ziskanych z globalniho fito-
vani. K chybam byla pfipoctena nejistota v urceni teploty +0,5°C. Na poseldnim
fadku jsou pro srovnani termodynamické hodnoty sekvence sl1fos16 naméfené v
praci [2] pomoci UV spektroskopie.

60 T T T T T T T T T

t, [°C]

Obrazek 5.16: Srovnani parametri odpovidajicich teploté tani vzorku slfos12
ziskanych fitovanim chemickych posuvi jednotlivych nukleotidi.

5.4 Vyhodnoceni polosirek signalua

Na obrazcich az je srovnani prevracenych hodnot polositek signali
T pii vybranych teplotach pro kazdy vzorek. Nékteré hodnoty mohou byt Spatné
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Obrazek 5.17: Srovnani parametri odpovidajicich teploté tani vzorku slfosl4

ziskanych fitovanim chemickjch posuvi jednotlivych nukleotidii.

urceny z divodu nahodného prekryvu. Absolutni hodnoty 7 se nedaji mezi
vzorky prili§ porovnavat. Vzorky se lisi velikosti molekuly, a tedy maji rtizné
relaxacni ¢asy T5. Navic byl vzorek s1fos12 méren na jiném spektrometru a nepo-
darilo se ho manualné nashimovat tak dobte jako zbylé dva, které byly shimovany
automaticky. Zaroven se homogenita pole miize ménit mezi riznymi teplotami v
ramci jednoho vzorku.

Je mozné si vSak vSimnout, Ze nékteré signaly jsou systematicky Sirsi nez
jiné. Nejsirsi signal maji vodiky G12H8 a C5H6. Naopak nejuzsi jsou signaly u
konce oligonukleotidu a okolo stiedu smycky. Toto miize ¢astecné souviset s vyssi
flexibilitou koncti a smycky. Vyssi pohyblivost znamena pomalejsi relaxace a tedy
uzsi signal. Nejsirsi piky se vSak odlisuji ptilis na to, aby rozdil ve flexibilité byl
jediny faktor.

Je pravdépodobné, Ze rozsiteni pikt je zptisobeno chemickou vymeénou. Jedna
z moznosti je vysoka aktivacni energie tvorby a rozpadu paru C5 - G12, coz mtze
byt zptisobeno blizkosti smycky. Zvyseni aktivacni energie zptisobuje zpomaleni
chemické vymény a rozsireni piku. Dalsi moznosti je, Zze se jedna o zcela jinou

chemickou vyménu v oblasti pfechodu mezi smyckou a stonkem vlasenky.

45



70 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

68 - 5

t_[°Cl

Obrazek 5.18: Srovnani parametrt odpovidajicich teploté tani vzorku slfos16

ziskanych fitovanim chemickych posuvi jednotlivych nukleotidii.
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5.5 Potvrzeni vlasenkové struktury

Jeden z cili prace je rozhodnout, zda mérené oligonukleotidy vytvareji vla-
senky nebo duplexy. Vypocty pro tyto sekvence predpovidaji [19], Zze by méla
byt stabilngjsi vlasenka a k tvorbé duplexti by mélo dochézet jen velmi malo a
za nizkych teplot. Kvantitativné Na nasledujicich odstavcich je rozebrano, jakym
zpusobem lze tyto dva stavy odlisit a jak byla vlasenkova struktura potvrzena

nasimi experimenty

5.5.1 Srovnani s UV absorpci

V préci [2] byla pomoci UV absorpce méfena teplota tani oligonukleotidu, je-
hoz sekvence je shodna se vzorkem slfos16. Diky vyssi citlivosti UV spektroskopie
vsak byla koncentrace vzorku o nékolik fadi nizsi. Konkrétné 3 pM, oproti tomu
koncentrace NMR vzorku byla 1 mM. Pfesto, porovname-li vysledky obou metod
(tab. , zjistime velmi dobrou shodu. Rozdil v teploté tani je jen 3°C.

Uvazme piipad, kdy skute¢né dochazi k tvorbé duplexti. Zménu entalpie AH
odhadneme na dvojnésobek zméfené hodnoty (vodikovych mistki je zhruba dvoj-
nasobek) a zménu entropie dopo¢itame tak, aby duplex mél stejnou teplotu tani

jako nami zméfend vlasenka, pak
AH = —-260kJ/mol, AS = —782J/mol/K.

Pak podle vztahu dostavame teplotu tani takového duplexu 61 °C pti kon-
centraci 1mM a 42°C pfi koncentraci 3 uM. Takto velky rozdil vsak zdaleka
nepozorujeme.

Lze tak prohlasit, ze teplota tani métené struktury je nezavisla na koncentraci
DNA. Coz vylucuje bimolekularni reakci a s ni vyménu duplex = nesparované

vlakno.

5.5.2 Rychlost vymény

Jelikoz duplex by obsahoval (alespoil) dvojnasobny pocet bazovych parti oproti
vlasence, lze u né€j tedy cekat vyssi aktivacni energii, a tedy nizsi rychlost vymeény
nez u vlasenek podobné délky.

U duplexti, jejichz délka byla srovnatelna ¢i dokonce mensi nez u nasich
vzorkt, byla jiz dfive provadéna NMR méreni |20, 2I]. U nich skutecné dochazi
k signifikantnimu rozsiteni signalti ve spektru v disledku chemické vymeény. My
ve spektru zadné rozsiteni nepozorujeme, coz indikuje pritomnost vlasenek.

V nami zmérenych spektrech nepozorujeme ani naznak rozsiteni, které by
souviselo s chemickou vyménou. Vime tedy, ze rychlost chemické vymeény, kterou
pozorujeme ve spektru, je fadové vyssi nez rychlost vymeény vsech piki pti koa-

lescenci. V okoli teploty tani mtizeme predpokladat symetrickou vymeénu. Uzitim
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vztaht (3.31) a (3.33]) lze spocitat rychlost vymeény pii koalescenci pro dany pik
charakterizovany rozdilem frekvenci obou stavi—vlasenky fy a nesparovaného

vldkna fs.

|fs — ful
V8

Nejvétsi rozdil posuvi ve vlasence a nesparovaném vlakné ma u vzorku s1fos16

k >> kiog = (54)

signal A16H2 (zhruba 0,3 ppm=150 Hz). Tomu odpovida rychlost vymény pii ko-
alescenci ki, = 50 Hz. Rychlost pozorované vymény musi byt miniméalné fadove
vys$si Kpin = 500 Hz.

5.5.3 NOESY spektrum

V pripadé, ze by sekvence tvorila duplex, mélo by dochéazet vzhledem k c¢as-
tecné selfkomplementarité sekvence k parovani bazi na koncich a také u central-
niho dinukleotidu, jak ukazuje obrézek [5.22la. Zaroveni je mozna tvorba part u
bézi, které nejsou presné naproti sobé (obr.[5.22|b). V piipadé vlasenky (obr. c)
neni parovani centralniho dinukleotidu mozné z topologickych davodi.

Pokud by k takovémuto parovani dochazelo, l1ze ocekavat pritomnost sekve-
nénich krospiki mezi ASH8 a T9HG6. Prekvapivé, tyto krospiky jsou v zméfeném
spektru pfitomny u vSech nukleotidt i u téch nesparovanych (nukleotidy smycky).
U téchto nukleotidd jsou vSak krospiky trochu slabsi oproti tém v selfkomple-
mentarni ¢asti. Intenzita krospiki nukleotidi A8 a T9 neni vyssi nez u ostatnich
nesparovanych nukleotid.

Ve vyhodnoceni NOESY spekter byly zminény silné intranukleotidové krospiky
H6/H8 x H1’ znadici vyssi flexibilitu nukleotidi ve smycce. V pfipadé parovani
bazi lze ocekavat snizeni flexibility bazi s konformaci blizkou anti u nukleotidi
A8 a T9. To by se projevilo nizsi intenzitou prislusnych intranukleotidovych pikt
ve srovnani s ostatnimi nukleotidy ve smycce. Toto vSak v NOESY spektru ne-
pozorujeme.

Nic v NOESY spektru nenaznacuje, ze by dochazelo k parovani A8 a T9.
Presto to nelze zcela vyloucit. Stejné tak nelze vyloucit existenci duplexu, u kte-

rého k tomuto parovani z néjakého diivodu nedochézi.

-~ N o
= o <P

a)

b) /11171

Obrazek 5.22: Mozné sekundéarni struktury vzorku.
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5.5.4 Fitovani sigmoidalnich zavislosti posuvi

Na obrazku 2.4] vidime, Ze tvar sigmoidy se mirné lii, pokud uvazujeme reakci
prvniho fadu nebo fadu druhého. MiZzeme tedy zkusit nafitovat zméfené body

obéma modely—funkei (5.1) a zavislosti popisujici zménu posuvu pfi tdni duplext
6 = (0p(T) — 6s(T))pp(T,AH, AS) + 05(T), (5.5)

kde
op(T) =a+bT (5.6)

je nizkoteplotni asymptota popisujici chemicky posuv duplexi a
ds(T) = c+dT (5.7)

je asymptota vysokoteplotni ptislusejici posuviim nesparovanych vlaken. V obou
pripadech fitovaci procedura uspésné zkonverguje. Dostaneme samoziejmé rtzné
termodynamické parametry, ale jejich hodnoty jsou takové, jaké bychom ocekavali
v pripadé, kdy by dochézelo ke vzniku duplexu resp. vlasenky. Na zakladé tohoto
nelze jednoznacné rozhodnout, zda je spravny model ktery odpovida pritomnosti
vlasenek, nebo ten, ktery predpoklada vyskyt duplexii.

Z hlediska vysledného x? si oba modely také vedou stejné. Na obrazku je
modelova sigmoida, ktera odpovida tani vlasenek, nafitovana zavislosti popisujici
tani duplext. Modelova sigmoida méa konstantni asymptoty (zelené), ale nafito-
vana sigmoida mé asymptoty zfejmé nekonstantni. Nespravny tvar samotné sig-
moidy je tak kompenzovan dalsimi volnymi parametry, coz jsou v tomto ptripadé
asymptoty. Toto se vSak projevuje na grafu residui, kde vidime oscilujici zavislost,
a takovy fit tedy neni dobry. Stejny charakter vykazuji rezidua pfi fitovani sku-
teénych naméfenych bodi funkei predpokladajici pfitomnost duplexi (obr. .
Cervené jsou vyvedeny residua duplexového modelu, zelené modelu vlasenkového.
Ty duplexové jsou oc¢ividné nendhodné a maji vSechny podobny pribéh, ktery se
shoduje s modelovym pfipadem (obr. . Je pravda, ze i u rezidui, které odpo-
vidaji vlasenkovému modelu je podobné zvinéni. Je vSak mensi a vyskytuje se v
¢asti odpovidajici nizkym teplotam. To signalizuje, Ze leva asymptota neni zcela
spravné urcend, coz je disledek dalsi chemické viymény v oblasti nizkjch teplot,

ktera nelinearné posouva signaly.
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Modelovéa sigmoida x10°3
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Obréazek 5.23: Modelova sigmoida vypoctena podle vztahu (2.12)). Fitovano
funkei ((5.5)) (Cervend). Vpravo jsou residua fitu.
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6. Zavér

V ramci diplomové prace byly studovany DNA oligonukelotidy se sekvenci
odpovidajici CArG boxu v serum response elementu SRE bunééné DNA. Shrnuti

vysledkii:

e Byla zmérena teplotni zavislost vodikovych spekter NMR t¥i vzork oligo-
nukleotidi, jejichz sekvence odpovida CArG boxu. Oligonukleotidy by mély

byt schopny tvorit vlasenku.

e Nameérili jsme NOESY spektra a provedli pritazeni NMR signald ve spektru

jednotlivym vodikim v molekule.

e Spektra byla nafitovana, ¢imz byly ziskdny chemické posuvy a polosiiky

jednotlivych signali

e Fitovanim teplotnich zavislosti chemickych posuvit jednotlivych signalt kiiv-
kou popisujici tvorbu a rozpad vlasenky byly uréeny termodynamické para-
metry tani vlasenky, které ukazuji na vysokou kooperativitu bazi pii tomto

procesu.

Pritomnost vlasenek ve vzorku je podpofena nékolika argumenty.
— Termodynamické parametry popisujici rozpad a tvorbu vlasenky jsou
nezavislé na koncentraci vzorku.
— Rychlost chemické vymeény je vyssi, nez jaka se da oc¢ekavat u duplext.
— Kitivka popisujici tani duplext neni dobrym fitem namérenych bodt.
— V NOESY spektrech pozorujeme krospiky, které neodpovidaji B-duplexu.

e Byla pozorovana dalsi chemickd vymeéna pii velmi nizkych teplotach. Nelze

vsak s urcitosti Tici, zda souvisi s tvorbou duplexu nebo jinou zménou.

Z vysledkt tedy plyne moznost, ze u regula¢niho elementu SRE skutec¢né do-
chazi k lokalni zméné DNA konformace. Potvrzeni této domnénky vyzaduje dalsi

studium smési obou komplementarnich vlaken SRE.
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Obréazek P.8: slfos14 - globalni fitovani sigmoid.
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Obréazek P.9: s1fos16 - globalni fitovani sigmoid.
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Obrazek P.10: s1fosl6 - globalni fitovani sigmoid.
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Obrazek P.11: s1fosl6 - globalni fitovani sigmoid.
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Obrazek P.12: s1fosl6 - globalni fitovani sigmoid.
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Obrazek P.13: s1fosl6 - globalni fitovani sigmoid.
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