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Abstrakt: Nukleotidy jsou organické molekuly, které maji Siroké spektrum funkci
v zivych organismech. Uastni se biologické signalizace, slouzi jako kofaktory
enzymatickych reakci, hraji Gstfedni roli v bunééném metabolismu a jsou zakladnimi
monomernimi jednotkami polymert nukleovych kyselin. Nukleotidy se skladaji ze tii
podjednotek — dusikaté nukleobaze, pétiuhlikatého cukru (ribosy €i 2'-deoxyribosy)
a fosfatové skupiny obsahujici jeden az tfi fosfaty. Pfedmétem této diplomové prace
je studium ruznych nukleotidd a jejich samousporaddni ve vodnim roztoku
prostiednictvim metod vibracni spektroskopie — Ramanova rozptylu a jeho chiralné
citlivé varianty, Ramanovy optické aktivity. Ta ma potencial pfinést nové zajimavé
informace o strukturnim uspofadani, dynamice a interakcich téchto molekul, nebot’ je
oproti Ramanovu rozptylu citlivéjsi k vibracim cukerné ¢asti nukleotidd, na které jsou
tf1 aZz Ctyfi chirdlni uhliky. Studovali jsme spektralni projevy spojené s chemickymi
modifikacemi (rozdil mezi ribo- a deoxyribonukleotidy, vliv riizné polohy fosfatu) i se
zménou fyzikédlnich podminek (rizné ndbojové stavy vyvolané zménou pH, vliv
koncentrace, vliv iontll). Zna¢na Cast prace je vénovana studiu samoasociace
purinovych nukleotidi — adenosin-5"-monofosfatu, ktery pii vyssich koncentraci
stohuje, a také gunanosin-5"-monofosfatu a 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfatu, které
vytvateji pii vyssich koncentracich v pfitomnosti sodikovych ¢i draselnych iontl tzv.
guaninové tetrady a jejich asociaty, které jsou zédkladem guaninovych kvadruplext

a hraji roli v rtiznych biologickych procesech (napt. v genové expresi).
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Abstract: Nucleotides are organic molecules that have a wide range of functions in
living organisms. They participate in cell signaling, serve as cofactors of enzymatic
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Predmluva

vvvvvv

Nejvyznamnéjsi funkei je, ze tvoii zdkladni stavebni jednotku nukleovych kyselin —
linearni polymerni fetézce nukleotidii. Nukleové kyseliny ve své struktufe uchovavaji
genetickou informaci. Studium jejich struktury saha az do druhé poloviny 19. stoleti.
Velky pralom v této oblasti piinesli Watson s Crickem a ¢asto opomijend Rosalinda
Franklinova, ktefi pfisli s modelem deoxyribonukleové kyseliny (DNA) ve formé
dvousroubovice. Tento model je platny dodnes, jeho objevem vSak studium struktury
a funkci nukleovych kyselin neutichlo a ptetrvava do dnesni doby, kdy je stale velmi
ptitazlivé a ditlezité. Technik, které se k jejich zkoumani vyuzivaji, je velké mnoZzstvi
od rentgeno-strukturni analyzy pfes nuklearni magnetické rezonance az po nejriaznéjsi
metody optické spektroskopie. Nasi expertizou je Ramanova opticka aktivita (ROA),
coz je chirdln¢ citlivd metoda vibraéni spektroskopie odvozend od Ramanovy
spektroskopie. Moznost vyuziti ROA pro studium nukleovych kyselin byla nastinéna
na prelomu tisicileti, avSak od této doby se objevilo jen velmi malo publikaci, kde byla
ROA za timto ucelem pouZita. Hlavni motivaci této prace je ukazat, ze technicky
pokrok, kterym instrumentace ROA prosla za poslednich dvacet let, otevird dvete pro
Sir8i vyuZiti této techniky pro systematické studium struktury a dynamiky nukleovych
kyselin. V této diplomové praci se zaméfujeme na prvni krok, to jest na stavebni
jednotky nukleovych kyselin (mononukleotidy) a jejich vyssi uspotadani, které je dané
jejich samoasociaci.

Tato diplomova prace je rozdé€lena do péti kapitol. Prvni kapitola je v€novana
popisu struktury mono- i oligonukleotidi a mononukleotidovych samouspotradani
jakoz 1 metod, které jsou pro studium jejich struktury pouzivany. Diraz je kladen na
techniky vibraéni spektroskopie a znich pfedev§im na Ramanovu spektroskopii
a Ramanovu optickou aktivitu (ROA). Nalezneme zde i teoreticky popis dynamiky
molekul a pouzitych metod vibrani spektroskopie vcetné definice souvisejicich
zakladnich chemickych pojmi. Stru¢né je zde nastinéna i problematika interpretaci
vibrac¢nich spekter, at’ uz na empirické ¢i statistické bazi nebo pomoci kvantové
mechanickych simulaci spekter. Druha kapitola obsahuje seznam cild, kterych v praci
chceme dosahnout. Tteti kapitola shrnuje pouZzitou metodiku — je zde popsana piiprava

vzorkli, postup méfeni, popis vyuzivanych piistrojii a zpiisob dalsiho zpracovani

4



ziskanych dat. Ve ctvrté (pfedposledni) kapitole jsou shrnuty vysledky experimentt,
ziskané poznatky a jejich diskuze. Posledni patd kapitola (zavér) je vénovana
zhodnoceni, jak se podafilo naplnit stanovené cile, shrnuti ziskanych wvysledkt

a perspektivam pro dalsi vyzkum.



1. Uvod

1.1 Metody studia struktury nukleovych kyselin

Ke studiu struktury nukleovych kyselin se zejména v 50. a 70. letech 20. stoleti
vyuzivala rentgenova difrakce. Pro nékteré pravo- a levotocCivé helikalni struktury
DNA (deoxyribonukleové kyselina) a RNA (ribonukleova kyselina) nam poskytla
strukturni detaily na atomdarni urovni. Ziskdni takovychto spolehlivych dat
z rentgenové difrakce vSak vyzaduje vykrystalizovani nukleovych kyselin, které pro
metoda tak nardzi diky nutnosti vykrystalizovani vzorki na své limity. (Taillandier &
Liquier, 2006)

Dalsi hojné¢ vyuzivanou technikou je spektroskopie nuklearni magnetické
rezonance (NMR spektroskopie), ktera je velmi vhodna pro relativné kratké tseky
oligonukleotidu a jejich spektra mohou byt podrobn¢ interpretovana. Pro delsi tseky
oligonukleotidl ¢i polynukleotidii nardzi tato metoda na svij limit, nebot’ dochazi
k ptekryvu signalt, které jsou navic rozsiteny vlivem rychlé relaxace. Velmi casto
NMR spektroskopie pracuje s vysoce ziedénymi roztoky, a tudiz je obtizné pomoci ni
pozorovat rozdily mezi izolovanymi molekulami a vysoce koncentrovanymi

Vyse zminéné techniky pro studium struktury nukleovych kyselin jsou
dopliiovany metodami optické spektroskopie. Zejména pak absorpcni spektroskopii ve
viditelné a ultrafialové (UV) oblasti, kterd je zaloZena na elektronovych pfechodech
ajeji chiralné citlivou variantu elektronovy cirkuldrni dichroismus (ECD). Tyto
metody vyzaduji piitomnost chromoforu' ve vzorku. V piipadé oligonukleotidi,
polynukleotidll ¢i nukleovych kyselin jsou pfirozenym chromoforem dusikaté baze
s konjugovanymi zm-elektrony. Diky tomu jsou na jednu stranu tyto techniky citlivé
k bazim a jejim konformacim, ale na druhou stranu malo citlivé k cukr-fosfatové
kostie. Opét jsou tyto experimenty obecné omezeny na nizké koncentrace kvili vysoké

absorbanci vzorktl. (Kypr et al., 2012)

! Typicky &ast molekuly/latky zodpovédna za absorpci zafeni
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Z hlediska pochopeni biologického vyznamu nukleovych kyselin je dilezité znat
strukturu jejich geometrie ve vodnych roztocich, coz ndm samoziejmé rentgenova
difrakce neumoznuje. Pro tento ucel jsou velmi uzitecné a efektivni obé metody
vibraéni spektroskopie — infra¢ervena spektroskopie (IC) a Ramanova spektroskopie.
Mezi jejich vyhody patii napiiklad

a) moznost studia vzorkd v riznych formach (kapalnd — roztok, amorfni —

hydratovana vlakna ci film, pevna — krystaly a polykrystaly),

b) zadné velikostni omezeni (od jednotlivych nukleotidl ptes polynukleotidy,

kratké segmenty DNA az k nativni DNA),

c) nedestruktivni metody vyzadujici malé mnozstvi vzorki (typicky 100 pg),

d) mozZznost pfimého porovnani a charakterizace rozdili mezi spektry

Ramanova rozptylu a IC absorpce nukleotidii a nukleovych kyselin v pevné
a kapalné fazi,

e) snadna zména externich parametri, jako je iontova sila, pH, teplota apod.
Kombinace rentgenové difrakce spolu s IC a Ramanovou spektroskopii shodnych
krystalil DNA a RNA nam umoZiiuje stanovit markery — charakteristické pasy v IC
a Ramanovych spektrech, které odpovidaji riznym geometriim v pevném stavu a které
dale mohou byt pozorovany v amorfnich i kapalnych fazich. Diky tomu pak mtizeme
snadno pozorovat prechody napiiklad mezi konformacemi B — A, B — Z, nebo
1 ptechod dvousroubovice DNA — trojvldknova DNA a dal$i. Dale ndm vibra¢ni
spektroskopie umoziuje urcit schéma parovani bazi (Watsonovo-Crickovo, reverzni
Watsonovo-Crickovo, Hoogsteenovo, ...), konformaci cukrti (C2"-endo ¢i C3 -endo),
rotaci kolem glykosidické vazby (konformace anti nebo syn) a také dynamické
vlastnosti téchto struktur, napt. body tani nukleovych kyselin. (Taillandier & Liquier,
2006)

Typicky se u nukleotida a nukleovych kyselin méfi a interpretuje pouze omezena
oblast vibra¢nich piechodi (IC — 1200 az 1800 cm™!, Raman — 600 az 2000 cm™)
a ziskand informace tak neni Uplna. Nicméné s vyuzitim dokonalejSich modernich
optickych prvki se Ramanova spektroskopie stavd vhodnou technikou pro pozorovani
Siroké oblasti vibra¢nich ptechodi mezi 50 az 4000 cm. Ob& metody vibra¢ni
spektroskopie, IC a Ramanova spektroskopie, maji i svou chiralné citlivou variantu.
V ptipadé IC je to vibraéni cirkularni dichroismus a v pfipadé Ramanovy

spektroskopie je to Ramanova opticka aktivita (ROA). (Nafie, 2011)



1.2 Nukleové kyseliny

V ramci jednoduchého ptiblizeni mizeme fict, ze se lidské télo sklada predevsim
z vody, proteinti, nukleovych kyselin, lipidii a sacharidii. VSechny tyto zminéné
biomolekuly jsou dulezité, ale obzvlasté dulezité jsou pak nukleové kyseliny — DNA
a RNA, protoze ve své struktufe nesou dédicné informace o slozeni enzymti a proteinii
1 informace o jejich struktufe. Kazdy protein pak diky své struktufe ma urcitou funkci
a Ucastni se pak riznych biochemickych procest. (Taillandier & Liquier, 2006)

Nukleové kyseliny jsou vysokomolekularni linearni polymerni fetézce, které se
skladaji z nukleotidii. Ty se skladaji ze tii rozliSitelnych slozek: dusikata baze, pentosa
(p-ribosa nebo 2-deoxy-p-ribosa) a zbytek kyseliny fosfore¢né, ktery mize byt tvoien
az tremi fosfaty. V ptipadé, ze se molekula sklada pouze z dusikaté baze a pentosy, tak
se nazyva nukleosid.

Jednotlivé komponenty nukleotidt si rozebereme jesté podrobnéji.
1.2.1  Dusikaté baze

Dusikaté baze rozliSujeme podle typu heterocyklu na

a) purinové — odvozené od purinu: adenin a guanin,

b) pyrimidinové — odvozené od pyrimidinu: cytosin, thymin a uracil.
Obé& nukleové kyseliny (DNA, RNA) obsahuji vySe zminéné purinové baze. V ptipadé
pyrimidinovych bazi DNA obsahuje thymin a cytosin, RNA obsahuje cytosin a uracil
(misto thyminu). VSechny bdze pak mizeme vidét na Obrazku 1. Na vSech téchto
bazich mliZeme rozlisit dva typy funkénich skupin — takové, které jsou potencialnimi
donory vodikovych vazeb (H-vazeb) a ty, které jsou potencidlnimi akceptory
vodikovych vazeb, viz Obrazek 1. Dusikaté baze mezi sebou mohou vytvaret
vodikové miistky a tzv. se parovat. Zakladnim typem parovani je Watsonovo-Crickovo
parovani bazi, kdy se guanin paruje s cytosinem pomoci tii vodikovych vazeb a adenin
se paruje s thyminem, resp. uracilem pomoci dvou vodikovych vazeb. Tyto vodikové
vazby jsou pro funkénost nukleovych kyselin podstatné a vychézeji ¢isté z vlastnosti

dusikatych bazi.



Adenin Guanin

Obrazek 1: Dusikaté baze — pyrimidinové (nahote), purinové (dole), potencialni
donory vodikovych vazeb (Cerven¢) a potencidlni akceptory vodikovych vazeb
(zeleng);

Dalsi vlastnost, které dusikaté baze maji, je tautomerie (konstitu¢ni izomerie).
Jedna se tedy o izomery majici stejny souhrnny vzorec, ale liSici se druhem dvojné
vazby a polohou jednoho z vodikovych atomt. V ptipadé dusikatych bazi je to pfechod
mezi amino a imino tautomerni formou nebo piechod mezi keto a enol tautomerni
formou. Rovnovaha mezi formami je vSak vyrazn€ posunuta ve prospéch amino, resp.
keto formy. Piiklad obou pfipadi mizeme vidét na nasledujicim Obrazku 2.
Jednotlivé formy se v tomto ptipadé lisi poméry substituenttl, které jsou potencialnimi
donory a akceptory vodikovych vazeb. Diky tomu se baze mohou vazat nestandardnim
zpusobem, coz vede k potencidlnimu riziku vzniku mutaci naptiklad pii replikaci
DNA.

Existuji 1 tzv. minoritni baze, které se vyskytuji jen v malém mnozZstvi
v nukleovych kyselinach. Napiiklad RNA obsahuje rizné¢ methylované baze nebo

1 DNA mitiZze obsahovat 5-metylcytosin. (Adams et al., 1992)
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Obrazek 2: Tautomerizace bazi v DNA, pfevzato z
(Bhagavan, 2002)

1.2.2 Pentosa

Cukernou slozkou nukleovych kyselin je pentosa (petiuhlikaty cukr), ktery ma
v obou ptipadech furanosovou formu. Konkrétn¢ je to B-o-ribofuranosa pro RNA
a B-n-2-deoxyribofuranosa® pro DNA a jejich konfiguraéni vzorce jsou na Obrazku 3.
I tato na prvni pohled nepatrna zména (absence/pfitomnost hydroxylové skupiny) ma
velky efekt. Kvili tomu neni RNA tak stabilni jako DNA a je nachylnéjsi
k enzymatické a chemické degradaci a navic hydroxylovéa skupina omezuje mozné

zaujeti sekundarni struktury RNA. (Adams et al., 1992)

HOCH, OH HOCH, OH
i 0 ) ]

H H H H
OH OH OH H

a) b)

Obrazek 3: a) P-o-ribosa, b) B-p-2-deoxyribosa,
pievzato a upraveno z (Bruce, 2008)

2 Casto se pouZivaji pouze zkracené nazvy p-ribosa a p-deoxyribosa
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1.2.3  Nukleosidy a nukleotidy

Ptipojenim dusikaté baze k p-ribose nebo p-deoxyribose vznika sloucenina, ktera
se oznacuje jako nukleosid. Jedna se o N-glykosidovou vazbu. Nazvy se pak odvozuji
od konkrétni baze a cukerné slozky, tedy napf. p-ribosa s adeninem tvofi adenosin,
navazanim na guanin ziskame guanosin, spojenim s cytosinem cytidin, vazbou na
uracil uridin a navazanim na thymin thymidin. V pfipad€, Ze je baze vazana na
p-deoxyribosu, tak se knazvu ptidava predpona deoxy-, tedy deoxyadenosin,
deoxyguanosin atd. U nukleosidd, resp. nukleotidii i obecné nukleovych kyselin je
zavedena konvence, Ze uhliky ribosy jsou Cislovany 17, 27, 3" atd., aby nedochdzelo
k zdméné s Cislovanim u atomil dusikatych bazi. (Adams et al., 1992)

Nukleotidy jsou monomerni jednotky, které jsou zakladni stavebni slozkou
nukleovych kyselin. Jedna se o fosforylované nukleosidy. Zbytek kyseliny fosfore¢né
se mize vazat na kteroukoli volnou hydroxylovou skupinu cukerné slozky, tedy se
muze navazat na pozici C(27), C(3") a C(5"). Tim vSak variabilita v rdmci fosfath
nekondi, protoze mohou vytvaret jesté cyklické nukleosid fosfaty — fosfatova skupina
se vaze dvakrat na jednu molekulu pentosy a vytvari tak mistek mezi hydroxylovymi
skupinami pentosy. Typicky hydroxylovana skupina na uhliku C(5") miize byt
fosforylovéana jednim az tfemi fosfaty. Rlizné piiklady miZeme vidét na nasledujicim
Obrazku 4. (Adams et al., 1992)

Nukleotidy maji v Zivych organismech rtiznorodé funkce, coz je zplisobeno jejich
zminéno, je jejich strukturni role, kdy slouZi jako stavebni slozka nukleovych kyselin.
Nicméné naptiklad di- a trifosfaty jsou makroergické slouceniny, které jsou nezbytné
pro fadu enzymatickych procesli a pro svalovou praci. Nejzndméjsi je adenosintrifosfat
(ATP), u néhoz hydrolyzou anhydridové vazby dojde k odstépeni jednoho fosfatu
a vzniku adenosindifosfatu (ADP). Tato reakce je exergonické a poskytuje tak energii
pro fadu biochemickych procest. Cyklické nukleosid fosfaty, které mohou vznikat
napt. pfi Sté€peni vlakna RNA, maji ¢asto funkce jako signdlni molekuly. Pfikladem
muze byt adenosin-3",5"-cyklickymonofostat (cAMP) majici funkci druhého posla
(v angl. literatufe second messenger) v mnoha drahach pienosii signalu. Uginky
signalni drahy tohoto nukleotidu a moZnost vyuZiti pii vyvoji novych 1éku mizeme
nalézt napt. v (Yan et al., 2016). Nukleotidy jsou Casto soucasti riiznych kofaktori

jako je nikotinamidadenindinukleotid (NAD), flavinadenindinukleotid (FAD) nebo
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koenzym A a jsou dulezité pro jejich spravné fungovani. Taktéz dokazi hrat roli i1 pti
biosyntéze bilkovin, kde adenosin ve formé¢ puromycinu plisobi jako jeji silny inhibitor
nebo mohou vykazovat antibiotickou aktivitu, naptiklad adenosin ve form¢ arabino-
¢1 8-azaderivatl. Priklady biologicky vyznamnych latek obsahujicich ve své struktuie

nukleotidy mtizeme vidét na Obrazku 5. (Saenger, 1984)

NHs NHs NH.
)I &,E i
| A
HO \N N L‘ L %
0 _B_
% # & # F.’O 0
o
OH O O OH
HO"'E"’O_ Ho_ﬁ_o— OH OH
0
a) b) c)
HzN NHo
~ N
=N Uy
ls
I I I Q \N/) NT N
O'—P—O—P—O—IT—O N o 0
(e} © !
0=P—0 OH
OH OH OH
d) e)

Obrazek 4: Ptiklady rizné fosforylovanych adenosini:
a) Adenosin-2’"-monofosfat, b) Adenosin-3 "-monofosfat,
¢) Adenosin-5"-monofosfat, d) Adenosintrifosfat (ATP),
e) Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)
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Obrazek 5: Priklady biologicky vyznamnych latek obsahujicich ve své struktuie
nukleotidy: a) NAD v oxidované formé& (NAD"), b) puromycin , ¢) FAD v oxidované
formé (FAD); upraveno z (Voet & Voet, 2010)

1.2.4 Konformace nukleotida

V ramci konformace nukleotidii mame na jedné strané rigidni planarni dusikatou
bazi a na stran¢ druhé pomérné flexibilni ribosu a jeji okoli. Konformacni flexibilita
izolovanych nukleotidi je déna piedevSsim rotaci kolem N-glykosidové vazby
a puckeringem?® ribosy. Rotace kolem N-glykosidové vazby umoziuje dusikaté bazi
zaujmout konformaci syn — baze je orientovana nad plochu ribosy ¢i anti — baze je

orientovana mimo plochu ribosy, viz Obrazek 6.

konformace syn guaninu

Obrazek 6: Konformace syn a anti guaninu; upraveno z (Adams et al., 1992)

3 Puckering = zvrasnéni &i zkrabaceni; v Seské literatute se ve vétsing piipadd pouziva anglicky termin
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V pfipadé puckeringu cukru je mozno postupovat vice zpusoby. Ten
nejjednodussi je takovy, ze pokud ¢tyti uhliky ribosy jsou v jedné roving a jeden uhlik
vybocuje, pak mluvime o tzv. obalkové konformaci (angl. Envelope, E). Specidlné
pokud C(2") nebo C(3") se nachazeji na stejném poloprostoru jako uhlik C(5"), pak se
takova konformace oznacuje jako endo — C(2')-endo, C(3")-endo, viz Obrazek 7.
V opacném pripade, pokud se C(2") a C(3") nachazeji na opacném poloprostoru nez

C(5), pak se takova konformace oznacuje jako exo (Obrazek 7).

C(2")-endo C(3")-exo
\\\\ IIII - 4\\’-'/”/ Y
C(27)-exo C(3")-endo

Obrazek 7: Ctyfi hlavni konformace cukru; upraveno z (Saenger, 1984)

V uspotfadani twist pak mimo rovinu vybocuji dva uhliky. Pfesnéjsi popis puckeringu
ribosy je pomoci pseudorotacniho konceptu (viz (Altona & Sundaralingam, 1972))
vyuZzivajiciho pseudorotacni fazovy thel P, diky némuz dokdzeme jednoznacné urcit
jednotlivé konformace ribosy. Definice P dle (Saenger, 1984)

(v +vy) — (v3+v)

tanP = 5 ; o
an 2v,(sin36" + sin 72°)

(1.1)

kde v; jsou vzajemné& zavislé torzni thly, viz Obrazek 8.
V nukleovych kyselinach jsou nejduilezitéjsi a nejbéznéjsi konformace C(2") endo
a C(3") endo, kterym odpovida dle (Saenger, 1984)
— C(27)-endo: 144° < P < 190°,
— C(3")-endo: 0°< P <36°.
Dalsi konformacni flexibilita volnych nukleotidt je v orientaci dihedralnich uhlui a, 5

a y (viz Obrazek 8), pomoci kterych lze popsat vzajemnou orientaci cyklické ribosy

a fosfatové skupiny.
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Obrazek 8: Torzni uhly nukleotidu v;; upraveno z (Saenger, 1984)

1.2.5 Samoskladba nukleotidu

Studium samoskladby (angl. self-association) mononukleotidl pedstavuje jakysi
»mezistupen pfed vlastnim studiem stability, struktury a funkcnich vlastnosti
nukleovych kyselin. Je to ztoho divodu, Ze mezi stabiliza¢ni prvky sekundarnich
struktur nukleovych kyselin patii patrové (stacking ¢i stohovani) interakce nukleovych
(dusikatych) bazi a vodikové vazby mezi bazemi. Oboje mizeme pozorovat jiz
v piipad¢ koncentrovanych vzorkli mononukleotidii. Samoskladba prostfednictvim
stohovani nukleovych bazi probiha u vSech typli mononukleotidi. Nejvice je vSak
pozorovana u purinovych bazi. Nejsndze asociuje adenosin-5"-monofosfat
(5’-rAMP), nasledné pak inosin-5"-monofosfat a pak guanosin-5"-monofostat, viz

(Neurohr & Mantsch, 1979).

1.2.6 G-tetrady a G-kvadruplexy

Pomérné vyjime¢nym mononukleotidem pii samoskladbé je guanosin. Jiz na
pocatku minulého stoleti bylo zndmo, Ze guanosin a jeho derivaty vytvaii ve vode pii
vysSich milimolarnich koncentracich viskozni gely. Tento efekt byl vysvétlen az

pozdéji diky rentgenové difrakci ve ¢lanku (Gellert et al., 1962), kde bylo popsano
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tetramerické uspotradani guaninovych bazi v gelech, které byly vytvofeny rozpusténim
guanosin-5"-monofosfatu (5'-rGMP). Takovato struktura se oznacuje jako guaninova
tetrada (guaninovy kvartet, G-tetrada ¢i G-kvartet) a slouzi jako molekularni zaklad
pro tvorbu gelu. G-tetrada je planarni uspotradani Ctyf guaninovych bazi, kde kazda
guaninova baze je soucasné jak donorem, tak akceptorem dvou vodikovych vazeb se
svymi sousedy. Vznika tak uzaviené uspotradani, ve kterém je Hoogsteenovské
parovani mezi jednotlivymi guaninovymi bazemi. Struktura G-tetrady je uvedena na
Obrazku 9. V piipadé G-tetrad se na Hoogsteenovském parovani ucastni vzdy dusiky
na pozici N(1), N(2), N(7) a kyslik v pozici O(6) kazdé guaninové baze, jak je mozné
vidét opét na Obrazku 9. G-tetrdda nemusi vznikat pouze z 5 -rGMP, ale naptiklad
1 molekuly guanosin-3’-fosfatu (3"-rGMP) agreguji do G-tetrad, viz (Sasisekharan et
al., 1975). Experimenty s riznymi derivaty guaninu, at’ uz s ribosou ¢i deoxyribosou
jako cukernou slozkou, potvrdilo pivodni navrh usporadani G-tetrdd, viz

(Guschlbauer et al., 1990). (Simonsson, 2001)

P

AL,

Cr

Obrazek 9: Struktura guaninové tetrady (G-tetrada);
upraveno z (Neidle, 2011)
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Naskladaji-li se na sebe dvé a vice G-tetradd (napt. v DNA), tak mohou vytvaret
patrové asocidty, ¢i v pfipadé nukleovych kyselin ctyfvlaknové struktury
s G-tetrddovym jadrem. Takovéto struktury se pak souhrnné oznacuji jako
G-kvadruplexy* ¢i DNA tetraplexy. Obecné termin G-kvadruplex oznacuje jakoukoli
¢tytvlaknovou strukturu DNA obsahujici G-tetrady bez ohledu na propojeni vlaken.
G-kvadruplexy vykazuji zna¢ny polymorfismus (uspofadani), podrobnéji naptiklad
v (Simonsson, 2001). Na Obrazku 10 jsou uvedeny rtizné moznosti uspotradani

G-kvadruplex.

v T 0 g J
Obrazek 10: Moznosti uspotfadani G-kvadruplexi podle uspotfadani a poctu vldken
nukleovych kyselin, (A) — tetramolekuldrni paralelni, (B) — bimolekularni
antiparalelni, (C) — monomolekularni antiparalelni, (D) — monomolekularni paralelni,
(E) — jiny typ monomolekularniho antiparalelniho a (F) — monomolekularni smiSeny
G-kvadruplex; ptevzato z (Hubalkova, 2015)

Samotna struktura G-tetrady a G-kvadruplexti siln€¢ zéavisi na vlastnostech
prostiedi jako je pH a teplota. Zejména pak dutlezitou roli pfi stabilizaci a samotnou
strukturu G-tetrad a G-kvadruplexti maji kationty viz (Hightower et al., 2009), které
se v€lefiuji do centralni dutiny, viz Obrazek 9 — M", kde kompenzuji parcialni zdporné
naboje kyslikli na pozicich O(6) smétujicich dovniti do dutiny. Nicméné stabilizacni
efekt mezi jednotlivymi kationty se vyrazné li§i, napf. viz (Chantot & Guschlbauer,
1969), coz naznacuje, ze dulezity je iontovy polomeér. V piipadé alkalickych kovl
nejvétsi stabilitu G-kvadruplexi zajistuje K* a dale Rb*, Na*, Cs* a Li*. Cim vétsi ma
jednomocny kationt iontovy polomér, tim je méné hydrofilni, a proto kationt s vétSim
polomérem bude mi tendenci se vyskytovat spiSe mezi dvéma

G-tetradami, nez uprostied jedné G-tetrady, viz Obrazek 11. G-kvartety se mnohem

4 G-kvadruplex oznacuje jakoukoli &tyfvldknovou strukturu DNA
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snaze vytvareji, jak je uvedeno i ve ¢lanku (Mudroniova et al., 2016) z 5"-rGMP nez

z 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfatu (5'-dGMP). (Bryan & Baumann, 2011)

O »
_.__F-u_l_.\.: = O -
- o — —
- - T

- - == 8 ___‘_,._-
T _ . - T
~— :ei'."‘:"_::-f-.. __.,_._-.-_.g;» . 8
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LvO e L _,_t)A"' =%

Obrazek 11: Kationt vyskytujici se mezi dvéma G-tetradami
(vlevo) a vcentrdlni dutiné jedné G-tetrady (vpravo);
ptevzato z (Neidle & Balasubramanian, 2007)

G-kvadruplexy se in vivo vyskytuji v oblastech s opakujici se sekvenci guaninu,
tedy napt. v promotorovych oblastech n¢kterych genli (Balasubramanian et al., 2011)
a jejich vyskyt byl potvrzen i v oblasti lidskych telomer, viz (Granotier et al., 2005).
Ukazuje se, ze mohou mit vliv nejen na genovou expresi (Lam et al., 2013), ale i na
replikaci a aktivitu enzymu telomerasy (Lipps & Rhodes, 2009). G-kvadruplexy jsou
v poslednich letech hojné studovany, protoze stabilizaci telomerického G-kvadruplexu
ur¢itym malomolekulovym ligandem lze vyuZit k selektivni 1écb&é zhoubnych
nadorovych onemocnéni. Dal§i a podrobnéjsi vyuziti terapeutickych uc¢inkt

G-kvadruplexii 1ze nalézt naptiklad v (Neidle, 2011).
1.2.7  Studium nukleotidii a jejich samousporadani

Samostatné izolované mononukleotidy byly studovany mnoha nejriiznéjSimi
technikami véetné metod vibracni spektroskopie. Pomérné opomijend vSak zlstava
Ramanova optickd aktivita, kterd je chirdlné citlivou variantou Ramanovy
spektroskopie a zvySuje tak jeji potencidl. ROA je pomérné univerzalni metoda
slouzici ke studiu struktur sacharidii, proteint, nukleovych kyselin a dokonce i celych
vird, coz dokladaji naptiklad nasledujici publikace (Laurence D. Barron et al., 2004),
(Blanch et al., 2003) a (Krupova et al., 2020). Zatimco Ramanova spektroskopie je
predevsim citliva k vibracim dusikatych (nukleovych) bazi, tak ROA by méla byt vice

citliva k lokalni konformaci ribosy (kvili ¢tyfem chirdlnim uhliklim, viz Obrazek 12)
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ariznému charakteru fosforylace a tim i k sekundarni struktufe ¢i prave vzniku vétsich

samoskladeb c¢i agregati.

Obrazek 12: Uridin-5"-monofosfat (5'-rUMP), * znaci chiralni
uhliky; upraveno z (Uridine-monophoshate)

Prvni studie nukleotidi ¢i nukleovych kyselin pomoci ROA byly publikovany
v roce 1997, (Bell et al., 1997a) a (Bell et al., 1997b). Dodnes vsak nebyla provedena
detailni interpretace ROA spekter a v ojedin€lych studiich z nedavné ¢i souc¢asné doby,
které ROA vyuzily, jsou spektra interpretovana predev$im na zakladé empirickych
pozorovani. Vyuziti aparatu kvantové chemie a kvantové teorie molekul pro simulace
ROA spekter mono- ¢i oligonukleotidli zatim neni pfili§ Siroké. (Azher, 2018),
(Ostovarpour & Blanch, 2012)

Procesy tvorby samoskladby agregatti z riznych nukleotidii byly zkoumany
pomoci mnoha technik. Nejvice zastoupeny jsou vSak NMR spektroskopie, napf.
(Neurohr & Mantsch, 1979) ¢i (Hightower et al., 2009), UV absorpce napft. (Z. Zhang
et al., 2006) a jeji chiralné citliva varianta CD spektroskopie (Nakayama et al., 2011).
Tvorba G-tetrad byla studovana i pomoci technik vibragni spektroskopie — IC
spektroskopie a jeji chiralné citlivé varianty VCD, viz (Novotna et al., 2012), (Novotna
et al., 2014) a (Goncharova et al., 2012), a také Ramanovy spektroskopie (Mudroiiova
etal.,2016). Ramanova opticka aktivita (ROA) zatim nebyla pro studium samoskladby

nukleotidl nikdy pouzita.
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1.2.8  Oligo- a polynukleotidy

Mononukleotidy se mohou spojovat prostiednictvim fosfodiesterovych vazeb
a vytvaret linedrni fetézce. NejCastéji se jedna o vazbu jedné fosfatové skupiny na
hydroxylovou skupinu na uhliku C(5") jedné pentosy a zaroven hydroxylovou skupinu
na uhliku C(3") druh¢ pentosy. Fosfodiesterova vazba mezi hydroxylovymi skupinami
na uhlicich C(2") a C(5") je také mozna, ale v pfirod¢ se bézn¢ nevyskytuje, (Saenger,
1984). Priklad nukleotidového fetézce DNA muzeme vidét na ndsledujicim
Obrazku 13. Sekvence (potadi) nukleotidd v fetézci ndm pak urcuje primarni
strukturu nukleovych kyselin. V zéavislosti na poctu nukleotidovych jednotek
rozliSujeme
a) oligonukleotidy — kratké az stfedné dlouhé fetézce (cca do 20 bazi),
b) polynukleotidy — dlouhé fetézce.
Spojeni nukleotidii vytvafi tzv. cukr-fosfatovou kostru (Obrazek 13), na které
rozliSujeme az Sest dihedralnich uhld, které nam néasledné dohromady charakterizuji
konformaci polynukleotidového fetézce a tim i prostorovou strukturu nukleové

kyseliny. (Saenger, 1984)

Fosfodiesterovd
vazba =P

Cukr-fosfatova kostra
S —

3’ konec
L

Obrazek 13: Nukleotidovy fetézec DNA se sekvenci A — adenin, T —
thymin a G — guanin, dihedralni Ghly oznafeny feckymi pismeny;
upraveno z (Nelson et al., 2017)
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Prvni model molekuly DNA piedstavili v roce 1953 Watson s Crickem. Jednalo
se 0 model pravotocivé Sroubovice tvofené dvéma polynukleotidovymi fetézci, které
jsou vuci sob¢ antiparaleln€ orientovany, tzn. kde ma jedno vldkno 3 -konec, ma druhé
vldkno 5'-konec. Zaklad helikalni struktury tvoii cukr-fosfatova kostra, kterd je
orientovana smérem ven z molekuly. VIdkna jsou mezi sebou spojena pomoci
nekovalentnich interakei — vodikovych vazeb (H-vazeb), které¢ se vytvareji mezi
dusikatymi bazemi smétujicimi dovniti molekuly. Vznik H-vazeb mezi jednotlivymi
bazemi se oznacuje jako parovani bazi. V molekule DNA se paruje adenin s thyminem
(A=T) pomoci dvou vodikovych vazeb a guanin s cytosinem (G=C) pomoci tfi
vodikovych vazeb. Ptiklad tohoto Watsonova-Crickova parovani bazi mizeme vidét

na Obrazku 14. (Adams et al., 1992)
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Obrazek 14: Watsonovo-Cricko parovani bazi;
upraveno z (Voet & Voet, 2010)

Jak uz jsme poznamenali v minulé podkapitole, Watsonovské-Crickovské parovani
bazi neni jedinym moznym zplsobem, jak parovat baze. Dal§i moZnosti je tzv.
Hoogsteenovo parovani, se kterym jsme se jiz setkali u G-tetrad (podkapitola 1.2.6,
Obrazek 9). Hoogsteenovo parovani bazi je dusledkem vzniku riznych
nekanonickych struktur, jako je napf. trojvlaknovd DNA ¢i G-kvadruplexy. Dalsi

méng Casté zpiisoby parovani bazi jsou uvedeny napt. v (Saenger, 1984).
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Na stabilit¢ dvousroubovice DNA se podili n€kolik prvki. Prvnim z nich jsou jiz
zminéné nekovalentni interakce — H-vazby, které drzi pohromad¢ ob¢ vldkna. I kdyz
jsou tyto interakce slabé, tak maji pomémé velky vliv, protoze je jich v molekule DNA
obrovské mnozstvi. Dale je to polarita fosfatovych skupin, nebot’ ve vodném roztoku
za fyziologickych podminek jsou plné ionizovany a cukr-fosfatova patet tak ma velky
zaporny naboj znemoziujici ohnuti DNA. Ttetim stabilizacnim prvkem je hydrofobni
interakce — dusikaté baze smétuji dovnitt, kde vytvareji nepolarni prostiedi, a naopak
smérem ven jsou orientovany polarni skupiny dobfe rozpustné ve vod¢. Poslednim
a zéroven nejsilnéj$im stabilizaénim prvkem jsou patrové interakce (angl. stacking,
stohovani). Jednotlivé pary dusikatych bazi jsou pomérné v té¢sném kontaktu nad
sebou a mohou tak splyvat oblasti vyskytu delokalizovanych n-elektronti sousednich
aromatickych kruhil nad sebou, coZ ma za nasledek sdileni elektrontli. U nukleovych
kyselin je vSak problematické studovat vliv téchto interakci izolovan€, napf. na
Ramanova spektra. Proto je vhodné nejprve detailné studovat stavebni prvky téchto
polymert, o coz jsme se pokusili v rdmci této prace.

Jen krétce se zminime o vyssi sekundarni struktute nukleovych kyselin. Nukleové
kyseliny jsou konformacné velmi variabilni molekuly. Dvouvldknovda DNA muze
zaujmout nékolik odliSnych struktur, zavisejicich na mnoha faktorech, jako je
napiiklad vlhkost, pfitomnost iontl, pH nebo sekvence bazi, (Voet & Voet, 2010).
RozliSujeme tii zdkladni typy dvousroubovice, které jsou ozna¢ovany jako A-, B- a Z-
DNA. Jak takovéto formy DNA vypadaji, miizeme vidét na Obrazku 15. B-DNA
pfedstavuje primarni konformaci in vivo, vyskytujici se v dostatecné hydratovaném
prostiedi (model Watsona a Cricka). V ptipad¢, Ze je B-DNA ¢astecné dehydratovana,
pfechazi do konformace A-DNA, pfi¢emz tento prechod je reverzibilni. V této
konformaci se muze vyskytovat i dvouvldknovd RNA nebo hybridni molekula
DNA-RNA (jedno vldkno DNA a druhé vlakno RNA). A-forma byly pozorovana
napiiklad u nékterych grampozitivnich bakterii nebo v aktivnim mist¢ DNA
polymerasy, dle (Voet & Voet, 2010). Posledni, jiZz mnohem méné Casta forma
Z-DNA, vzniké za specifickych podminek jako je vysoka iontova sila ¢i vysoky obsah
G=C pari. Rozdily mezi jednotlivymi formami jsou shrnuty v Tabulce 1 (upravena

dle (Voet & Voet, 2010)).
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A-DNA B-DNA Z-DNA

Obrazek 15: Srovnani A-, B- a Z-formy DNA;
upraveno z (Nelson et al., 2017)

Tabulka 1: Strukturni prvky idedlnich konformaci A-, B-, a Z-DNA

A-DNA B-DNA Z-DNA

Orientace

Pravotociva PravotoCiva Levotociva
dvousroubovice
Primér ~26 A ~20 A ~18A
Pocet part bazi na zavit 11.6 10 12 (6 dimer)
Rotace dvousSroubovice 9°. . .pyr—pur

31° 36° pyeP
na jeden bazovy par 51°...pur—pyr
Stoupani dvousroubovice

34 A 34 A 44 A
na jednu otocku
Stoupani dvousSroubovice ]

29A 34A 7.4 A (na dimer)
na jeden bazovy par
Sklon bazi vuci

20° 6° 7°
ose dvousroubovice

Uzky, Siroky,
Velky zlabek Plochy

hluboky hluboky

Siroky, Uzky, Uzky,
Maly zlabek

mélky hluboky hluboky

C(2")-endo...pyr
Konformace pentosy C(3')-endo  C(2')-endo
C(3")-endo...pur

Konformace glykosidové ) ) Anti...pyr

Anti Anti
vazby Syn...pur

Pozn.: pyr znaci pyrimidinové baze, pur znaci purinové baze
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RNA na rozdil od DNA se povétSinou vyskytuje v jednovldknové podobé.
Chybgéjici hydroxylova skupina na uhliku C(2") ribosy neumoznuje zaujeti B-formy,
a proto je pro ni typicka A-forma. NejCastéjSim strukturnim motivem RNA je tzv.
vlasenka (angl. hairpin), vznikajici ndhodnym parovanim komplementarnich
nukleotidovych sekvenci a vytvarejici tak dvouvlaknové useky. (Bruce, 2008). Kromé
toho muzeme pozorovat i mnozstvi dal§ich strukturnich motivii jako smycky,

pseudouzly, kissing komplexy, vyduté aj. (M. Zhang et al., 2011).
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1.3 Teoretické zaklady vibra¢ni spektroskopie

Molekuly jsou dynamické utvary, které mohou vykonavat translacni, rotacni
a vibra¢ni pohyby. Molekula slozena z N atomit ma celkem 3N stupiiit volnosti (tii
kartézské sméry x, y a z pro kazdy atom). Z toho vSak tii stupné volnosti odpovidaji
translaénimu pohybu molekuly jako celku a tfi odpovidaji rotaéni volnosti molekuly
(pokud se nejedna o linearni molekulu). Celkem ma tedy molekula 3N — 6 stupiiti
volnosti pro vnitini pohyby — vibrace (v piipad¢ linearni molekuly 3N — 5). (Nafie,
2011)

Pro objasnéni zdkladii vibrac¢ni spektroskopie musime pouzit kvantovy popis
vibra¢nich pohybu a stavii molekul.

Uvazujeme-li pouze elektrostatické interakce mezi jadry a elektrony véetné jejich
kinetickych energii, pak lze obecné hamiltonian molekuly H tvofené N atomovymi
jadry a n elektrony zapsat jako
=T+ T, + VU + Voo + Vo, (1.2)

)

kde

1=1
"2
s PN
e Zmz 1’
i=1
N
Fon = 2 a— (13)
£ 4meo|R; — R)|
7 —i e
ee — >
= 4nso|rl - rj|
N
en - N > |-
i=1I=1 4'”80|ri - R]|

Vyznam jednotlivych ¢lent je nasledujici: T, je kineticka energie jader, T, je kineticka
energie elektronti, V), je potencidlni energic vzidjemného puisobeni jader
(Coulombovské odpuzovani jadro-jadro), V,, je potencidlni energie vzajemného
piisobeni elektronti (Coulombovské odpuzovéni elektron-elektron) a ¥,,, je potencialni
energie vzajemného pisobeni jader a elektronii (Coulombovské piitahovani elektron-

jadro). Jednotlivé proménné v (1.3) jsou M; — hmotnost jddra, m — hmotnost elektronu,
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Z; — atomov¢ Cislo, e — elementarni naboj, R ; — polohovy vektor jadra a 7; — polohovy
vektor elektronu. Pfi fe$eni Schrodingerovy rovnice s hamiltonidnem H

HY =wvy, (1.4)
kde W je celkova energie systému v atomovych jednotkdch, se vyuziva Bornova-
Oppenheimerova aproximace. V této aproximaci dochdzi k rozseparovani
elektronového a vibracniho pohybu a feSime tedy dvé rovnice pro dvé vinové funkce

— elektronovou vinou funkci ¢ 3 (74), ktera je parametricky zavisla na poloze jader

a jadernou vlnovou funkci (p(l_f ). Pro elektronovou vinovou funkci (pﬁ] (7;) fesime
Schrédingerovu rovnici s pevnymi jadry

(Te + Vo + Voo + Ver) 95, (7)) = E(R)) ¢z, (), (1.5)
kde spodni index R ', znaci parametrickou zavislost na poloze jader a E (13 ]) je vlastni
energie zavisejici taktéZ na poloze jader. S vyuzitim (1.4) a ptredpokladem, Ze
elektronova vlnovad funkce se méni jen velmi malo se zménou polohy jader (4.
A]gbﬁj(ﬁ-) =0a V]qbﬁ](ﬂ) = 0) tak pro jadernou vlnovou funkci (p(ﬁ]) feSime

nasledujici rovnici
h? R . . . .
=Y g VR +ER) |o@) = wR)e(®),  06)
j

kde prvni ¢len odpovida kinetické energii jader, V(ﬁj) odpovida elektrostatické
interakci jader, E (I_Q;) je efektivni potencial vytvareny elektrony, (p(ﬁj) je vlnova
funkce jader a W(ﬁj) je celkova energie zahrnujici translacni, rota¢ni a vibracni

energii spolu s energii elektronti v poli pevnych jader. Rovnice (1.6) se oznacuje jako

Schrédingerova rovnice pro jadra v Bornové-Oppenheimerové aproximaci.
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1.3.1  Vibrac¢ni pohyby a stavy molekul

Abychom se od rovnice (1.6) dostali k vlastnim vnitinim pohybim (vibracim),
musime jeSté odseparovat vnéjsi translacni a rotacni stupné volnosti. Nejprve se
volnou ¢astici — rovinna vina) a posléze se pfechodem do soustavy spojené s hlavnimi
osami momentu setrvacnosti oddé€li i rota¢ni a vibra¢ni pohyb (podrobnéji napf.
v (Skala, 1995)). Pak nam rovnice (1.6) pfejde na tvar

h? 9% hrl(l+1)

2u 0r? * 2u  r?

+V(r) lluv(r) = Evrqlv(r): (1.7)

kde u je redukovand hmotnost, r je vzajemna vzdalenost atomt, [ je vedlejsi kvantové
Cislo, E,,, je energie zahrnujici vibra¢ni a rotaéni energii a ¥, () je vibraéni (radialni)
vlnova funkce. Rovnice (1.7) bohuzel neni exaktné feSitelnd kvili obecné
komplikovanému tvaru potencialu V (r) a navic zavisi i na rota¢nim stavu molekuly
prostfednictvim vedlejsiho kvantového cCisla [. To znamend, ze rota¢ni a vibraéni
pohyb nejsou pln¢ separovatelné. Vyuziva se zde proto dvou aproximaci.

Problém se separaci rotacnich a vibracnich pohybl se fesi rozvojem druhého
¢lenu v rovnici (1.7) do Taylorovy fady a omezenim se na prvni ¢len rozvoje. Tento
pristup se nazyva aproximace malych vychylek zrovnovazné polohy, popf.
aproximace tuhého rotatoru. Komplikovany tvar potencialu V(r) se fesi analogicky,
tj. rozvojem do Taylorovy fady v okoli minima (r = 1y) a omezenim se na prvni
netrivialni (kvadraticky, harmonicky) ¢len, tj.

V) = 7 102%V(r)
(r) =V(r) + > gr2

Tento postup se nazyva harmonickd aproximace a jde vlastné o nahrazeni

(r — )%, (1.8)

komplikovaného tvaru potencialu V(r) parabolou v minimu. ReSeni rovnice (1.7)
s vyuzitim obou vyse uvedenych aproximaci vede k pfedpisu pro energii dvouatomové
molekuly ve tvaru

E, =E, + E. + V(TO);

1
Evzhw(n+5>,

z R+ R+ )
2w or?2 20,

(1.9)
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kde E,, je vibracni energie, E,. je rotacni energie, n zna¢i stupen vibracni excitace, [ je
vedlejsi kvantové Cislo (stupen rotacni excitace), w je frekvence vibrace (a)\/v , kde
k predstavuje silovou konstantu) a I, je moment setrvacnosti. Obé pouzité aproximace
jsou ve své podstat¢ pomérmné hrubé, a ackoli umoziuji rychlé vypocty vibracnich
spekter i stfedné velkych molekul, nesou s sebou fadu systematickych neptesnosti.
Skuteény potencial V(r) nema ekvidistantni hladiny ani nekone¢nou hloubku jako
harmonicky potencial. Spatné vychazeji i limity pro jadernou repulzi a disociaci. Velka
snaha je proto vénovana vyvoji novych vypocetnich metod, které by umoznily 1épe
aproximovat tvar potenciélu V (r) bez razantniho navYéeni V}'/poéetni naro¢nosti.

potencidlni energie zavisi na vychylkach z rovnovaznych poloh vsech atomi. Pro
podrobnéjsi popis odkazuji na knihu (Atkins & Friedman, 2005). Potencialni energie

v harmonické aproximaci ma tvar

=2 Z <6q16q1> 4

(1.10)

kde g; je zobecnéna soufadnice, m; je hmotnost atomu vychyleného do polohy x;

a druhd derivace je vycislena v bod¢ 0. Celkovou energii molekuly pak miiZzeme napsat

kde prvni €len pfedstavuje kinetickou energii jader a druhy ¢len predstavuje jejich

jako

potencidlni energii. Obtiznymi ¢leny ve vztahu (1.11) jsou kiiZzové ¢leny (i # j)
v potencidlni energii. Z tohoto diivodu se hleda linearni kombinace Q; ze zobecnénych

soufadnic q;, tak aby celkova energie ptesla do tvaru

AN A, 1 ,
_EZ Qi +§ZliQi, (1.12)
i i,j

kde A; mé smysl frekvence a kiizové ¢leny se nam jiz nevyskytuji. Jelikoz nékteré
kombinace Q; odpovidaji translacnim a rotatnim pohybim, tak pro né mizeme
oc¢ekavat A; = 0. Linearni kombinace Q; umoziujici separovat vibraéni mody
nazyvame normalni souradnice. Vibrace, které odpovidaji vychylkam z rovnovaznych

poloh atomti podél téchto normélnich soutadnic, ozna¢ujeme jako normalni vibra¢ni
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médy. Hamiltonian v normalnich soufadnicich pak ma tvar souctu 3N — 6
hamiltonianti linearnich harmonickych oscilatori, které odpovidaji nezéavislym

vibra¢nim pohybiim molekuly

H—3N_6 (o 1/1 1.13
_Z< (60) Q‘) -

Celkova vibra¢ni vinova funkce molekuly ¥ je tedy soucinem vlnovych funkci

jednotlivych médu a celkova vibracni energie E je pak souctem jejich energii
3N-6

W = ]_[ v, (Q),

3N-6

1
E = Z hwi (Ul'+§),

L

(1.14)

kde v; predstavuje nezavisly vibracni méd a w; je jeho frekvence.
1.3.2  Vybérova pravidla pro vibrac¢ni prechody

Zaméfme se nyni na to, jak je to s vybérovymi pravidly pro vibrac¢ni pfechody
v piipadég, kdy se neméni elektronovy stav molekuly. Dip6lovy moment molekuly fi,
zavisejici na vychylce atomil z rovnovaznych poloh, si miizeme vyjadfit pomoci

Taylorova rozvoje vztahem

aﬁ
,z:,z0+z<a—g_> Q0 + -+ (1.15)
i 70

kde i, zna&i dipolovy moment molekuly, kdy je nulova vychylka. K ptechodu mezi
vibra¢nimi stavy v; a u; jednoho vibracniho modu ve viceatomové molekule bude
dochazet, jestlize tranzitni dipélovy moment piechodu ﬁvl-ui bude nenulovy tzn.

fv;, = (vililug) # 0. (1.16)
Dosadime-li vztah (1.15) do (1.16) a soucasné se omezime na prvni dva ¢leny rozvoje

(linedrni aproximace), tak dostaneme

-

5 au
HUyu; = :u'0<vl|u )+ <6Q1

Prvni ¢len v (1.17) vymizi diky ortogonalité vlastnich stavii. Dilezité je tedy zména

) (il Qiluy). (1.17)
0

tranzitniho dipolového momentu pfechodu nikoliv jeho velikost. Druhy ¢len bude

nenulovy (v ramci harmonické aproximace) pouze v ptipadé¢ kdy v; = u; + 1.
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Fundamentalnimi pfechody jsou pak nazyvany ptfechody jednoho vibra¢niho médu
zv; = 0 dou; = 1. (Atkins & Friedman, 2005)

Dochazi-li pfi vibraci soucasné k excitaci normélniho vibraéni modu a zméné

o ot . . e y
dipolového momentu molekuly (ﬁ) # 0, oznacuje se tato vibrace jako infracervené
/0

aktivni (aktivni v IC). V piipadé aktivni vibrace v Ramanové spektroskopii musi

dochazet pii excitaci normdlniho vibraéniho moédu soucasné také ke zméné

polarizovatelnosti molekuly a, tedy (:—(j) # 0. V ptipadé molekul, které jsou
/0

symetrické tak Casto pozorujeme, Ze nékteré z vibraci jsou aktivni pouze v jedné

z vibra¢nich technik. (Atkins & Friedman, 2005)
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1.4 Metody vibracni spektroskopie

Vibracni spektroskopie je podoborem optické spektroskopie, kterd zahrnuje dvé
zakladni techniky — infradervenou spektroskopii (IC) a Ramanovu spektroskopii. IC
spektroskopie se déle jeste rozliSuje podle pouzité vinové délky infracerveného zareni
na blizkou, stfedni a vzdalenou infraCervenou spektroskopii. Metody vibra¢ni
spektroskopie jsou zalozeny na prechodech mezi stacionarnimi vibra¢nimi hladinami.
Pouzivaji se ke studiu Siroké skaly vzorkt, naptiklad Cisté pro identifikaci latky, pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu az po objasnéni molekularni struktury. Vyhodou
téchto metod také je, ze umoziuji studium vzorki za nejriiznéjSich podminek — napft.
méfeni z rizného mnozstvi vzorku, rozlicné teploty ¢i riizné fyzikalni faze (pevné
latky, kapaliny, gely apod.). Dalsi vyhodou je, ze ve vétSin€ piipadi se jedna
o nedestruktivni metody. Ramanova a IC spektroskopie jsou techniky, které jsou
navzajem komplementérni. Z tohoto diivodu se velmi ¢asto pouzivaji v kombinaci ke
studiu v§ech vibraci dané molekuly, nebot’ uréitd vibrace miize byt napt. v IC aktivni
a v Ramanov¢ spektroskopie naopak neaktivni a vice versa. To ndm umoznuje se na
stejnou oblast vibraci divat riiznymi pohledy. (Larkin, 2011)

Obé metody vibra¢ni spektroskopie — Ramanova a IC spektroskopie zahrnuji
studium interakce elektromagnetického zafeni s molekularnimi vibracemi. Odlisuji se
vSak zplusobem, jakym je energie fotonu pienesena na zménu vibra¢niho stavu
molekuly. IC spektroskopie studuje pfechody mezi stacionarnimi vibranimi stavy
molekuly vyvolané absorpci infracerveného zateni (fotonu), jehoz energie je shodna
s energetickym rozdilem dvou stacionarnich vibracnich stavii molekuly, (Larkin,
2011). V ptipadé, kdy je energie dopadajiciho fotonu mnohem vétsi, nez je energeticky
rozdil mezi stacionarnimi vibra¢nimi stavy, tak absorpce takovéhoto fotonu vybudi
molekulu do nestabilniho virtudlniho energetického stavu a ndsledné dojde k vyzatreni
sekundarniho fotonu a molekula se tak vrati do stacionarniho stavu. Je-li vlnova délka
absorbujiciho 1 vyzarfeného fotonu shodna, pak mluvime o pruzném, tzv. Rayleighove
rozptylu. V piipadég, je-li vlnova délka vyzareného fotonu odliSnd, pak mluvime
o neelastickém, tzv. Ramanové rozptylu’, (Prosser, 1989). Rozdil mezi energiemi
absorbovaného a vyzafeného fotonu se ze zdkona zachovani energie vyuZzije ke zméné

stacionarniho vibra¢niho stavu. Na Obrazku 16 pak mizeme vidét jednotlivé

>V ruské literatufe se miizeme setkat s pojmem kombinaéni rozptyl.
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energetické prechody mezi vibra¢nimi stavy pii infraervené absorpci, Rayleighové
a Ramanové rozptylu.

Nejcastéji se vibracni spektra prezentuji ve vlnocCtové Skéle ¥ (v jednotkach
reciprokych centimetri, cm™), ktera je definovana jako prevracena hodnota vinové
délky A odpovidajici frekvence vibraci, (Schrader, 1995). Vibrac¢ni spektra jsou
specificka a jedine¢na pro kazdou molekulu tak jako otisk lidského prstu. Vibracni
pasy v Ramanovych a IC spektrech jsou charakterizované obvykle vinodtem ¥,
intenzitou a tvarem a zaviseji na sloZzeni a hmotnosti atomi, geometrickém uspotadani,

chemickych vazbach apod, (Larkin, 2011).

Virtualni energetické stavy

Y
hy, hvg hv, hvag m
2
g,
3 (]
2
Vibraéni energeticke stavy
. 1
AE{ Ramanuv rozptyl
= - - —0
IC absorpce Stokesova vétev Anti-Stokesova vétev
Rayleighdv rozptyl

Obrazek 16: Schéma energetickych prechodli mezi vibracnimi stavy pfi
infratervené absorpci, Rayleighové a Ramanov€ rozptylu, pievzato
z (Jilek, 2019)

Metody vibraéni spektroskopie mizeme rozsitit zavedenim optické aktivity. Tim
ziskame chiralnég citlivé varianty metod vibracni spektroskopie. Souhrnné se pro tyto
metod jsou vibraéni cirkulari dichroismus (VCD) — chiralné citliva varianta IC
spektroskopie a Ramanova optickd aktivita (ROA) — chirdln€ citlivd varianta
Ramanovy spektroskopie, které rozebereme pozdéji v dalSich kapitolach. Taktéz jsou
to metody komplementarni, které se kombinuji pro ziskdni komplementarnich

informaci o studovanych systémech. (Nafie, 2011)
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1.4.1 Ramanova spektroskopie

Rozptyl svétla lze popsat klasicky pomoci oscilujicich dipolt, které jsou
indukovany v molekule dopadajicim elektromagnetickym zafenim. Svételné fotony se
pak mohou rozptylit pruzné — Rayleighliv rozptyl, anebo nepruzné — Ramantiv rozptyl.
Nicméné vétSina fotona se rozptyli pruzng, ale jen velmi malo nepruzné (z jednoho
milionu fotonl se piiblizn¢ jeden rozptyli nepruzné — velmi slaby jev, dle (Kapitan,
2006). (Larkin, 2011)

Ramantv rozptyl je pojmenovan po svém objeviteli C. V. Ramanovi, ktery po
ozéateni vzorku monochromatickym svétlem pozoroval v rozptyleném zéafeni vyjma
budici ¢ary (Rayleightiiv rozptyl) jesté dalsi slabsi linie, které byly kolem ni symetricky
rozmisténé. Zjistilo se, ze vzdalenosti téchto linii od centralni ¢ary (na vinoctové skale)
nezévisi na vlnové délce pouzitého monochromatického zateni a jsou charakteristické
pro kazdou latku. (Prosser, 1989)

Jak Raylegihtiv, tak Ramaniv rozptyl jsou dvoufotonové procesy rozptylu svétla.
Excita¢ni foton je molekulou absorbovan a dojde k jejimu vybuzeni ze zakladniho do
virtudlniho stavu. Tento stav molekuly je nestabilni a dojde tak k vyzafeni
sekundarniho fotonu. V piipadé Rayleighova rozptylu je vinova délka sekundéarniho
fotonu shodnd s vlnovou délku dopadajiciho fotonu a molekula tak ptfejde zpét do
zakladniho stavu. Pro Ramantv rozptyl se vinové délky primarniho a sekundarniho
fotonu neshoduji a molekula ndm z virtudlniho stavu pifejde do prvniho excita¢niho
vibra¢niho stavu. Foton tedy pred4 ¢ast své energie molekule, kterd ji vyuzije na
zménu svého vibracniho stavu. Jak ukazuje Obrazek 16, existuji dva typy Ramanova
rozptylu — Stokestiv a anti-Stokestiv Ramantv rozptyl. Stokestiv odpovida situaci, kdy
molekula byla pivodné v zakladnim vibra¢nim stavu, zatimco anti-Stokestiv odpovida
pfipadu, kdy molekula byla plivodné v excitovaném vibra¢nim stavu. Na zakladé
zakona zachovani energie, pak mizeme psat (viz Obrazek 16)

hvg as = hvg 1 + (E1 — Ep), (1.18)
kde v 45 je frekvence sekundarniho fotonu (index S, resp. AS znaci Stokesovilv, resp.
anti-Stokestiv Ramaniiv rozptyl), v ; je frekvence dopadajiciho (primarniho) fotonu,
E,, resp. E; je energie zakladniho, resp. prvniho excita¢niho vibra¢niho stavu (plati
E; > E,), h je Planckova konstanta a poradi indext si odpovida (index S odpovida
indexu 0 a znaménku minus). Namétfené spektrum tak tedy obsahuje Stokesovu a anti-

Stokesovu vétev Ramanova rozptylu a centrdlni budici linii odpovidajici Rayleighové
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rozptylu, kterou je nutno potlacovat podle Ramanova (vlnoctového) posuvu, viz
Obrazek 17. V praxi se vSak vyhradné méti Stokesova vétev, protoze ma véetsi
intenzitu. Za béznych teplot je podle Maxwellova-Boltzmanova zdkona vétSina
molekul v zékladnim vibra¢nim stavu. Pro intenzitu Ramanova rozptylu I pfiblizné

plati
2

Jda
Iy & V4 N <%) , (1.19)

kde v je frekvence excitacniho zafeni, I, je intenzita excitacniho zafeni, N je pocet
molekul, & je polarizovatelnost molekuly a Q mé vyznam soufadnice. Diky zavislosti

na koncentraci molekul ve vztahu (1.19) miize byt Ramanova spektroskopie vyuzita
o o aa\? . . oy
ke kvantitativni analyze. Clen (£) nam urcuje podminku na pozorovatelnost urcité

vibrace. Aktivni vibrace v Ramanovée spektroskopii jsou pouze ty, pti kterych se méni

Jda

polarizovatelnost molekuly, ( aQ) # 0. (Larkin, 2011)
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Obrazek 17: Priklad Ramanova spektra s obéma ¢astmi — Stokesova a
anti-Stokesova; upraveno z (Nasdala et al., 2004)
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1.4.2 Instrumentace Ramanovy spektroskopie

Ve vétsing pripadi jsou Ramanovské spektrometry disperzni a jsou konstruovany
tak, aby potlacily rozptylené Rayleigho zafeni pii detekci Ramanova rozptylu.
Spektrometr se sklada ze zdroje zateni, kterym je laser s vinovou délkou z viditelné,
UV ¢i blizké infracervené oblasti, dale jsou v ném sbérné optické prvky, spektralni
analyzator (monochromator ¢i interferometr) a detektor. V zéavislosti na excitatnim
zafeni se musi volit materidl optickych prvki spolu s typem detektoru. Konstrukce
téchto spektrometri se musi vyrovnavat se dvéma protichidnymi konflikty — opticka
propustnost a spektralni rozliSeni. Dfive se Ramanova spektra méfila skenovacim
ptistupem (dvojity monochromator). Rozvoj vysoce uc¢innych filtrii potlacujicich
Rayleigho rozptyl umoznil pouziti jediné mfizky. NejpouzivanéjSimi filtry jsou
holografické notch filtry nebo edge (hranové) filtry. Jako detektory se dnes vyhradné
pouzivaji CCD ¢i CMOS detektory, které vyrazné zlepSily pomér signal/Sum a zkratily
¢as méfeni (spektrum je méfeno najednou). Bohuzel tyto detektory maji omezeny
pocet pixelti a experimentator musi volit mezi spektralnim pokrytim a rozliSenim.
(Larkin, 2011)

Jelikoz rozptylené zareni (Rayleighovo 1 Ramanovo) je vSesmérové, tak
v zévislosti na whlu rozptylu jsou moznd jakdkoli experimentdlni uspotfadani.
NejcCastéji se pouzivaji dvé zakladni geometrie — geometrie pravouhlého (90°)
a zpétného rozptylu (180°), které miizeme vidét na Obrazku 18. Ob¢ geometrie jsou
efektivni, ale vétSina modernich systému pouziva geometrii zpétného rozptylu,

zejména pak Ramanovské mikroskopy, (Smith & Dent, 2019).

a) ﬁ —> Ke spektrometru

Laser

b) Laser = UR_

Al

—> Ke spektrometru
\ —
{'\_

Obrazek 18: Geometrie Ramanova spektrometru:
a) pravouhld geometrie, b) geometrie zpétného
rozptylu; upraveno z (Larkin, 2011)
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1.4.3 Infracervena spektroskopie a jeji instrumentace
Infradervena spektroskopie (IC) je zaloZena na absorpci infraderveného zafeni,
kterou ndm popisuje Lambertiv-Beertv zdkon
G =cy-1074 =, - 1075, (1.20)
kde ¢ je vystupni zativy tok svétla, ¢y je vstupni zafivy tok svétla, A je (dekadickd)
absorbance, ¢ je (dekadicky) molarni absorpéni koeficient, ¢ je molarni koncentrace
absorbujicich molekul a [ je tloustka vzorku. NejcCastéji se infraCervena spektra

ziskéavaji mefenim transmitance (propustnosti) vzorku 7, ktera je rovna

¢
T=— (1.21)
bo
Absorpce ¢i absorpcni koeficient a je pak roven
a=1-r, (1.22)

ktery je potiebny k ziskani infracerveného spektra. (Schrader, 1995)

K méfeni infraervenych spekter se pouzivaji dva experimentdlni pfistupy.
Prvnim je méfeni propustnosti pomoci disperznich spektrofotometrii obsahujicich
monochromator. VétSinou se vzorek umistuje mezi monochromator a detektor
(u nekterych pftistrojii je vzorek umistén az za monochromator). Principem fungovani
je porovnavani intenzit zéfeni jednotlivych vlnovych délek, ziskanych pomoci
monochromatoru bez pfitomnosti vzorku ve vzorkové ¢asti (pfipadné s pfitomnosti
referen¢niho vzorku), s intenzitami ziskanymi pii prichodu zkoumanym vzorkem ¢i
latkou, ¢imz ziskame propustnost vzorku 7. (Prosser, 1989)

V dnesni dobé jsou jiz témét vSechny komercni infraCervené spektrometry
zalozeny na sbéru interferometrickych dat. Takovéto spektrometry vyuZivaji
k naméfeni infracervenych spekter Fourierovu transformaci — FTIR® spektroskopie.
V téchto pfistrojich neni pfitomen monochromator ale interferometr (napf.
Michelsontiv, schéma viz Obrazek 19). DéEli¢ svazku zplsobi rozdéleni zatfeni na dva
paprsky. Jeden paprsek se odrazi od pevného zrcéatka a po prichodu vzorkem dopada
na detektor. Druhy se odrézi od pohyblivého zrcatka a také po prichodu vzorkem
dopada na detektor, kde spolu tyto dva paprsky interferuji. Poloha pohyblivého zrcatka
urcuje, jestli bude interference konstruktivni ¢i destruktivni. Vysledkem je

interferogram, ktery se ziskal méfenim intenzity zafeni vzhledem k poloze

& Z angl. Fourier transform infrared
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pohyblivého zrcatka a predstavuje Fourierv obraz spektra. Pomoci vypocetni
techniky je infracervené spektrum ziskano zpétnou Fourierovou transformaci.
Takovato konstrukce spektrometrii skyta fadu vyhod. Prvni z nich je multiplexova
(Felgettova) vyhoda a s ni i zkraceni méficiho Casu, lepSi pomér signal/Sum a velka
propustnost pro optické zatreni (tzv. Jacquinotova vyhoda). Podrobnéjsi popis miizeme

nalézt napt. v (Larkin, 2011) nebo (Diem, 2015).

Pevné zrcadlo

ry

Cocky

Zdroj zafeni e

Pohyblivé zrcadlo
Cocky

Detektor

Obrazek 19: Schéma Michelsonova interferometru, ;
upraveno z (Larkin, 2011)

37



1.5 Vibracni opticka aktivita

Vibracni optickd aktivita je souhrnny termin pro chiroptické (chiralné citlivé
varianty) infraCervené a Ramanovy spektroskopie. V piipadé infracervené
spektroskopie se jednd o vibracni cirkularni dichroismus (VCD) a v ptfipadé
Ramanovy spektroskopie se jednd o Ramanovu optickou aktivitu (ROA). Jsou to
metody komplementarni a velmi Casto se spolu kombinuji, nebot’ kazda z nich nam
dava trochu jiny pohled na zkoumanou latku. Proc€ je dobré tyto metody kombinovat
muzeme nazorné vidét v ¢lanku (Tam et al., 1997), kde jsou porovnavana spektra
velmi podobnych molekul — 1-amino-2-propanol a 2-amino-1-propanol. Ukazalo se,
ze tyto molekuly mély ROA spektra velmi podobna, ale zcela rozdilnd VCD spektra.
Teorie 1 experimentalni instrumentace je u VCD zna¢né jednodussi nez u ROA, (Nafie

et al., 1994).

1.5.1 Chiralita a opticka aktivita

Pojmy chiralita a opticka aktivita spolu uzce souviseji. Nejcastéji a nejintuitivnéji
je chiralita pro molekuly definovéana tak, Ze molekula je chiralni, pokud ji nelze
ztotoznit s jejim zrcadlovym obrazem. Jednoduchou piedstavou mohou byt lidské
ruce, které taktéZ nelze ztotoZnit se svymi zrcadlovymi obrazy. Dal§i mozna definice
chirality mize byt pomoci prvkl symetrie tvotici grupu. (Nafie, 2011)

Vétsina biologicky vyznamnych molekul vykazuje chiralitu. Pfikladem mohou
byt proteiny, aminokyseliny, cukry, ale i napt. DNA. Zdrojem chirality v téchto
latkach je vétSinou Ctyfvazny uhlik (oznaceni * na Obrazku 12), ktery je vazan ke
¢tyfem riznym skupindm ¢i prvkim a predstavuje tak chirdlni centrum molekuly
(stereocentrum). Existuje vice konvenci, jak specifikovat stereocentrum. Prvni je
zaloZena na Fisherové projekci a vede k oznaceni L a D, se kterym se mizeme setkat
prevazné u aminokyselin, cukrt a peptidii. Jinde se vSak pouziva oznaceni R (rectus —
pravy) a S (sinister — levy), které je zaloZeno na priorité navazanych skupin — Cahniiv-
Ingoldiiv-Prelogiiv systém. Dalsi znaceni se odviji od toho, zda dana latka staci rovinu
polarizovaného svétla po sméru hodinovych rucic¢ek (+) nebo proti sméru hodinovych
rucicek (—).

Chiralni molekuly majici stejné chemické slozeni, ale odlisné optické vlastnosti

se nazyvaji enantiomery. Jsou to tedy latky, které maji odliSnou absolutni, ale stejnou
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relativni konfiguraci. Dva enantiomery téze latky staceji rovinu polarizovaného svétla
pfesné opacné. Souvislost optické aktivity a chirality je dana tim, Ze opticka aktivita
je rozdil odezvy chirdlni molekuly pro pravotocivé a levotocivé kruhové polarizované
svétlo. Tuto rozdilnou odezvu miizeme pozorovat pomoci metod vibracni optické

aktivity.
1.5.2 Ramanova opticka aktivita — ROA

Ramanova opticka aktivita (ROA) je chirdln¢ citlivd varianta Ramanovy
spektroskopie. Jedna se o metodu diferencni — méti se rozdilna odezva molekuly vici
pravotoCivé a levotocivé kruhoveé polarizovanému zafeni. Je tedy definovéana jako
rozdil intenzity Ramanova rozptylu mezi pravotocivé a levotoc¢ivé kruhoveé
polarizovanym dopadajicim nebo rozptylenym zarenim, (Nafie, 2011). Tento rozdil je
oproti piivodnimu Ramanovskému signdlu mens$i o 3 az 5 tadu, (L.D. Barron &
Buckingham, 1971).

Existuji Ctyfi varianty ROA experimentu, tzv. modulacni schémata. Ta jsou
uvedena na Obrazku 20, kde E, a E; jsou vibracni energetické hladiny. Pivodni
metodou je ICP (incident circular polarization), na které byly zaloZeny prvni méfent,
viz (L. D. Barron et al., 1973a), (L. D. Barron et al., 1973b) a (Werner Hug et al.,
1975). VICP se méfi rozdil intenzit nepolarizovaného rozptyleného zafeni pro
dopadajici pravoto¢ivé a levotodivé kruhové polarizované zafeni (IR — I%). ICP
modulaéni schéma vyuziva 1 ROA spektrometr vybudovany na Fyzikalnim ustavu
MFF UK v Praze, jehoz podrobna konstrukce je popsana v (Hanzlikova et al., 1999).
Dalsi variantou je SCP (scattered circular polarization), pfi které se méfi rozdil intenzit
pravotoCivé a levotoCivé kruhové polarizované komponenty rozptylené¢ho zateni
(I —Ir). Vtéto varianté je budici zafeni bud linearné polarizované, nebo
nepolarizované. Na této varianté je zalozen naptiklad komeréni ROA spektrometr od
firmy Biotools, Inc. Prvni konstrukce tohoto modula¢niho schématu je popsana
v (Spencer et al., 1988). Zbylé dvé metody jsou si velmi blizké. U nich je vzdy budici
zateni kruhové polarizované a nasledné se detekuje rozptylené zateni, které ma stejnou
¢i opaénou kruhovou polarizaci, DCPi: IR — IF, DCPy: Is — IR (dual circular
polarization). Na zavér uvadime definice jednotlivych modulacnich schémat pro
jakykoli vibracni ptechod mezi stavy ev a ev’ (e znaci elektronovy stav a v, v’ rizné

vibraéni stavy) zahrnujici vibraéni mod a
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ICPROA (Al)&yev = UDévev — UGy ev
SCPROA (AI*)¢y.ev = UR)ev.ev — UL )evev,
DCPiROA (AlD%yev = UR)ev,ev — UL ev
DCPuROA (A)Gyev = UD)vev — URGv ev

(1.23)

kde dolni indexy maji vyznam polarizace budiciho zafeni a horni indexy maji vyznam
polarizace rozptylené¢ho zéafeni. Stejn¢€ jako u Ramanovy spektroskopie jsou u ROA
experimentl mozna rizna geometrickd usporaddani. Nejvyznacnéjsi jsou geometrie
zpétného, dopiedného a pravouhlého rozptylu. V dnesni dobé pfevazuje geometrie
zpétného rozptylu, kterd je pro intenzitu ROA signédlu nejvhodnéjsi, (Hecht et al.,

1989). (Nafie, 2011)

Al, = 1R -IL AI* = Ig - If
ICP-ROA SCP-ROA

ev {

-}

Ay =1} -1F Ay =1I¢ - I
DCP,-ROA DCP,-ROA

Obrazek 20: Metody méfeni ROA;
upraveno z (Nafie, 2011)
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1.5.3 Teorie ROA

Intenzita rozptyleného zateni I na molekule s komplexni polarizovatelnosti @,p
interagujici s jednotkovymi komplexnimi polarizacnimi vektory budiciho elektrického
pole e”;; a rozptyleného elektrického pole é¢ je dana vztahem

1(89, &) = 90K (|6 aqpéi’), (1.24)
kde lomené zavorky predstavuji stiedovani pies vSechny orientace polarizovatelnosti
v molekule vzhledem k laboratorni soustavé a * zna¢i komplexni sdruzeni. Ve vztahu
(1.24) se pouziva Einsteinova sumacni konvence pro vsechny opakujici se dolni fecké
indexy. Konstanta K zahrnuje zavislost rozptylu na frekvenci rozptyleného zafeni wg,
magnetické permeabilitd ), elektrické intenzité budiciho pole E© a vzdalenosti mezi
rozptylujici molekulou a detektorem R vztahem

K = o (BeE) 125
90 AR
V ptipadé Ramanovy optické aktivity vSak misto komplexni polarizovatelnosti
molekuly @4, kterd je zodpove€dna za Rayleightiv a Ramantiv rozptyl, musime vzit

komplexni rozptylovy (Ramaniv) tenzor d,g, ktery ma tvar

1 . -
aaﬁ = aﬂ!ﬁ + E I:E},-aﬁ?’l:gGa}, + E},gangg},ﬁ
; (1.26)
+ 3 (wony Auys — wﬂnﬁﬁﬂ,ya)]-

kde &,4p, je Levi-Civitiv antisymetricky tenzor tfetiho fadu, wy je frekvence budiciho
zéfeni, nl, a nd jsou postupné propagaéni vektory pro budici a rozptylené zéafeni, c je
rychlost svétla. Ze vztahu (1.26) tedy vidime, Ze Ramantiv tenzor kromé komplexni
polarizovatelnosti @, obsahuje navic jesté dalsi Ctyfi tenzory Guy, Gyp. Aqyp
aﬂﬁ,ya. Ty se souhrnné oznacuji jako tenzory Ramanovy optické aktivity (ROA
tenzory). Konkrétné vSak Gay, g}B jsou tenzory magnetické dipolové optické aktivity
a Aa,yﬁ, ﬂﬁjya jsou tenzory elektrické kvadrupolové optické aktivity. (Nafie, 2011)
Uvéazime-li ptipad, kdy frekvence budiciho zatfeni je dostatecné vzdalend od
frekvenci odpovidajicich elektronové absorpci dané molekuly, tak lze provést
nerezonancni pfibliZzeni (aproximaci). V této aproximaci se nadm jednotlivé vyse
zminéné (obecné komplexni) tenzory zjednodusi — tenzor polarizovatelnosti a dva

tenzory elektrické kvadrupolové optické aktivy se omezi pouze na redlnou Cast a dva

41



tenzory magnetické dipdlové optické aktivity budou mit pouze imaginarni cast.

V ramci této aproximace tenzory nabyvaji nasledujiciho tvaru

Cap _theg oz Rel(glialeXelagla)].

e+tg
, 2 w . _
GCap =—5 ﬁlm[(glualeﬂelmﬁlgﬂ' (1.27)
e+g
Rapy =7 ) = 7 arRel(gliale)eldg, o))
exg

kde fi,, resp. éﬁy je operator elektrického dipdlového, resp. kvadrupolového momentu,
Mg je operator magnetického dipolového momentu a wey = w, — wy je Ghlova
frekvence pii prechodu mezi stavy e a g. V nerezonancni aproximaci jsou nasledujici

tenzorové invarianty nezavislé viici volbé kartézskych soufadnic (s rotaci molekuly se

v dané vztazné soustavé nemeni)
, 1
Bla)? = E(Baaﬁaaﬁ — @ualpp),

1
B(G)* = 5(36‘5;:,36 «f — %aaGgp):

1
B (A% =< (mnaaﬁ‘ga?é‘Ay.Sﬁ ): (1.28)
1
a — 3 aﬂ’l’ll
. 1
G = 3 ~G ge-

V ramci této aproximace muzeme pomoci vySe zminénych tenzorovych invariantt
zapsat obecné vztahy pro soucet cirkularnich intenzit (CIS — Ramantiv signal) a pro
jejich rozdil (CID — ROA signal), které maji tvar

IR + 1" = 4K[D;a? + DB (a)?],

1.29
IR -k = 8TK[Dgch' + D,B(G)? + DsB(A)?]. (1:29)

Jednotlivé parametry D; jsou riizné pro modulacni schémata a geometrie experimentu.
Hodnoty jednotlivych parametra D; pro jednotlivda modulacni schémata v geometrii
zpétného rozptyly jsou uvedeny v Tabulce 2. (Nafie, 2011)

V teorii ROA se zavadi diferen¢ni cirkularni intenzita A. Jedna se o bezrozmérnou
veli¢inu, ktera je analogii k poméru anizotropie zavadéné u VCD. Je definovéna jako

pomér ROA signalu ke zdrojovému Ramanovu signalu
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IR—IL
NGEYE

a je uzitena pro hodnoceni kvality ROA spekter.

A (1.30)

Tabulka 2: Hodnoty parametrii D; pro jednotlivda modulacni schémata v geometrii
zpétného rozptylu (180°), dle (Nafie, 2011)

Modulaéni
Dy D, D; D, Ds
schéma
ICPy 45 7 0 12 4
SCPy 45 7 0 12 4
DCP; 0 6 0 12 4
DCPn 45 1 0 0 0

Pozn. u...nepolarizované zatreni

1.5.4  Vibracni cirkularni dichroismus (VCD) a jeho teorie

Absorp¢ni spektra latek mizeme také ziskat pouzitim kruhové polarizovaného
excita¢niho zatfeni. Pro achirdlni molekulu jsou absorpcni spektra ziskana pravotocive
a levotocivé kruhove polarizovanym zafenim totoznd. Pro chirdlni molekulu tomu tak
vS8ak neni. Specidln€ zrcadlovou symetrii absorpénich spekter vykazuji dva
enantiomery téze latky. Metoda optické spektroskopie, ktera méti rozdil absorbanci
mezi levotoCivé a pravotoCivé kruhové polarizovanym zafenim, se nazyva cirkularni
dichroismus (CD). Vyuziva-li se v CD infracervené zéieni, tak se jedna o chirdlné
citlivou (chiroptickou) variantu IC spektroskopie, ktera se nazyva vibraéni cirkularni
dichroismus (VCD). Tato metoda je komplementarni k ROA spektroskopii, a proto se
velmi Casto spolu kombinuji. (Stephens et al., 2012)

Vibracni cirkularni dichroismu je definovan jako

AA = A — Ag, (1.31)
kde A;, Ag jsou postupné absorbance latky levoto¢ivym a pravoto¢ivym kruhoveé
polarizovanym zafenim a AA se oznacuje jako diferencialni absorbance. Schéma
procesu absorpce je uvedeno na Obrazku 21. Pouzitim Lambertova-Beerova zékona
l1ze AA vyjadtit pomoci diferencidlniho molarniho extinkéniho koeficientu A jako

AA = (Ae)cl = (g, — eg)cl, (1.32)
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kde g, resp. €z je molarni extinkéni koeficient pro levotoCivé, resp. pravotocive
kruhové polarizované svétlo, ¢ je molarni koncentrace latky a [ je optickd draha. Pomér
Ag—g se nazyva pomér anizotropie, ktery je obvykle pro VCD mensi nez 10~#, (Stephens
et al., 2012). Z pocatku bylo méfeni VCD spekter limitovano optickymi prvky
(zejména polarizatory a detektory). Jedno z prvnich méfeni VCD na disperznim
skenovacim piistroji provedl (Osborne et al., 1973). V dnesni dobé vSak dominuji
VCD spektrometry, které ziskavaji spektrum zpétnou Fourierovou transformaci
z interferogramu (podobné jako infracervené spektrometry). Piikladem muze byt
komeréni spektrometr druhé generace Chiral/lR-—2X™, ktery navic k potlageni
artefaktl méfeni vyuzivd dva fotoelastické modulatory — patent DualPEM™, viz
(Nafie & Dukor, 2002). Pro podrobnéjsi popis instrumentace a novych pfistupl
odkazuji na (Keiderling, 2018).

E, i
IS EJD

Eo

A, Ag

Obrazek 21: Energetické znazornéni prechodu ze zékladniho Eo¢ do
prvniho excitovaného stavu E; molekuly, zptsobené levotociveé a
pravoto€ive kruhové polarizovanym svétlem, upraveno z (Nafie, 2011)

V tomto odstavci jen nastinime zékladni uvahu a vztahy pro VCD spektroskopii.
Pro detailnéjsi odvozeni v€etné jednotlivych krokd odkazuji na publikace (Nafie,
2011) ¢1 (Stephens et al., 2012). Obecné cirkularni dichroismus, a tedy i1 vibracni
cirkularni dichroismus ma ptivod v rotacni sile R

R = Im(j - m), (1.33)

kde [i je elektricky dipolovy moment pfechodu a 7 je magneticky dipolovy moment
ptechodu, ktery je nezbytny pro objasnéni VCD spekter. Pro obecny prechod mezi
zakladnim 1), a excitovanym i), stavem jsou dipolova D, a rotaéni sila R, definovany,

dle (Nafie, 2011) jako

D, = (lpolﬁllpa)* ) (1/Ja|ﬁ|1/)o).

. . (1.34)
Ra = Im[(olfiliha) - (Palmiliho)].
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Diky tomu, Ze rotac¢ni sila je skalarnim souc¢inem dvou riznych vektora ptechodovych
momentl, tak miize nabyvat pozitivnich (maji stejny smér), negativnich (maji opacny
smér) nebo nulovych hodnot v piipadé, Ze jsou vektory piechodovych moment
ortogonalni. Pouze chirdlni molekuly maji nenulové hodnoty rotacni sily. Pro
diferencialni molarni extinkéni koeficient Ae a molarni extinkéni koeficient & pak

muzeme psat

) 323N .
(V) = 30500me 1n(10)z Rafa(@),
a

- (1.35)
v .
£(7) = so5or s > Dafu(¥),

3000hc In(10)

kde N je pocet atomi molekuly, ¥ je vinocet zafeni, h je Planckova konstanta, ¢ je
rychlost svétla a f, piedstavuje tvar absorpéniho pasu. Pro pomér anizotropie
Ja spojeny s pfechodem ze zékladniho do excitovaného stavu (Y, — ¥,) mizeme
obecné pro VCD psat

_Ae(V) 4R, (V)
9e =@ ~ D)

(1.36)
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1.6 Interpretace vibracnich spekter

Interpretaci vibracnich spekter lze provadét tfemi rliznymi metodami. Prvni
metodou je tzv. empiricka. Jak jiz znazvu je patrné, je zaloZena na empirii
(zkuSenostech ¢i poznani), nebot’ vibracni spektra Ize rozlozit do oblasti, které jsou
specifické pro ur¢ité vibrace. Naptiklad oblast 27004000 cm™!, ktera je typicka pro
valen¢ni vodikové vibrace (X-H), nebo tzv. oblast otisku prstu (angl. fingerprint, cca
800 az 1800 cm™), ktera je jedinecna pro kazdou molekulu ¢&i latku. Dal§i moznosti,
jak empiricky interpretovat spektra je pomoci srovnavani spekter latek, které jsou si
velmi podobné. Takovouto intepretaci spekter lze nalézt napt. v ¢lanku (Bell et al.,
1997a), kde porovnavali naméfend spektra riznych nukleotidii (napf. cytidin
a 2’-deoxycytidin nebo uridin, 2"-deoxyuridin a 5-methyluridin). Na zaklad¢ rozdilt —
intenzitnich zmén, vinoc¢tového posunu pési nebo objeveni se novych pasi je pak
mozné popsat trend ve vibracnich spektrech a charakterizovat jednotlivé pasy ¢i
oblasti.

Dalsim zptisobem, jak interpretovat spektra, je statisticky zptsob. Existuje
nékolik riznych metod, které 1ze pouzit, napt. analyza hlavnich komponent (PCA —
Principal Component Analysis) nebo faktorova analyza, konkrétné napft. jeji metoda
SVD (Singular Value Decomposition). V obou ptipadech je cilem zjednodusit si velké
mnozstvi vstupnich dat (spekter), aby mohly byt rozpoznany korelované znaky.
Statisticky zplisob se vyuZiva zejména na sérii namétenych spekter. Ptikladem muze
byt méteni pH ¢i koncentracnich zavislosti Ramanovych spekter, které prezentujeme
ve vysledkové CcCasti této prace. Ze statistického zpracovani pak Ize snadno
identifikovat nejen spektralni zmény ale napft. 1 rizné formy, ve kterych se latka mize
vyskytovat. Statistick¢ metody lze vyuzit 1 k intenzitni normalizaci a odectu pozadi,
viz (Palacky et al., 2011).

Posledni zptsob intepretace spekter je na zdkladé porovnani s teoretickymi
vypocty (simulacemi spekter), které nam umoziuji ziskat vice informaci o konfiguraci
latky. Soucasny pfistup k simulacim Ize nalézt napi. v (Mutter et al., 2015). Zakladni
pfistupy jsou Cisté ab initio ¢i metody vyuZzivajici teorii hustotniho funkcionalu.
Prvnim krokem simulace spekter je vybér vhodného konformeru, ktery se nejcastéji
urcuje geometrickou optimalizaci (identifikace lokalniho minima na potencidlni
energetické plose). Poté nasleduje vypocet frekvenci a intenzit vibra¢nich pasi.

Velkou roli pii simulacich hraji pouZzité modely rozpoustédla, nebot’ ve vétSiné piipadi
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je studovand latka rozpusSténa v néjakém rozpoustédle. Modely rozpoustédla lze
rozdélit do dvou hlavnich skupin na implicitni a explicitni. V pfipadé implicitnich
modela je latka uzaviena v dutin€ a rozpoustédlo je charakterizovano permitivitou.
Naopak u explicitnich modelt je latka pifimo obklopena molekulami rozpoustédla. Pii
simulacich ¢asto dochazi ke kombinovani téchto modeld — do systému jsou ptidany
molekuly rozpoustédla ptimo interagujici s latkou ¢i piimo celd prvni solvatacni
obalka, a to vSe je uzavieno do kavity. Pomoci vypocetnich metod 1ze vSak bézné
simulovat vibra¢ni spektra jen malych az stiedné velkych molekul (do cca 100 atomil).
V posledni dobé¢ vSak byly vyvinuty aproximativni pfistupy, které tento limit umoziuji
ve specialnich ptipadech az n€kolikandsobné prekrocit, (Kessler et al., 2015).

V nasi praci se pohybujeme na trovni empirického a statistického ptistupu

intepretace spekter.
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2. Cile

Hlavnim cilem této diplomové prace je systematickd charakterizace rtznych

nukleotidii a jejich samouspofadani pomoci Ramanovy spektroskopie a jeji chiralné

citlivé varianty — ROA. Chceme zjistit, jak jsou ROA spektra nukleotida citliva na

zmény fyzikalné-chemickych podminek, a zda by mohla byt vyuzita pro nésledny

vyzkum vlastnosti a chovani nukleotidovych samouspotadani, ptredevsim aglomerati

G-tetrad. Velmi nas zajimd, jak informacné bohaté¢ jsou v ROA spektrech oblasti

valen¢nich vodikovych vibraci a oblasti nizkych vlnoctl, které doposud nebyly

studovany.

Dil¢i cile této prace lze uvést v nasledujicich bodech

1.

Zmeéteni kvalitnich ROA spekter adenosin-5"-monofosfatu (5'-rAMP)
a guanosin-5"-monofosfatu (5’-rGMP) v dobfe definovaném ndbojovém
stavu, v celé oblasti fundamentélnich vibraci a nasledné jejich porovnani
s jiz diive publikovanymi spektry.

Charakterizace nabojovych stavli série nukleotidd, stanoveni jejich pKu
disociac¢nich konstant na zéklad€ spekter Ramanova rozptylu, srovnani
ziskanych vysledkd s literaturou a nalezeni vhodného pH pro méfeni ROA
spekter riznych nabojovych forem jednotlivych nukleotidii. Zméteni ROA
spekter riznych nabojovych stavii vybraného nukleotidu a analyza
pozorovanych rozdild.

Popis spektralnich zmén spojenych s riznou polohou fosfatu u vybraného
nukleotidu (napt. adenosinmonofosfatu) v Ramanovych a ROA spektrech.
Charakterizace spektralnich rozdili v Ramanovych a ROA spektrech
vyvolanych zaménou ribosy za 2"-deoxyribosu.

Charakterizace  spektralnich  projevil  spojenych se stohovanim
(stackingem) purinovych nukleotidli v Ramanovych a ROA spektrech.
Stanoveni podminek tvorby aglomerati G-tetrad v ptfitomnosti sodnych
a draselnych iontl a specifikace charakteristickych spektralnich markeri
tvorby téchto aglomeratii v Ramanovych a piedev§im v ROA spektrech.
Charakterizace vlivu zvySené koncentrace sodnych a draselnych iontii na

tyto procesy.
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3. Metody

V této kapitole jsou popsany pouzité vzorky a jejich pfiprava pro meéfeni
vibracnich spekter. Nasleduje popis Ramanova a ROA spektrometru, které jsme
vyuzivali, a popis zpracovani a vyhodnoceni experimentalnich dat, ktery byl z velké
¢asti zalozen na pouziti multidimenzionalnich statistickych metod — faktorové

analyzy.
3.1 Vzorky a laboratorni vybaveni

V této diplomové praci byly pouzity komeréné¢ dostupné vzorky jednotlivych

mononukleotidd, jejichz vycet je nasledujici:

— Adenosin (1400)%°,

— Adenosin-5"-monofosfat (5-rAMP, 01930)>",

—  2’-deoxyadenosin-5’"-monofosfat (5'-dAMP, D-6250)"",

— Adenosin-3’"-monofosfat (3'-rAMP, A-9272)%",

—  Adenosin-2"-monofosfat (2°-rAMP, A-9396)%",

— Adenosin-3",5 -cyklickymonofosfat (3°,5 -cAMP, A-6885)!"",

—  Cytidin-5"-monofosfat (5"-rCMP, C-1006)>",

—  2’-deoxycytidin-5"-monofosfit (5'-dCMP, D-7625)"",

— Guanosin-5"-monofosfat (5-rGMP, G-8377)*"",

— Guanosin-5"-monofosfat (5'-rGMP, NG09355)%°,

—  2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat (5'-dGMP, D-9500)'"",

—  2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat (5"-dGMP, ND02996)>°,

—  2’-deoxythymidin-5"-monofosfit (5'-dTMP, T-7004)"",

—  Uridin-5"-monofosfat (5"-rtUMP, U-6375)>",
kde horni Ciselny index znaci formu vzorku — volné kyselina (0), sodna stl (1), hydrat
sodné soli (1h), disodné sil (2), hydrat disodné soli (2h) a symboly znaci vyrobce:
* — Sigma Aldrich (nyni Merck), o — Carbosynth a o — P-L Biochemicals, Inc.
Produktova ¢isla a zkratky jednotlivych nukleotidii jsou uvedeny v zédvorkach tak, jak

je dale vyuzivame v této praci. Ve vSech ptipadech se jednalo o bil¢ krystalické prasky.
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Pro piipravu vzorkl byly pouZity standardni laboratorni nastroje (pipety, ...),
spotfebni material (eppendorfky apod.) a nasledujici pfistroje: digitalni analytické
vahy — Mettler Toledo AG245, vortex, ThermoMixer comfort od fy. Eppendorf,
centrifuiga — GMCLab™ Gilson™ (minicentrifuga), lyofilizaitor — SCANVAC
CollSafe™ a pH metr — Thermo Orion model 350 PerpHecT logR meter.

3.2 Priprava vzorku

3.2.1 pH zavislosti

Pro méteni pH zavislosti Ramanovych spekter byly vzdy vzorky rozpustény
v deionizované vod¢ (H20) s vyslednou molarni koncentraci ¢ = 25 mM. Takto nizka
koncentrace byla zvolena proto, aby nedochéazelo k asociaci jednotlivych nukleotidii
do vétsich aglomeratii prostfednictvim napf. stackingu bazi. Vychozi pH jednotlivych
vzorki bylo zvoleno tak, aby se pfi titraci pokryly vSechny nabojové formy (stavy)
jednotlivych mononukleotidd. Uprava pH se nasledné provadéla pomoci malych
ptidavkl kyseliny chlorovodikové (HCl) o molarni koncentraci 0.5 M a 0.1 M ¢i
pomoci hydroxidu sodného (NaOH) o stejnych molarnich koncentracich tak, aby

nedochazelo k velké zméné objemu a koncentrace roztoku.
3.2.2  Koncentracni zavislosti

V piipad¢ koncentracnich méfeni byly vzorky rozpustény v deionizované vodé
arozsah studovanych moldrnich koncentraci byl vrozsahu tfi fadl — dolni limit
(~ 10 mM az 3 M) jsme zvolili tak, aby bylo mozné naméfit kvalitni Ramanova
spektra v dob¢ cca 30 minut, horni limit byl ddn maximéalni rozpustnosti studovaného
nukleotidu pfi daném pH. Pro 5°-rAMP byl rozsah ¢4, = 1.56-2710 mM, pro
5"-tGMP - ¢; = 3.12-1510 mM a pro 5"-dGMP — c4; = 3.13—-1000 mM. Pro lepsi
rozpustnost vysSich koncentraci byly vzorky zahfivany na teplotu 60 °C
v ThermoMixeru se 300 otd¢kami za minutu. Po rozpusténi byly vzorky postupné
ochlazeny na pokojovou teplotu. Vyjimkou byla ptiprava didraselné soli 5'-rGMP, kde
jsme si nejprve rozpustili 5'-rGMP ve formé volné kyseliny v pfiblizné¢ 20 mM
koncentraci v H>O. Poté jsme tento roztok ztitrovali pomoci hydroxidu draselného
(KOH) na pH = 8.41. Tento roztok byl nasledné zlyofilizovan a poté rozpoustén

v H20 v pozadované koncentraci (3.12—710 mM). Koncentrace jednotlivych vzorkt
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nukleotidti, které byly méfeny, jsou uvedeny v nésledujici Tabulce 3, kde ¢4, ¢;g,

Ck,rG) & Cdg jsou postupné koncentrace 5'-rAMP, 5°-rGMP, K(5'-rGMP)
a5’-dGMP.

Tabulka 3: Koncentrace jednotlivych vzorkil pfi méteni koncentracnich zavislosti

Cra € | CK,(r6) | Cda
(mM) | (mM) | (mM) | (mM)

1.56 - - —
3.12 | 3.12 3.12 3.12
6.24 | 6.24 6.24 6.25
12.5 | 125 12.5 12.5
25 25 25 25
50 50 50 50
98 98 98 100
190 194 194 200
375 290 290 300
705 380 380 400
1000 | 460 460 500
1760 | 550 550 600
2710 | 630 630 700
— 710 710 800

— 785 — 900
— 860 — 1000
— 1040 — —
— 1205 — —
- 1510 - -

Déale byly pfipraveny vzorky pro sledovani vlivu iontové sily roztoku na
samoskladbu 5-rtGMP a 5’-dGMP. Vzorky byly pfipraveny ve tfech riznych
koncentracich (100, 500 a 1000 mM) s rtiznymi nadbytky sodnych (Na*) a draselnych
kationtt (K™), které byly pfidavany ve formé chloridovych soli. P¥ipravené vzorky jsou
shrnuty v nasledujici Tabulce 4, kde cy,+, resp. cx+ ma vyznam nadbytku sodnych,
resp. draselnych kationtll a c.gpmp, Cagmp Mé Vyznam postupné koncentrace 5 -rGMP

ve formé hydratu disodné soli a 5'-dGMP ve formé disodné soli.
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Tabulka 4: Pripravené vzorky nukleotidii (disodné soli) s riznymi nadbytky
Na"a K" ionth

CrgMP | CNat | Ck+ |||CdGMP | CNat | Ck+
(mM) | (mM) | (mM)|||{(mM) | (mM) | (mM)
0 0 0 0
10 10 - 10
50 50 - 50
100 100
100 100 100 100
150 150 - 150
200 200 200 200
0 0 0 0
50 50 100 50
500 250 250 500 200 250
500 | 500 500 | 500
750 - 1000 | 750
0 0 0 0
1000 | 100 100 ||| 1000 | 100 100
- - 200 -

3.2.3 ROA méreni

Pti pripravé vzorkli pro méteni ROA spekter se postupovalo stejnym zptisobem
jako v ptipadé Ramanovskych méfeni. Hodnoty koncentraci a pH jednotlivych vzorkt
jsou uvedeny v Tabulce 5, kde ¢; ma vyznam koncentrace pfislusného nukleotidu

a vzorky pro pH méfeni byly pfipraveny v 50 mM koncentraci.

Tabulka 5: Pfipravené vzorky pro méteni ROA spekter

pH méreni Koncentra¢ni méreni

5 _rAMP 5'_TAMP 5’ tGMP
pH 2.0 50 85||lc;(mM) 50 460 1500|190 710
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3.3 Rozptylové metody

Spektra Ramanova rozptylu a ROA byla méfena na riznych pfistrojich, pficemz
pro méieni zavislosti Ramanovych spekter byl pouzit spektrometr SPEX vybudovany
na Fyzikalnim ustavu MFF UK a ROA spektra byla méifena na ROA spektrometru
vybudovaném dr. Kapitdnem na Katedfe optiky Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. V této kapitole je uveden struény popis pouzitych

spektrometrt, postup méfeni a volba parametra pro jednotliva méieni.
3.3.1 Ramaniv spektrometr SPEX

Jednd se o Ramantiv spektrometr vlastni konstrukce, ktery je zalozeny na
spektrografu SPEX 270M od firmy Jobin Yvon, a ktery je pln€ automatizovany.
Spektrometr ma pravouhlé uspotadani, kdy je rozptylené zafeni sbirano optikou
v kolmém sméru viici excitaénimu zafeni. Jako excitacni zafeni mohou byt pouzity
lasery o vlnovych délkach 442, 488, 514 a 532 nm. K potlaceni Rayleighova
(pruzného) rozptylu slouzi Edge filtr, ktery je umistén pied vstupni Stérbinou
spektrografu. Ten mé k dispozici dvé mfizky sriznym poctem vrypl na mm
(gl — 1200 vrypy/mm, g2 — 1800 vrypy/mm). Jako detektor slouzi dusikem chlazeny
CCD detektor majici rozliSeni 1340x100 pixeld. Tento spektrometr slouZzi
k makroskopickym métenim vzorkli a diky teplotné stabilizovanému kyvetovému
prostoru — meédény blok temperovany vodni 14zni Neslab od fy. Thermo Scientific,
umoziuje méteni teplotnich zavislosti. Navic ke spektrometru je dostupné softwarové
vybaveni, které umoziuje automatick¢ meéteni teplotnich zavislosti a kalibracnich

spekter.
3.3.2  Méreni pH zavislosti Ramanovych spekter

Me¢éteny byly vSechny mononukleotidy uvedené v kapitole 3.1 Vzorky. V ptipadé
guanosin-5'-monofosfatu byl pouzit vzorek ve formé disodné soli (G-8377)
a v pripadé 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfatu byl pouzity vzorek od firmy Sigma
Aldrich (D-9500). Spektra byla méfena v Sirokém rozsahu vlnoéti (100 az 2300 cm™)
pfi pH v rozmezi od cca 0.1 do 10. Pro v§echna méfeni bylo pouZito stejné nastaveni
pfistroje 1 parametry experimentu. Byla pouzita mfizka gl (1200 vrypi/mm), laser

Verdi V2 o vlnové délce 532 nm a vykonu 1 W a kyveta Hellma typ 114-QS s 10 mm
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optickou drahou, kterd byla v pribéhu méfeni orientovana vzdy stejnym zpiisobem,
aby byly potladeny vlivy spojené s praci experimentatora. Expozi¢ni doba byla
zvolena tak, aby bylo optimalné vyuzito intenzitni kapacity CCD detektoru (cca 5 s)
a pocCet akumulaci byl 120. Celkovy ¢as méfeni jednoho spektra byl tedy 10 minut.

Vychozi koncentrace ¢ a vychozi objem vzorku V byly ¢ = 25mMaV = 1 ml

3.3.3 Koncentraéni méreni Ramanovych spekter

Pro méteni Cisté koncentracnich zavislosti bez dalSich vlivi byly pouzity vzorky
5-tAMP (01930), 5-rtGMP (G-8377), 5'-dGMP (ND02996) a nami pfipravena
didraselna sil guanosin-5"-monofosfaitu — Ko(5-rGMP). Opét se méfila
nizkofrekvencni oblast s mfizkou gl. K méfeni byla pouzita kyveta Hellma typ
110-QS s 1 mm optickou drahou. Vykon laseru Verdi V2 o vinové délce 532 nm se
pro jednotlivé koncentrace ménil, ale vzdy spolu s expozi¢ni dobou se volil tak, aby
na detektor dopadal maximalni signdl. Parametry nastaveni experimentu pro
koncentraéni méfeni pfislusnych nukleotidii jsou shrnuty v Tabulce 6, kde ¢; je
koncentrace nukleotidu (vzorku), V je jeho objem a P znaci vykon laseru.

Tabulka 6: Parametry experimentli pro koncentraéni méteni

(ot |4 P Expozice Pocet
Vzorek

mM) [ (u) | (W) (s) akumulaci

<125 100 1 25 144

5"-rAMP 25-193 | 100 0.8 10 60

> 375 100 | 0.2-0.8 5 60

<125 | 200 1 6 600

5"-rGMP 25-50 150 1 6 200
> 98 100 | 0.5-1 5nebo 6 | 120 nebo 100

<125 | 200 1 8 375

K>(5-rGMP) | 24.9-49.6 | 200 1 6 200
>98.4 100 | 0.7-1 5nebo 6 | 120 nebo 100

<125 200 1 6 500

5"-dGMP 25-50 100 1 6 200
=100 100 | 0.4-1 5nebo 6 | 120 nebo 100

Pozn.: pro vyssi koncentrace byl volen niz§i vykon laseru, v pfipadé

5, resp. 6 s expozice se volilo 120, resp. 100 akumulaci
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Stejné nastaveni spektrometru se vyuZilo i ke koncentracnimu méfeni nukleotid
s riznymi nadbytky Na" a K* kationtl, viz 3.2 Piiprava vzorkd. Lisily se pouze
parametry experimentu, které¢ jsou uvedeny v Tabulce 7 (vyznam veli¢in je shodny

s Tabulkou 6).

Tabulka 7: Parametry experimentu pro koncentra¢ni méfeni
s riznymi poméry Na" a K*

Vaorek (of! |4 I Expozice Pocet
mM) | (n) | (W) (s) akumulaci

5-rGMP | 100 | 150 1 6 100

+ 500 | 100 | 0.9 5 120

Na* 1000 | 100 | 0.6-0.7 5 120

5-rGMP | 100 | 150 1 6 100

+ 500 | 100 | 0.9 5 120

K* 1000 | 100 | 0.6 5 120

5'-dGMP | 100 | 100 1 6 100

+ 500 | 100 | 0.8 5 120

Na* 1000 | 100 | 0.5 5 120

5'-dGMP | 100 | 150 1 6 100
+ 500 | 100 0.9 5nebo 6 | 120 nebo 100

K* 1000 | 100 | 0.5 5 120

3.3.4 ROA spektrometr

ROA spektra byla méfena na nejnovéjSim prototypu ROA spektrometru
(3. generace, duben 2021), ktery zkonstruoval dr. Josef Kapitan ve spolupraci s firmou
Meopta na Univerzit¢ Palackého v Olomouci (Katedra optiky, Pfirodovédecka
fakulta). S komer¢ni vyrobou se pocita od konce roku 2021. Spektrometr popiSeme
pouze povSechné, nebot’ nckteré konstrukéni detaily jsou predmétem patentové
ochrany. Konstrukce ROA spektrometru je z velké c¢asti zalozena na koncepci
W. Huga, ktera je podrobné popsana ve (Werner Hug & Hangartner, 1999). Soucasné
spektrometr vyuziva korekci na virtualni enantiomer (W. Hug, 2003), ktera odstranuje

posuvy (offsety) v ROA spektrech, které nepochazi od vzorku. Takovou korekci 1ze

55



provést Cisté optickymi prvky — systémem rotujicich ptlvinnych desti¢ek. Oproti
puvodni konstrukci W. Huga je navic nulty fad difrakce zareni pfiveden do druhého
detektoru, coZz umoziluje rozsifeni méfici oblasti — 50 az 4000 cm™'. B&hem jednoho
méieni tedy pokryjeme celou oblast fundamentalnich vibraci. Spektrometr umoziuje
meéfeni vSech modula¢nich schémat ROA (Obrazek 20) a soucasné také umoziuje
méfit v geometrii zpétného a dopfedného rozptylu (nutnd modifikace). Jako zdroj
zafeni je pouzit pevnolatkovy Nd:YAG laser o vinové délce 532 nm a aparatura
vyuziva vldknovou optiku. Vzorkovy prostor i zbytek spektrometru je teplotné
stabilizovan a profukovan stlacenym susenym vzduchem, aby se zamezilo sedani
prachu na optické prvky a jejich roseni pfi méfeni pfi nizsich teplotach. Spektrometr
je optimalizovéan pro méteni v oblasti nizkych vinoctt, kde je mozné reprodukovatelné
a s vysokou citlivosti detekovat vibraéni médy jiz od cca 50 cm!. Kalibrace vlno&tové
skaly je provadéna pomoci spektra neonové vybojky. Standardné je téZ provadéna

korekce na pfistrojovou funkei, a to pomoci kalibrované wolframové zarovky (NIST).
3.3.5 Méreni spekter Ramanovy optické aktivity

V ptipadé méfeni ROA byly vybrané nukleotidy méfeny zvlast’ pii riznych
hodnotach pH a pfi riznych koncentracich, viz Tabulka 5. Pro méteni byla pouzita
nizkoobjemova kyveta od firmy Starna 3x4 mm. Objem vzorkl byl pfiblizn€ 100 pl
a akumulacni casy se pro rizné koncentrované vzorky liSily. Pro nejméné
koncentrované vzorky dosahovaly akumula¢ni Casy ptiblizn€ 30 hodin. Stfedné
koncentrované vzorky byly méfeny cca 10 hodin a vysoce koncentrované pak jednotky

hodin.
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3.4 Zpracovani dat

V této kapitole si uvedeme postup, jakym jsme zpracovavali naméfend spektra,
jejichz finalni podoba je prezentovana v kapitole 4. Vysledky. Zaméiime se také na
statistickou metodu — faktorovou analyzu, ktera byla pro zpracovani a naslednou

analyzu dat hojné vyuzivana.
3.4.1  Zpracovani spekter

Prvnim krokem po naméfeni spekter byla kalibrace. Ramanovska spektra byla
kalibrovana pomoci neonové vybojky (13 nejintenzivnéjsich ¢ar). K tomu jsme pouzili
interni programy Neokalspex2 a Neokalspex3, které byly naprogramovany docentem
Jitim Bokem. U méfeni koncentracni a pH zéavislosti Ramanovych spekter bylo
pouzito ke kalibraci jedno kalibraéni spektrum neonové vybojky. V piipad¢ teplotnich
méfeni bylo kazdé Ramanovo spektrum pii dané teploté kalibrovano piislusnym
kalibracnim spektrem. Kalibrace ROA spekter byla provedena také na neonovou
vybojku. Kromé toho byla provadéna téz intenzitni korekce na pfistrojovou funkci,
a to pomoci sekundarniho standardu — certifikované wolframové zarovky (NIST).

V dal§im kroku jsme zkalibrovand spektra zpracovavali v programu Matlab
(verze R2011a). Nejprve bylo nutné od spekter odecist pozadi, které je tvoteno
signalem kyvety a rozpoustédla. Ve vSech naSich métfenich byla jako rozpoustédlo
pouzita deionizovand voda. Pro vhodny odecet pozadi jsme nejdiive spektra
normalizovali na kombinaéni pas vody (cca 2150 cm™) a nésledné jsme pak provedli
odecet pozadi. V ptipadé teplotnich méefeni bylo vzdy odecteno spektrum vody pii
dané teploté. Dale jsme korigovali pozadi (spliny), abychom odstranili ptfipadnou
rezidualni fluorescenci, vliv rozptylu atd. V ptipadé riznych zavislosti byla Ramanova
spektra normovana na prvni faktorovou komponentu (primérné spektrum). ROA

spektra byla normovana stejnymi faktory jako jim ptisluSna Ramanova spektra.
3.4.2 Faktorova analyza

Faktorova analyza je statistickd metoda. Obecnd definice dle (Malinowski, 2002)

zni, ze se jedna se o vicerozmérnou techniku pro redukci experimentalnich dat (matice

cvwr

a transformaci, které poskytuji predikce a/nebo rozpoznatelné faktory. Jejim cilem
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tedy je, jednak redukce poctu experimentalnich dat bez ztraty informace a zarovei
odhaleni struktury jejich vztaht. Z ptvodniho souboru ndhodnych veli¢in se vybere
mensi soubor nahodnych veli€in, ktery jej nejlépe nahradi (charakterizuje). Linearni
kombinace piivodnich veli¢in pfedstavuje nejjednodussi zptsob fesSeni. (Andél, 1985)

Specidlni metodou faktorové analyzy je tzv. metoda singularniho rozkladu
(Singular Value Decomposition, SVD), kterou v naSem pifipadé pouzivdme na sérii
naméfenych spekter (pH, teplotni a koncentra¢ni méfeni) Y; (V). Tato spektra jsou pak
reprezentovana Y, kde sloupce odpovidaji naméfenym spektrim a fadky jsou funkci
vIlnoctu. Singularni rozklad matice Y je pak roven

Y@ =V-W-SW), (3.1)

kde S(v) je matice subspekter, W je diagonalni matice, jejiz ¢isla maji vyznam
statickych vah aV je unitdrni matice, kterd kombinuje subspektra do jednotlivych

spekter (koeficienty, skore). Ve slozkdch ma pak rovnice (3.1) tvar
n
Yi(W) = Z w;Vi;S; (Vi) (3.2)
j=1

kde S;(¥x) jsou jednotliva subspektra, w; jsou jejich statistické vahy, V;; odpovidaji
normalizovanym koeficientim (skore), ¥, pfedstavuji body spektra a i indexuje
spektra v sérii. Normalizované koeficienty V;; a subspektra S;(Vy) spliuji relace

ortonomality
K
S;(V) Sm(Vx) = 0 proj # m,

k=1
n

ZVijVim=0proj¢m,

i=1

. (3.3)
> S50 =1,
k=1

n

i=1
Do této doby jsme stale uvazovali cely soubor spekter n. Abychom zredukovali pocet
dat, musime se omezit ve vztahu (3.2) na mensi pocet spekter M (M < n), tak aby se
vztah (3.2) 1iSil nejvice o experimentalni chybu. Tim ziskdme vhodnou aproximaci
puvodni spektralni série. V takovém ptipadé M odpovida poctu nezavislych spekter

v sérii a oznacuje se jako faktorova dimenze. Faktorovou dimenzi lze odhadnout
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napiiklad na zakladé Sumu v jednotlivych subspektrech anebo na zakladé poklesu
statickych vah. Vhodnéjsi je se vSak podivat na prubeh reziduélni chyby gz na poctu
zapocitanych subspekter, protoZze nad vhodnym M je jeji zavislost téméf linearni
(zapocitani dalsiho subspektra ndm nepfinese zadnou novou informaci). Rezidualni

chyba oy je definovéana vztahem

2
op = Lj=m+1 %) , (3.4)
K(n—M)

kde K je pocet bodu subspektra.
Pokud budeme pifedpokladat, Zze v sérii naméfena spektra mizeme vyjadrfit

souétem M spekter Cistych forem Z,, (V) vynasobenych jejich vahami y;,

M
@0 = ) VinZa@), (3.5)
n=1
pak ze vztaht (3.2) a (3.5) pro spektra ¢istych forem Z,, (V) dostaneme
M
Zu(@) = ) CusS; (), (3.6)
j=1
M
j=1

VyteSenim soustavy rovnic dan€ vztahem (3.7) ziskame koeficienty C, ;, pomoci nichz
miizeme spektra Cistych forem Z, (¥;) ziskat linearni kombinaci S; (V). Pro souhrnny

a podrobnéjsi popis faktorové analyzy odkazuji na (Malinowski, 2002). Metodu SVD

1ze naptiklad pouzit k intenzitni normalizaci spekter, (Palacky et al., 2011).
3.4.3  Urceni pKa konstant faktorovou analyzou

Cilem zpracovani pH série Ramanovskych spekter pomoci faktorové analyzy
(konkrétné metody SVD) je ziskani pK, konstant méfenych mononukleotidil. Ty se
mohou v zavislosti na pH prostiedi (kyselé ¢i bazické) vyskytovat v riznych
nabojovych stavech (protonovanych forméach) — dochézi k protonaci ¢i deprotonaci
urcitych skupin. To se v Ramanovych spektrech projevuje sniZenim/zvySenim
intenzity nékterych past, posunem vinoctii nékterych past ¢i dokonce splynutim pasti.
Jak jsme popsali vyse (3.4.2 Faktorova analyza) je kazdé namétené spektrum v sérii

linedrni kombinaci spekter jednotlivych forem, které odpovidaji faktorové dimenzi
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spektralni série. Nafitujeme-li vysledky faktorové analyzy Hendersonovou-

Hasselbachovou rovnici (rovnice chemické rovnovahy)

C
i = 10PH-PKa, (3.8)

kde cp a cp jsou postupné koncentrace disociované a protonové formy, tak ziskame
relativni zastoupeni jednotlivych nabojovych forem v zavislosti na pH a hodnoty pKy,
konstant. Jsme schopni také urcit Ramanova spektra jednotlivych forem. Rovnice (3.8)
se modifikuje podle poctu pfitomnych forem. Pro konkrétni piiklad uvazme, Ze se latka
v zavislosti na pH muze vyskytovat ve ¢tyfech nabojovych stavech F;, kde i € {1, 2,
3, 4}. Chemickou rovnovahu miizeme formalné zapsat jako

pKa pKa pKa
Fi «3 F 3 F 3 F,.

Vyuzitim vztahu (3.8) pak mizeme zapsat rovnovahu pro jednotlivé nabojové stavy

nasledovné

L) = 10P"7PXas — [F] = [F;] - 10PT7PRas,

[F5]

[F3] H-pK H—pK

ﬁ = 10P" PRz — [F;] = [F,] - 10PP7PRAz, (3.9)
2

@ = 10P""PKaL — [F,] = [Fy] - 10PH~PKay,

[F,]

kde [F;] maji vyznam koncentrace jednotlivych nabojovych stavii. Uvédomime-li si,
ze soucet koncentraci jednotlivych slozek musi byt roven jedné, tedy
[F]+ [F]+ [F]+ [F] =1, (3.10)

pak si napft. [F; ] muZzeme vyjadrit na zakladé rovnic (3.9) a rovnice (3.10)
1
[Fi] = ok E— I © o (3.1D)
<1+10 PH-PKa, ) , 1o(2PH-PKA, ~PKa, ) , ; o(3PH-PKA, -PKa, pKAg)) .

Z rovnic (3.9) a (3.11) si vyjadiime koncentrace jednotlivych stavii a provedeme fit na

pribéhy skore (koeficientil) podle metody nejmensich ¢tverca
N 4

2
[ VWiV — ao,Fy, — a3, Fy, — az,Fy, — a3 Fy | =min.  (3.12)
i=1 =

V ptipadé méné ¢i vice nabojovych stavii se vyse uvedené rovnice jen drobné

modifikuji.
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4. Vysledky

Nejprve jsme zméiili Ramanovo a ROA spektrum adenosin-5"-monofosfatu
(5’-rAMP) ve formé disodné soli, tj. pii pH ~ 8.5. Poté jsme se vénovali pH
zavislostem Ramanovych spekter riznych nukleotidii a charakterizovali pozorované
zmény s ohledem na nabojovy stav, polohu fosfatové skupiny ¢i toho, zda je v daném
nukleotidu ribosa ¢i deoxyribosa. Nasledné jsme se vénovali studiu samoasociaci
(koncentra¢nim zavislostem) purinovych nukleotidt (5'-rAMP, 5'-rGMP a 5'-dGMP)

a nakonec 1 teplotnim zavislostem téchto nukleotidl pfi riznych koncentracich.
4.1 Ramanovo a ROA spektrum 5°-rAMP

Vychozim experimentem celé prace bylo zméteni kvalitniho ROA spektra vzorku
adenosin-5"-monofosfatu (5°-rAMP). V literatute je dohledatelné pouze jedno
relevantni ROA spektrum 5°-rAMP pochdzejici ze skupiny prof. E. Blanche
z Univerzity v Manchesteru (nyni na RMIT v Melbourne) z roku 2012, (Ostovarpour
& Blanch, 2012). To ma vSak z dne$niho pohledu celou fadu nedostatk

(i) ma pomérné¢ malé rozliSeni znesnadiiujici identifikaci jednotlivych
spektralnich ryst,

(i) je omezené pouze na uzsi spektralni oblast 600 az 1800 cm™ a postrada
tedy informace o nizkofrekvencni oblasti spektra 1 o wvalen¢nich
vodikovych vibracich (C-H, N-H a O-H skupiny),

(ii1) bylo métfeno pfi pH = 6, které je velmi blizko disocia¢ni konstanty
fosfatové skupiny (pK, = 6.21, dle (Sigel et al., 1988)) a jedna se tak
o spektrum forem 5°-rAMP? a 5"-rAMPH'" v poméru piiblizné 5:8,

(iv) chybi informace o intenzitnim poméru mezi ROA a Ramanovym signalem,
tj. o celkové intenzit¢ ROA spektra.

Meéieni bylo provedeno pro koncentraci 100 mg/ml, coz odpovida cca 255 mM ¢i
271 mM koncentraci v zavislosti na tom, zda autofi pouzili disodnou ¢i monosodnou
variantu 5°-rAMP. Ramanovo a ROA spektrum 5 -rAMP ze zminéné publikace

ukazujeme na Obrazku 22.
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Obrazek 22: Ramanovo (spodni) a ROA (horni) spektrum 5°-
rAMP; pfevzato a upraveno z (Ostovarpour & Blanch, 2012)

V nasem piipad¢ jsme méteni provedli pii pH = 8.7, abychom si byli jisti, Ze
detekujeme pouze formu 5'-rAMP*, koncentraci 193 mM a teploté pti 298 K. Spektra
byla méfena v témeétf celém rozsahu fundamentalnich molekulovych vibraci od
piiblizn& 50 do 4500 cm™!, tj. véetné oblasti valenénich vodikovych vibraci. Vysledna
spektra (po odeétu rozpoustédla a upravé pozadi) mizeme vidét na Obrazku 23.
Pomoci druhé derivace jsme schopni lokalizovat velké mnozstvi (cca 50) vibracnich
past a jejich ramen (angl. shoulders), které mohou byt posléze ptitazeny nékterym ze
105 vibraénich modt 5°-rAMP* (37 atomil). Pro piehlednost jsme v Obrazku 23
vyznacili pouze na prvni pohled rozliSitelné charakteristické pasy. V Ramanové
spektru jsou nejvyraznéj$i pasy spojené s vibraci nukleobize (1200 az 1650 cm™,
dychaci vibrace na 730 cm™) a fosfatové skupiny (979 cm™). Péasy v oblasti pod
700 cm™! jsou pomérné Siroké a maji nizkou intenzitu, naopak v oblasti pod 200 cm’!
je obtizné kvuli prudkému nartstu intenzity od sebe jednotlivé pasy vibec rozlisit.
V oblasti vodikovych valencnich vibraci jsou pékné rozliSené oblasti C-H a N-H
moédu, O-H vibrace jsou diky interakci s vodnim prostiedim velmi rozsifené
a piekryvaji se s rezidualnim signalem rozpoustédla. ROA spektrum je v oblasti pod
1800 cm! velmi informa&né bohaté a dobie rozlisené. Nepozorujeme tak velké rozdily
intenzity mezi jednotlivymi pasy, jako v ptipadé¢ Ramanova rozptylu a celkovy tvar
spektra je diky stfidani kladnych a zapornych pasii velmi charakteristicky. Pomérné
ptrekvapivé pro nas bylo zji§téni, jak informacné€ bohata je nizkofrekvenéni oblast ROA
spektra pod 450 cm’!, pti¢emz pod 300 cm™ miizeme mluvit jiz o oblasti terahertzové.
Vidime zde devét velmi dobie rozliSenych pasii, z nichz pét je velmi intenzivnich
(73 cm™ (+), 119 em™ (-), 183 cm™ (+), 218 cm™ (+) a 246 cm! (-)). Naproti tomu
oblast valen¢nich vodikovych vibraci je v ROA pomérné chuda. Lze identifikovat

pouze dva péasy o nizké intenzité v oblasti C-H valenénich vibraci (2901 cm™ (+)
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22961 cm! (-)). Pasy N-H a O-H nelze rozlisit, nebot’ v této oblasti ma spektrum
zvySeny Sum kvili velmi vysokému Ramanovskému signalu vody. Celkovy pomeér

intenzity mezi ROA a Ramanovskym signdlem neni pfili§ vysoky a pohybuje se okolo
3x10™,
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Obrazek 23: Ramanovo a ROA spektrum plné disociované formy adenosin-5'-
monofosfatu (5-rAMP?); ROA — nahote (Servena), Raman — dole (Serna)

Na Obrazku 24 se pokouSime srovnat naSe ROA spektra 5'-rAMP s témi
publikovanymi. Celkovy tvar obou ROA signalii je shodny, ale pfi bliz§im pohledu je
zfejmé, ze s publikovanymi daty je néco v nepofadku

(1) pfi srovnani vlno¢th odpovidajicich si pasii v publikovaném Ramanové
a ROA spektru je patrné, ze ROA spektrum je posunuté o cca 40 cm’!
k vy$§im vIno¢tliim. Pvod tohoto posunu je ndm nejasny,

(i1) publikované ROA spektrum je lehce kladné pievazené a je mozné v ném
identifikovat nékteré vyznacné pasy z Ramanovského signalu (napft. 1340,
1581 a 1650 cm™).
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Vysoka kvalita ndmi naméfené¢ho signalu tak velmi dobfe demonstruje posun
v instrumentaci ROA, ke kterému doslo v poslednich 10 letech, a kvalitu nového ROA

spektrometru dr. Kapitana.
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Obrazek 24: Srovnani Ramanovych a ROA spekter 5'-rAMP? publikovanych

(nahote, pfevzato a upraveno z (Ostovarpour & Blanch, 2012)) s naSimi
experimentalnimi spektry (dole); Raman — spodni spektrum, ROA — horni spektrum
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Pro ilustraci ukazujeme na Obrazku 25 i srovnani naSich experimentalnich
spekter se simulovanymi, kterd poskytl dr. Profant. Simulace byly zaloZeny na
prozkoumani konformacniho fazového prostoru pomoci molekulové dynamiky,
rozklastrovani vysledné trajektorie na ptiblizné¢ 40 rGznych konformerti a kvantové
mechanické simulaci spekter kazdého znich, vyuzivajici metod zalozenych na
funkcionalu elektronové hustoty a optimalizace geometrie ve vlastnich modech. Na
zaver se vytvoril vazeny pramér takto ziskanych spekter. Vypoctena spektra (bez
Skalovacich faktori) velmi dobfe wvystihuji charakteristiku (tvar 1 vInocCty)
experimentalnich spekter (viz ocislovani pasti) v celém rozsahu fundamentalnich
molekulovych vibraci. Pomérné¢ znacny posun ale vykazuji pasy odpovidajici
fosfatovym vibracim (pasy 16 a 17). Tento posuv k niz§im vlno¢tim ve vypocteném
spektru je dany nedostatecnym zahrnutim vlivu rozpoustédla (vody), kterd byla
zahrnuta pouze pomoci implicitniho modelu solvatace (COSMO). Pro lepsi shodu by
bylo nutné ptidat n€kolik explicitnich molekul vody vazanych vodikovymi mistky na

fosfatovou skupinu.
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Obrazek 25: Srovnani experimentalnich a simulovanych spekter pln€ disociované
formy adenosin-5"-monofosfatu (5'-rAMP?); ROA spektra — nahofe, Ramanova
spektra — dole; (Cerna — experiment, zelena —simulace)
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4.2 pH zavislosti spekter nukleotidu

Nukleotidy se v zavislosti na pH vyskytuji v rizné nabitych formach (stavech).
K protonaci/deprotonaci dochéazi na fosfatové skupiné a dusikaté bazi. Pii vysoce
bazickém pH dochazi téz k deprotonaci hydroxylovych skupin na ribose. To je ale
vétSinou spojeno 1 s naslednym oxidativnim poskozenim vzorku. Proto jsme se
vysokym hodnotam pH béhem naSich experimentii vyhybali a naSe zavislosti jsou
meéieny v rozmezi cca 0 az 10 jednotek pH.

Cilem meéteni bylo ziskat pK, konstanty a relativni zastoupeni rizn€ nabitych
forem nukleotidi. Hodnoty, které 1ze nalézt v literatuie, maji v nékterych ptipadech
velky rozptyl (viz Tabulka 9 v podkapitole 4.2.5). Pti takovém pH, pii kterém
jednotlivé formy nejvice prevazuji, pak byla zméfena i ROA spektra. Vychozi
(pomérné nizkd) koncentrace nukleotidli ¢ = 25 mM byla zvolena na zaklad¢ toho, ze

(1) pti vysSich koncentracich maji nukleotidy snahu stohovat, (Neurohr &
Mantsch, 1979)),
(i1) vicekrat protonované formy nukleotidii maji obecné nizsi rozpustnost a pii
koncentraci vyssi, nez onéch 25 mM vypadavaji z roztoku.
Vsechna spektra byla mé&fena v pomérmé Siroké oblasti mezi 200 az 1800 cm™ a byla
behem zpracovani normovana na 1. faktorovou komponentu, aby se eliminoval vliv
fedéni roztoku béhem titrace.

Nejprve jsme studovali nejjednodussi model — nukleosid adenosin, kde vlivem

pH dochézi pouze k jedné zmén¢, a to k protonaci na dusikaté bazi — dusik N(1).
pPKa

Adenosin'* 5  Adenosin

NH; NH,.

NSy NSy
% v
HO\@JI; HO\@ ‘ N/)

OH OH OH OH
Ramanova spektra adenosinu byla métena v rozsahu pH = 7.74-0.82. Celkem bylo
naméfeno 18 spekter, kterd jsou uvedena na Obrazku 26. Z néj vidime, Ze se nam
méni intenzity nékolika pasi, coz pravé souvisi se zmeénou zastoupeni protonované,
resp. deprotonované formy adenosinu v roztoku. Tuto namétenou sérii jsme zpracovali
metodou SVD — vysledky jsou na Obrazku 27, kde je ze singularnich ¢isel i pribehu

rezidudlnich chyb jasné patrnd faktorova dimenze dvé (coz odpovidd pravé dvéma
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nabojovym formam adenosinu). Prvni subspektrum ma vyznam primérného spektra
celé série, druhé subspektrum ptedstavuje hlavni spektrdlni zménu a posledni
prezentované subspektrum ma jiz charakter Sumu. Z fitu na Hendersonovu-
Hasselbachovu rovnici (3.8) jsme ziskali pK, konstantu pfechodu mezi neutralni
a kladné€ nabitou formou adenosinu
pKa =3.39+0.01. 4.1)

Chyba urceni hodnoty pK, je dana piimo kvalitou fitu a nebere v uvahu nepfesnosti
urceni pH, popft. dalsi experimentalni zdroje chyb. Redlnou chybu urceni disociacni
konstanty proto uvazujeme v tomto piipade alespon dvojnasobnou, tj. 0.05. Ziskana
hodnota disociacni konstanty je v pomérné dobrém souhlasu s literaturou,

pKa,.; = 3.5 dle (Lundblad & Macdonald, 2010).

N
%)}
]

N
o
1

-
o
|

o
w
1

Ramanova Intenzita (a.u.)
—
[@)]
]

o
o
]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
VInodet (cm™)

Obrazek 26: Ramanova spektra adenosinu pii riznych hodnotach pH (viz §kéla)
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Obrazek 27: Vysledky faktorové analyzy adenosinu: Subspektra S1-S3 (modra,
vlevo nahote), pribehy koeficientii subspekter V1-V3 (Sedé body, vpravo nahote, fit
na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — dervend céara), vahy jednotlivych
subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na poctu subspekter (vpravo
dole)



Relativni zastoupeni nébojovych forem je zndzornéno na Obrazku 28 vcetné
stanovené pK, konstanty. Jiz pfi pH = 5 se adenosin vyskytuje vyhradn€ v neutralni
(deprotonované) form¢ ve vice nez 97 %. Pti pH < 5 nam roste zastoupeni kladné
nabité (protonované) a soucasné klesa zastoupeni neutralni formy, ktera pii pH < 1.8

jiz neni v roztoku prakticky pfitomna (mén¢ nez 3 %).

3.39
06 - — cy(Adenosin™)

cg(Adenosin)

0.4 1

Relativni zastoupeni

0.2 -1

00 T T T T | !

0 2 4 6 8
pH

Obrazek 28: Relativni zastoupeni dvou ndbojovych forem adenosinu pfi riizném pH
vcetné pKa konstanty prechodu

Ramanova spektra jednotlivych nabojovych forem jsou na Obrazku 29.
S protonaci je spojena vyrazna zména v oblasti nad 1100 cm™!, které dominuji vibrace
dusikaté baze. V neutralnim nabojovém stavu vidime, Ze v této oblasti je intenzivni
trojice pasti na 1308, 1338 a 1378 cm™!. Dale je to dvojice past (1458 a 1511 cm™)
apas na 1582 cm™'. Naopak v protonované formé je charakter spektra v této oblasti
zcela odlisny. Nachazi se zde &tyfi jednotlivé pasy na 1328, 1410, 1512 a 1562 cm’!,
z nichZ nékteré maji rozlisitelnou strukturu (shouldery, ramena). U pasti na 1328
a 1410 cm! jsou zietelné dva shouldery — 1292, 1357, 1422 a 1436 cm’!, které jsme
identifikovali pomoci druhé derivace. U niz$ich vlno&ti do 1100 cm™ mbizeme
pozorovat, Zze dochazi zejména k posunu nékterych past. Pii protonaci dusikaté baze
se pasy na 318 a 1011 cm™ posouvaji k vy$$im vIno&tiim na pozici 330 a 1018 cm™!,

které maji vyssi intenzitu neZz u neutralni formy. Zbylé pasy 537, 731 a 800 cm™' se
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naopak posouvaji k niz§im vinoctliim a mtiizeme také pozorovat jak zvySeni, tak snizeni
intenzity pasi. Celkoveé vzato je zména Ramanova signalu spojend s protonaci dusiku
aromatické purinové baze velmi vyrazna a snadno identifikovatelna.

Uvedeny postup vyuzivajici SVD a fitu na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici

se tedy zda byt pro urceni disociac¢nich konstant nukleosidli dobte vyuzitelny.

1 —— Adenosin
3.0 —— Adenosin'*

1338

731
1328

Ramanova intenzita (a.u.)

T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoget (cm™)

Obrazek 29: Ramanova spektra dvou nabitych forem adenosinu; neutrdlni forma —
¢erna, jednou kladné nabita forma — Cervena
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4.2.1 Adenosin-5"-monofosfat

Po aplikaci na jednoduchy model adenosinu jsme piistoupili ke studiu celého
nukleotidu adenosin-5"-monofosfatu (5"-rAMP). Celkem jsme provedli tfi pH méfeni
5’-rAMP, abychom dobie charakterizovali reprodukovatelnost méfeni a chyby, které
pfi tomto experimentu vznikaji. Jednou byla vychozi koncentrace 100 mM a rozsah
pH = 8.84 az 1.06 (21 spekter), dvakrat byla vychozi koncentrace 25 mM pro rozsahy

— pH=28.55az0.54, 20 spekter,

— pH=8.78az0.11, 22 spekter.
Ramanova spektra 5" -rAMP pro jednotlivé hodnoty pH (8.55 az 0.54) miZzeme vidét
na Obrazku 30, ze kterého je patrné, Ze Ramantv signal se se zménou pH méni velmi
vyrazn€. To ma co do Cinéni se zménou zastoupeni rizné nabitych stavii 5'-rAMP,
které se v zavislosti na pH mohou vyskytovat ve Ctyfech nédbojovych formach

(Schéma 1).

Schéma 1: Ctyfi nabojové formy adenosin-5’-monofosfatu

K K K
5 tAMPH;" 221 5'tAMPH, ¢ %2 5'tAMPH" ©. 43 5 rAMP*

NH; NH; NH; NH;

o] N SNH o] N Syt o] N SN 0 N Sy
%
Ho—b—0. <] ) HO—F—0 ] P HO—P—0 1 P -0—b—0 ¢ ] P
éH o] § T‘) w N -é w N 6 " N

OH OH OH OH OH OH OH OH

1.  PIng disociovana forma (5'-rAMP?)
— deprotonovany oba kysliky fosfatové skupiny
2. Jednou protonové forma (5'-rAMPH!")
— protonace jednoho kysliku fosfatové skupiny
3. Dvakrat protonova forma (5"-rAMPH>)
— navic oproti 2. bodu protonace na dusiku N(1) purinové baze
4.  Trikrat protonova forma (5'-rAMPH;'")

— navic oproti 3. bodu protonace na druhém kysliku fosfatové skupiny
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Obrazek 30: Ramanova spektra 5 -rAMP pfi riiznych hodnotach pH (viz skéla)

Sérii naméfenych spekter jsme zpracovali faktorovou analyzou, konkrétné jeji
metodou SVD, (viz 3.4.3 Urceni pKa konstant faktorovou analyzou), jejiz vysledky
jsou shrnuty na Obrazku 31. Vidime znéj, Ze nejvétsi vahu maji prvni Ctyii
subspektra a zavislost rezidudlni chyby od ¢tvrtého subspektra je témét linearni. Na
zaklad¢ toho jsme identifikovali, Ze faktorova dimenze je Ctyfi, coZz velmi dobie
odpovida ctyfem nabojovym formdm 5°-rAMP. Prvni, statisticky nejvyznamnéjsi
subspektrum, mé vyznam primérného spektra v sérii a dalsi subspektra pak prezentuji
spektralni zmény. Vidime, ze 5. subspektrum ma jiz spiSe charakter Sumu. Tyto
vysledky jsme nésledné fitovali Hendersonovou-Hasselbachovou rovnici (3.8), ¢imz
jsme ziskali pK, konstanty pfechodu mezi jednotlivymi nabojovymi stavy, které jsou
uvedeny v nasledujici Tabulce 8, kde ¢ ma vyznam vychozi koncentrace 5" -rAMP.
Kvalita fitu byla, jak je vidét z pribéhu cervenych linii v Obrazku 31, velmi vysoka,
avSak hodnotu prvni pK,  konstanty jsme pfi fitu museli zdola omezit. Jinak totiz méla
tendenci jit jeSt¢ nize, ale v takovém piipadé se v Ramanovém spektru piislusné

nabojové formy 5 -rAMPH;'* objevily zdporné pasy, coz neodpovida realits.
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Obrazek 31: Vysledky faktorové analyzy 5°-rAMP: Subspektra
S1-S5 (modré, vlevo nahote), priabehy koeficient subspekter V1-V5
(Sed¢ body, vpravo nahofe, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu
rovnici — ¢ervena ¢ara), vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole)
a zéavislost rezidualni chyby E na poctu subspekter (vpravo dole)
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Tabulka 8: Hodnoty pKa konstant pro jednotlivd pH méfeni 5°-rAMP

c PKa, | PKa, | PKy,
100 mM | 0.65 | 3.58 | 6.27
25mM | 0.65 | 3.56 | 6.26
25mM | 0.65 | 3.32 | 6.22

Primér | 0.65 | 3.49 | 6.25

Vysledné pK, konstanty pfechodu pro 5 -rAMP jsme urcili jako aritmeticky primér
hodnot z Tabulky 8

pKa, =0.65+0.20,

pKya, = 3.49 £ 0.10,

pKa, = 6.25+0.02.
Chybu stanoveni pK, konstant jsme odhadli na zaklad¢ toho, Ze je dana jednak chybou
fitu (velmi mald), a jednak systematickymi neptesnostmi pii méteni. Hlavnim zdrojem
chyb u nizsich dvou pK, konstant byl vliv kalibrace pH metru (optimalizovan na
rozsah 4-7) a u velmi nizkych pH také stoupajici aktivita a iontova sila roztoku (bylo
potieba pifidavat znaéné mnozstvi koncentrované HCI) a stoupajici disperze vzorku
v disledku ¢astecné precipitace.

Relativni zastoupeni jednotlivych slozek, které jsme také ziskali z faktorové
analyzy, je znazornéno na Obrazku 32. MiZeme vidét, Ze pii bazickém prostiedi
(pH > 8) se nam vyhradné vyskytuje pouze disociovana forma (5°-rAMP?), min.
98 %. Pfi postupném snizovani pH za¢ne nartistat podil jednou protonované formy
(5"-rAMPH") a kles4 zastoupeni disociované formy, pfi¢emz pii hodnoté pH = 4.8 je
zastoupeni jednou protonované formy nejvetsi (93 %). Stejny efekt pak pozorujeme
pti dal§im sniZovanim pH, kdy zcela vymizi ptitomnost disociované formy (pH < 4),
klesa zastoupeni jednou protonované formy a zvySuje se podil dvakrat protonované
neutralni formy (5" -rAMPH>), jejiZ maximum 91 % pozorujeme pii pH = 2. Ve velmi
kyselém prostiedi (pH < 1.5) se nam vyskytuji pouze dvé formy — 5'-rAMPH>
a 5-rAMPH;!*, kdy pomér téchto dvou forem pii pH = 0 je 1/4.
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Obrazek 32: Relativni zastoupeni ndbojovych forem 5'-rAMP pii riizném pH vcetné
pKa disociaénich konstant; 5"-rAMPH;!'* (Servend), 5'-rAMPH: (&ern4), 5"-rAMPH!-
(modrd), 5 -rAMP? (zelend)

Ramanova spektra jednotlivych forem 5-rAMP ziskana z faktorové analyzy
muzeme vidét na Obrazku 33. Nejvétsi zmény pozorujeme predevsim v oblasti 1200—
1700 cm’!, ktera odpovida vibracim dusikaté baze a pak v oblasti 800-1100 cm™!, kde
se vyskytuji charakteristické vibrace fosfatové skupiny. Pro lepsi pfehlednost jsou pak
jeste¢ Ramanova spektra vykreslena na Obrazku 34 po dvojicich odpovidajicich
prechodim mezi sousednimi nabojovymi formami tak, jak je znazornéno na
Schématu 1

a) pH piechod: 5-rTAMP* «> 5"-rAMPH"
Tento ptechod je spojen s protonaci jednoho z kyslikti fostatové skupiny,
ktera se v Ramanové spektru projevuje velmi vyrazné. Nejvetsi zménou
je vymizeni pasu na 978 cm™! a naopak se objevuje pas na 1082 cm™'. Dale
se pak méni profil pasu na 820 cm™!, dochézi k poklesu intenzity pasu na
885 cm™! a nariistd pas na pozici 916 cm’!, ktery byl piedtim ramenem
(angl. shoulder).

b) pH piechod: 5"-rAMPH!"" <> 5’-rAMPH,
Pti tomto ptfechodu dochazi k protonaci dusiku N(1) na nukleotidové bazi.
Pozorované zmény jsou zcela analogické ptredeslému pozorovani pro

samotnou molekulu adenosinu. V oblasti niz§ich vInoctl detekujeme
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pouze posuny pasii ze 322 na331 cm™ az 535 na 527 cm’!, posun druhého
znich je soucasné spojen i se vzrustem intenzity. Jinak si Ramanova
spektra az do 1120 cm™ velmi dobfe odpovidaji. Naopak v oblasti vibraci
baze (nad 1120 cm™!) pozorujeme vyrazné zmény a zcela se zde proméni
charakter spektra. U jednou zdporné nabité formy je nejdominantnéjsim
rysem trojice pastina 1307, 1338 a 1378 cm™!, dvojice pasti na pozici 1448
21510 cm™ a pasna 1581 cm™'. Naopak neutralni forma ma nejvyrazngjsi
pas na 1326 cm™!, ktery m4 jasné zfetelnou strukturu — ramena (shoulders)
na 1294 a 1356 cm™! (identifikace pomoci 2. derivace). Dale mé vyrazny
pas slozeny ze dvou pasti (1409 a 1422 cm™) a pas na 1561 cm™.
Z hlediska protonace baze dochédzi ke zméné jejiho aromatického
charakteru, ktery vede proméné k vibraci baze.
c¢) pH prechod: 5-rAMPH, <> 5 -rAMPH;'*

Tento prechod je opét piimo spojen s protonaci fosfatu, coz se projevuje
pouze zménou v oblasti 800 az 1100 cm™. U kladn& nabité formy jiz
nepozorujeme pas na 1083 cm™'. Naopak vzrlista intenzita past na 946
a 1017 cm’!. Mirné se také méni profil pasu na 817 cm™!. JelikoZ pfi tomto
pfechodu nedochazi k Zadné zméné na bazi, tak nedochézi ani ke zménam
v oblasti vibraci baze a Ramanova spektra téchto dvou nabojovych forem

jsou v této oblasti prakticky totozna.

2.5 —
— 5"-rAMPH,
S0l 5'-rAMPH, J
= 7 — 5rAMPH" |
‘é’ 5 -rAMP% l
‘N 1.5 4
[
Q
k=
fg 1.0 . |
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Obrazek 33: Ramanova spektra jednotlivych ndbojovych forem adenosin-5'-
monofosfatu; 5"-rAMPH;'* (Servena), 5'-rAMPH; (erna), 5'-rAMPH!" (modr3),
5'-rAMP?* (zelen4)
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Obrazek 34: Ramanova spektra nabojovych forem adenosin-5"-monofosfatu
seskupend po dvojicich odpovidajici pfechodim mezi sousednimi nabojovymi
formami; 5-rAMP?* (zelend), 5 -rAMPH!" (modrd), 5 -rAMPH, (&erna),
5-rAMPH;!" (¢ervena)

Kombinace SVD a fitu ndm tedy umoznila velmi pfesné stanovit disociacni
konstanty 5’-rAMP a extrahovat Ramanova spektra piislusejici jeho jednotlivym

nabojovym formam.
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4.2.2 ROA spektra 5’-rAMP pfi rizném pH

Na zéklad¢ vysledk z pH méfeni jsme si ptipravili vzorky 5'-rAMP o pH, pii
kterém se jednotlivé nabojové formy vyskytuji v nejvétsim zastoupeni. Konkrétné se
jednalo o pH = 8.5 (5'-rAMP?*), pH = 5.0 (5"-rAMPH") a pH = 2.0 (5'-rAMPH>).
S ohledem na vysledky kapitoly 4.5 Koncentra¢ni zavislosti, kterd se mimo jiné vénuje
stohovani (stackingu) 5'-rAMP pii vyssich koncentracich, bylo vhodné zvolit
méieni trvaji velmi dlouho (vice nez 48 hodin) a vysledna spektra i tak vykazuji
pomérné nizky pomér signadl/Sum. Proto jsme se rozhodli pfipravit vzorky
v koncentraci 50 mM, kdy je stohovani jesté malo vyrazné. Kompletné protonovany
vzorek (5-rAMPH;!'") by bylo nutné rozpoustét piimo v cca 0.5 M HCI, abychom
dosahli pozadovaného pH ~ 0, a navic md omezenou rozpustnost (maximalné cca
20 mM). Z casovych diivodi jsme proto jeho méfeni prozatim odlozili. Vysledna
spektra vSech tfi nabojovych forem jsou na Obrazku 35. Ramanova spektra v oblasti
valen¢nich vodikovych vibraci jsou uvedena zvlast na Obrazku 36, pfi¢emz pro né
byla pouzita stejnd intenzitni Skala jako na Obrazku 35. ROA spektra v oblasti
valen¢nich vodikovych vibraci jsou pifi 50 mM koncentraci zatiZena pfili§ vysokym
Sumem na to, aby v nich bylo mozné identifikovat n¢jaké pasy.

Porovnadme-li Ramanova spektra rtznych nabojovych forem 5'-rAMP
z Obrazku 35 se spektry ziskanymi z faktorové analyzy (Obrazek 33), je ziejme, Ze
jsou prakticky identicka (az na odliSnou celkovou intenzitu danou normovanim).
Diskuze spektralnich zmén v oblasti 50 az 1800 cm™, souvisejici s protonaci 5'-rAMP,
byla jiz provedena v ptedesl¢é kapitole 4.2.1. Zde proto okomentujeme pouze rozdily
v oblasti vodikovych valen¢nich vibraci (Obrazek 36). Pii protonaci fosfatu
(1. ptechod) pozorujeme pouze drobny posuv pasu C-H valenénich vibraci (o 3 cm™)
a jemné navySeni jeho intenzity. Pfi protonaci nukleobaze (2. pfechod) dochazi
k vyraznéjsi zméné v oblasti N-H valen¢nich vibraci — vyskytuje se pouze jeden pas
na 3125 cm™.

ROA spektra 5'-rAMP ve tfech ndbojovych stavech jsou pro ptehlednost
zobrazena po dvojicich nad sebou na Obrazku 35 (podobné jako tomu bylo na
Obrazku 34). Spektra ROA jsou normovéna stejnym faktorem jako Ramanova
spektra. Na prvni pohled je ziejmé, Ze zmeéna protonace fosfatu (1. ptfechod,

pKa, = 6.25) se v ROA spektru témeft nijak neprojevi. Jedinou drobnou zménou je
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slabé, ale pozorovatelné snizeni intenzity kapletu (dvojice pasti opaéného znaménka)
na 1241 em™ (-)/1263 cm’! (+). V&tsi spektralni zmény jsou spojeny s protonaci baze
(2. pfechod, pK,, = 3.56), a to ptedevsim v oblasti 1100 az 1600 cm!. Ve spektru
neutralni formy (5’-rAMPH,) se objevuji pasy na 1129 a 1567 cm™ a zvysuji se
intenzity kladnych péasti na 884, 1072 a 1511 cm™'. Déle se pak od jednou protonované
formy odlisuje spektralnimi profily pasti na pozicich 1243 a 1362 cm™'. Malé zmény
jsou videt i v terahertzové oblasti, kde dochdzi zejména ke zménam intenzit past (109,
215, 243 a 284 cm™!). Pozorované zmény vsak nejsou nijak vyrazné, vii¢i zménam

v Ramanovych spektrech, vyvolanych protonaci baze, jsou mnohem méné markantni.

ROA —— 5"-TAMP*
—— 5"-fAMPH"

——5"-TAMPH"
——5"-rAMPH,

. . . . . : ——
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vlnoget (cm™)

Obrazek 35: Naméfena Ramanova (dole) a ROA (nahoie) spektra nabojovych forem
5’-rAMP; 5'-rAMP?* (zelend), 5'-rAMPH'" (modr4), 5"-rAMPH: (&erna)
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1.2

—— 5"-rAMP#
—— 5"-rAMPH"
—— 5"-rAMPH,

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Vino&et (cm™)

Obrazek 36: Oblast valen¢nich vodikovych vibraci Ramanovych spekter nabojovych
forem 5'-rAMP; 5" -tAMP?* (zelend), 5 -rAMPH!" (modr4), 5'-rAMPH> (&erna)

Pokud si uvédomime, Ze ROA signal pochédzi predev§im z chirdlnich ¢asti
molekuly a ROA je pomérné lokalni jev, ddvaji tato pozorovani dobry smysl. Bez
ohledu na protonaci jsou fosfatova skupina i nukleobaze samy o sob¢ achiralni. Zmény
jejich vibraci v ramci nukleotidu tak vidime pfedevSim ve smyslu toho, jak se jejich
vibrace sptahuji s vibracemi chirdlni pentosy. U fosfatu je toto spfaZeni evidentné
velmi slabé, zatimco u nukleobdze je vyraznéjsi.

V literatufe se nam nepodaftilo najit zadné podobné pozorovani projevt riizného
nabojoveho stavu nukleotidli na jejich ROA spektra. Zda se, Ze naSe méteni jsou prvni
a navic zahrnuji i oblast nizkych vIlnoctl (terahertzovou oblast), kterd byla doposud

v Ramanové a ptfedev§im ROA spektroskopii nukleotidli pomérné opomijena.
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4.2.3  Dalsi purinové nukleotidy

Stejnym zpiisobem jako v pfipadé 5'-rAMP jsme urcili i pK, disociacni
konstanty dalSich purinovych nukleotidii. V této podkapitole se vénujeme pouze
popisu spole¢nych trendd ¢i nejvyznamnéjSich rozdil, které jsme pii méteni pH
zavislosti pozorovali. Vysledné hodnoty ndmi uréenych disociacnich konstant a jejich
porovnani s literaturou jsou uvedeny v Tabulce9 (podkapitola 4.2.5). Popisu
spektralnich odliSnosti mezi nukleotidy vyvolanymi riiznou polohou fosfatu ¢i
srovnani spekter oxy- a deoxyribonukleotidii se vénujeme v samostatnych
podkapitolach (4.3 a 4.4). Vysledky méfeni a fitu pro kazdy studovany nukleotid jsou
shrnuty na obrazcich v sekci Prilohy. Vzdy se jedna o obrazek celé série namétenych
spekter, faktorovou analyzu a jeji fit, relativni zastoupeni nabojovych forem
v zavislosti na pH a Cistd Ramanova spektra jednotlivych nabojovych forem.

Jako dalsi purinové nukleotidy byly méteny

—  5’-dAMP ve formé sodné soli,

— 2’-rAMP ve formé volné kyseliny,

— 3’-rAMP ve formé volné kyseliny,

- 37,5"-cAMP ve form¢ hydratu sodné soli,

—  5"-rGMP (G-8377) ve formé& hydratu disodné¢ soli,

—  5"-dGMP (D-9500) ve form¢ hydratu sodné soli.
VSechny vzorky mély stejnou vychozi koncentraci ¢ = 25 mM. Zpracovani
a normovani spekter se provadélo stejnym zpisobem jako v kapitole 4.2.1 Adenosin-
5’-monofostfat.

V piipad¢ adenosinovych nukleotidi 5'-dAMP, 2°-rAMP a 3'-rAMP (po tfadé
Obrazky Pla—e, P2a—e a P3a—e) jsme ziskali pK, konstanty, které se od téch
pfislusejicich 5'-rAMP odliSuji pouze minimaln€. Zaména ribonukleotidu za
deoxyribonukleotid méla zanedbatelny vliv na vSechny tfi disociani konstanty —
pouze nejnizsi pK,, konstanta je posunuta o 0.2, ale i to je stale v rdmci nami
odhadnuté experimentalni chyby, které je pro takto kysely pfechod zvysena. Poloha
fosfatu mela vliv pfedevsim na pK,, disociacni konstantu odpovidajici prvni protonaci
fosfatové skupiny, zatimco pK,, konstanta odpovidajici protonaci purinové baze

nebyla ovlivnéna. Poloha fosfatu v§ak méla vliv 1 na rozpustnost vzorkl v nizkém pH.

U 3’-rAMP se nam tak bohuZel nepodafilo spektra naméfit pii dostatecné nizkych
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hodnotach pH (vzorek se vysrazel), a proto jsme u n¢j rozlisili pouze tii ndbojové
formy (faktorovd dimenze 3). Vzorek 3°,5'-cAMP (Obrazky P4a—e) obsahujici
cyklicky fosfat byl zhlediska méfeni pH zavislosti velmi podobny samotnému
adenosinu — podafilo se ndm u n¢j urcit dvé hlavni ndbojové formy lisici se protonaci
baze. Disociacni konstanta fosfatové skupiny lezela natolik nizko, ze se nam ji
nepodafilo urcit.

U guanosinovych nukleotidi 5'-rGMP a 5'-dGMP (po fadé¢ Obrazky P5a-h
a Obrazky P6a-h) je mozné¢ identifikovat celkem pét nabojovych forem. Na rozdil od
5"-rAMP zde dochazi k protonaci baze dvakrat (v bazickém prostiedi na N(1)
a v kyselém na N(7)). Z tohoto ditvodu byla Ramanova spektra méfena v §irSim
rozsahu pH nez adenosinové nukleotidy, pH < 12. Ukézalo se, Ze fit celé spektralni
série na Ctyfi disociacni pfechody (pét nabojovych forem) obsahuje pfili§ velké
mnozstvi volnych parametri (29) a byl proto velmi citlivy na po¢ate¢ni podminky.
Proto jsme naméfend data fitovali jako dve piekryvajici se oblasti (tfi horni a tii spodni
disociacni konstanty). Ob& protonace baze jsou spojeny s vyraznymi spektralnimi
zménami v oblasti 1200 az 1800 cm™'. Naproti tomu protonace fosfatu se projevuje
stejnymi, pomérn¢ drobnymi spektralnimi zménami, jako v ptipadé 5 -rAMP. Zména
pK 4 konstant pii zaméné ribonukleotidu za deoxyribonukleotid je opét velmi mala az

zanedbatelna.
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4.2.4  Pyrimidinové nukleotidy

Doplnkovée jsme téz zmétili pH zavislosti pro n€kolik nejcastéji se vyskytujicich
pyrimidinovych nukleotidii a stanovili jejich pK, disociac¢ni konstanty a hodnoty pH,
pii kterych se jejich jednotlivé nabojové stavy vyskytuji v nejvétSim zastoupeni.
Vysledna zpracovana spektra, jejich faktorova analyza i s fitem, relativni zastoupeni
jednotlivych nabojovych forem a ¢istd Ramanova spektra jsou uvedeny v oddilu
Ptilohy.

Studovali jsme nasledujici nukleotidy

—  57-rCMP ve formé disodné soli,

— 5’-dCMP ve formée sodné soli,

—  5’-dTMP ve formé sodné soli,

—  5’-rtUMP ve form¢ disodné soli.
Vsechny vzorky mély stejnou vychozi koncentraci c = 25 mM. Zpracovani
a normovani namétenych dat se provadelo stejnym zptisobem jako v kapitole 4.2.1.

V ptipadé 5 -rCMP a 5'-dCMP (po fadé Obrazky P7a—e a Obrazky P8a—e) byl
postup méfeni a zpracovani analogicky jako u 5'-rAMP. Opét jsou zde dvé protonace
fosfatu a jedna dusikaté baze. Ramanovym spektrim dominuji pasy souvisejici
s vibracemi heterocyklické baze. Celkové jsou ale spektra jednodussi, nebot’ pyrimidin
je na rozdil od purinu pouze monocyklus. Rozdil pK, konstant pro oxy-
a deoxyribonukleotid je vétsi nez u purinovych nukleotidi, ptiblizné 0.1. I v ptipadé
5-dTMP a 5-rUMP (po fadé¢ Obrazky P9a—e, P10a—e) mizeme pozorovat dvé
protonace fosfatu a jednu na bazi. K protonaci na bazi vSak dochézi jiz v bazickém
prostiedi okolo pH = 9.5. V naSem piipadé jsme titrovali od pH < 8, takZe jsme tento
disocia¢ni prechod nestanovili. Celkovy tvar spekter zistal pti protonacich fosfatové
skupiny nezménén. Diky absenci methylové skupiny jsou Ramanova spektra 5'-rUMP

o néco jednodussi nez ta odpovidajici 5'-dTMP.
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4.2.5 Vysledky pH zavislosti

Vsechny pK, disocia¢ni konstanty, které¢ se ndm podafilo urcit, jsou shrnuty
v Tabulce 9 a porovnany s n€kterymi hodnotami z literatury. Konstanty pK,, a pKa,
odpovidaji protonaci/deprotonaci na fosfatové skupin€ a konstanty pK,, a pKa,
odpovidaji protonaci/deprotonaci na nukleotidové bazi. Je ziejmé, Zze mezi nami
ur¢enymi hodnotami a t€émi dostupnymi z literatury jsou pomérné zietelné rozdily
nezavisle na tom, o kterou pK, konstantu se jedna. Tyto rozdily vSak ve vétSing
ptipadd neptesahuji 0.3. Je ovSem vhodné zminit, Ze znacné rozdily jsou i mezi
hodnotami pochdzejicich z riznych publikaci — misty az 0 0.5.

Diky témto konstantdm a zndmému relativnimu zastoupeni jednotlivych
nabojovych forem pak mizeme urCit pH, pfi kterych maji jednotlivé nabojové formy

danych nukleotidii nejvyssi zastoupeni a zméfit pii nich ROA spektra.

Tabulka 9: Vysledky pH zavislosti nukleotidii

. PKaj, pPKa, PKA3 PKa,
Nukleotid
fosfat baze fosfat baze
3.50°
Adenosin 3.39
3.634
X 3.842 6.212
5"-rAMP 0.65 0.9¢9 3.48 6.25
3.744 6.05¢
5'-dAMP 0.80" X 3.42 4.4° 6.28 X
2’-rAMP 0.80" X 3.43 3.8° 6.05 6.17°
3'-rAMP X X 3.43 3.65° 5.84 5.92¢
3',5'-cAMP X X 3.27 X
X 2.4° 6.1¢ 9.4>
5"-rGMP 1.00 0.7¢ 242 6.27 10.06
2.94 6.34 9.64
5’-dGMP 1.00" X 2.40 2.9b 6.34 6.4¢ 10.11 9.7°
5" -rCMP 0.70" 0.8¢ 439 4.5bd 6.23 6.3%4
5’-dCMP 0.80" X 4.59 4.6° 6.33 ?
5-dTMP 1.50" 1.64 6.31 6.5°¢ X 10.0>4
5'-rtUMP 1.00" 1.04 6.16 6.4%4 X 9.5bd

Pozn.: * — pii fitu zdola omezend, x — nezmé&feno/nedohledano, * — (Sigel et al., 1988),

> (Lundblad & Macdonald, 2010), ¢ — (Dawson, 1959), ¢ — (Shabarova & Bogdanov, n.d.)
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4.3 Vliv polohy fosfatu na Ramanova spektra

nukleotidu

Jednou z nejcastéjSich modifikaci nukleotidli je poloha a pocet fostatovych
skupin. V naSem piipad¢ jsme studovali vliv polohy fosfatu u adenosin-monofosfatu
(AMP), konkrétné v piipadech, kdy fosfatova skupina byla navazana na uhliku
C'(5) — 5'-rAMP, uhliku C’(3) — 3’-rAMP, uhliku C’(2) — 2"-rAMP, a také v ptipad¢,
kdy zcela chybi — samotny adenosin. Popisovat vliv polohy fosfatu budeme pro plné
disociovanou formu (nédboj —2, popi. 0 pro adenosin), protoZe ta je nejvice zastoupena
pfi nativnim pH. Stejnym zplsobem by vSak bylo moZzné porovnat i ostatni ndbojové
formy. Ramanova spektra byla ziskdna z méfeni pH zavislosti spekter nukleotidi
avprekryvu jsou uvedena na Obrazku 37. Spektra byla normovdna na
nejintenzivnéj$i pas na 1336 cm™'. Chtéli jsme zméfit i piislusnd ROA spektra, ale
kvili ¢asové narocnosti ROA méfeni jsme se k tomu jiz nedostali.

Z Obrazku 37 je patrné, e oblasti nad 1100 cm™ jsou u vSech vzorkii téméf
identicka, coz nam potvrzuje, ze v této oblasti dominuji vibrace baze. Jedina vyrazna
zména, kterd se projevila, je pfimo spojena s dychaci vibraci baze (cca 730 cm™)
pozorujeme u pasu odpovidajici vibraci fosfatu (5-rAMP* — 976 cm™!, 3"-rAMP? —
978 cm! a 5-rAMP?* — 981 cm™), ktery se samoziejmé u adenosinu nevyskytuje.

Pro lepsi pfehlednost zmén jsou Ramanova spektra rizné fosforylovanych forem
adenosinu zobrazena nad sebou na Obrazku 38. Nejvétsi zmény jsou pozorovany
v oblasti 800 az 1000 cm™. V piipadé 5-rAMP* jsme schopni snadno rozeznat
5 pasti— 799, 818, 850, 884 a 912 cm™!, kdeZto u 3’-AMP?* nepozorujeme pas na
850 cm™ a pasy zde maji jiny spektralni profil — 790 (rameno), 801, 828, 880
a 914 cm. U 2"-rAMP?* této oblasti dominuje pas na 871 cm™' s ramenem (shoulder,
841 cm™) a pomérné Siroky péas na 914 cm’!.

V oblasti nizSich vlnoctt detekujeme dvé velmi podobné pozorovatelné zmény.
Prvni je vyskyt jednho pasu na 319 cm™ u 5'-rAMP?* a u zbylych dvou adenosin-
monofosfati pozorujeme dva rozliSitelné pasy (3-rAMP* — 289 a 314 cm™,
2°-rAMP? — 284 a 322 cm™!). TotéZ pak vidime na kolem piiblizn& 638 cm™. Celkové
1ze fici, Ze pfitomnost a typ fosforylovanych nukleotidi 1ze z Ramanovych spektrech

jednoznaéné urit, a to na zakladé pasu fosfatové vibrace na piiblizné 976 cm™ a celé
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oblasti mezi 750 a 950 cm™'. Piislusné spektralni zmény ale nejsou piili§ intenzivni,
pohybuji se v jednotkdch procent Ramanovského signalu a jejich spolehliva

identifikace vyzaduje pomérn¢ kvalitni naméfena spektra.

—— Adenosin
10 —— 2"-rAMP?
5 . —— 3-TAMPZ
S o84 —— 5"-rAMP?
S
N
o
.E 0.6 H
1]
3
c 04+
4]
£
0]
Y

0.2 H

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
VInoget (cm™)

Obrazek 37: Ramanova spektra rizn¢ fosforylovanych forem adenosinu zobrazena v
piekryvu; 5 -rAMP? (Sernd), 3'-rAMP* (Cervena), 2'-rAMP? (modra), Adenosin
(zelena)
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Ramanova intenzita (a.u.)

—— Adenosin

— 1 - 1 - 1 - T T 1 T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinoget (cm™)

Obriazek 38: Ramanova spektra riizng fosforylovanych forem adenosinu; 5'-rAMP*
(¢ernd), 3'-rAMP? (&ervend), 2"-rAMP? (modr4), Adenosin (zelena)
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4.4 Srovnani oxy- a deoxyribonukleotidu

Nukleotidy mohou mit jako cukernou podjednotku ribosu ¢i deoxyribosu.
V piipadé ribosy tak mame Ctyfi chiralni uhliky, v piipad¢ deoxyribosy tii. Da se tedy
predpokladat, ze na rozdil od Ramanovych spekter budou ROA spektra na zaménu
téchto dvou pentos mnohem citlivéjsi. V této kapitole jsme se proto zaméfili na
charakterizace zmén vyvolané pravé pritomnosti ribosy ¢i deoxyribosy v nukleotidu.
Jako modely jsme zvolili 5'-rAMP a 5'-dAMP, 5'-rGMP a 5'-dGMP a dvojici
5"-rCMP a 5°-dCMP. Obdobn¢ jako v pfedchozi podkapitole 4.3 porovnavame
nabojové formy s nabojem —2. Pfislusnd ROA spektra byla z casovych davoda

zmeéfena zatim jen pro prvni dvojici vzork.
44.1 5-AMP

Ramanova a ROA spektra 5-rAMP a 5'-dAMP v koncentraci 50 mM muiizeme
vidét na Obrazku 39. Opét pro piechlednost jsou valenéni vodikové vibrace
Ramanovych spekter zobrazeny zvlast na Obrazku 40 (ROA spektra v této oblasti
jsou pfili§ zatizena Sumem). Zamétime-li se nejprve na Ramanova spektra, tak
pozorujeme, Ze spektralni zmény vyvolané s pfitomnosti hydroxylové (OH) skupiny
na uhliku C’(2) nejsou nijak vyrazné. Nejvetsi zmeény pozorujeme mezi cca 750 az
950 cm™!, kde se méni spektrdlni profil pasd. Na rozdil od ribonukleotidu zde

' se tfemi

pozorujeme jeden samostatny pas na 802 cm™! a slozeny pds na 898 cm
rameny (868, 914 a 933 cm!). U deoxyribonukleotidu se navic objevuje pas na
267 cm’! a ribonukleotid ma pas na 639 cm™ (5-dAMP — dva pasy: 633 a 660 cm™).
Jinak si Ramanova spektra velmi dobie odpovidaji. V oblasti valen¢nich vodikovych
vibraci (Obrazek 40) detekujeme mimy posuv jednoho pasu — 2950 cm’
(5'-rAMP?*), 2964 cm™ (5'-dAMP?).

U ROA dochazi k proméné celkového charakteru spektra a zmény vyvolané
piitomnosti/absenci OH skupiny na ribose jsou markantni. U 5"-dAMP nepozorujeme
kaplet na 1511 cm™ (+)/1566 cm™ (-), ale zvysuje se intenzita dvojice kladnych past
na pozicich 1422 a 1448 cm™'. Vyraznym rysem je vymizeni kapletu na
1330 cm! (+)/1359 cm™ (-). Dale u deoxy- formy pozorujeme pomérné intenzivni
trojici zapornych pasti — 1167, 1203 a 1245 cm™, kde v piipadé oxy- formy se

nachdzeji pouze hiife rozlisiteln4 ramena (shoulders). O néco nize pozorujeme zmeénu
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podtu past a znaménka — 5-dAMP: 1100 cm! (+), 5-rAMP: 1087 (-)
a 1129 (-)ecm™. Navic u deoxy- formy se zvySuje intenzita pasu na 1003 cm™
aobjevuji se zaporné piasy na 939 a 958 cm’l. Méni se také kaplet
723 cm’! (-)/740 cm! (+), kde u 5°-rAMP je intenzivn&j$i. Vyraznou zménou je
vymizeni intenzivniho pasu na 560 cm™'. Zmény detekujeme i v terahertzové oblasti

(pod 300 cm™), kde dochazi ke zméné intenzit a posunu past k vy$§im vIinoétim

u deoxy- formy.

I ' | ' | ' | ' | ' I ' I ' | !
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinoget (cm™)

Obrazek 39: Ramanova (dole) a ROA (nahote) spektra pln¢ disociovanych forem
5-rAMP a 5'-dAMP; 5"-rAMP?* (Sernd), 5 -dAMP? (&ervena)
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1.2
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Obrazek 40: Oblast valen¢nich vodikovych vibraci Ramanovych spekter

pln& disociovanych forem 5-rAMP a 5-dAMP; 5°-rAMP? (&erna),

5-dAMP?* (&ervend)

Z minulé podkapitoly 4.3 jiz vime, Ze pozice fosfatové skupiny na ribose ma na
Ramanova spektra jen velmi maly vliv. Nyni vidime, Ze totéZ plati pro nahrazeni
ribosy za deoxyribosu. V obou pfipadech pozorujeme néckteré charakteristické
spektralni zmény predevsim v oblasti 800 az 1200 cm™, ale celkovy charakter spektra
zlstava zachovan. U pH zavislosti jsme dale vidé€li, Ze protonace baze zplsobi
obrovskou spektralni zménu. Na zakladé téchto pozorovani je zfejmé, Ze veSkeré velmi
intenzivni rysy Ramanovych spekter nukleotidii pfimo souviseji s vibracemi baze.
V ptipadé ROA je vSak situace zcela odlisnd. V podkapitole 4.2.2 jsme vidéli, Ze
protonace fosfatu se na ROA spektru prakticky neprojevi, a zZe i protonace baze
zptsobi jen pomérné malou spektralni zménu. Naproti tomu chybéjici hydroxylova
skupina na pentose (a tim i ztrata chirality na C(3")) zplsobi velmi vyraznou zménu
celého spektralniho profilu. To ukazuje, ze ROA spektrum mnohem vice odrazi
vibrace cukerné slozky nukleotidu a pfinasi tak k Ramanovu spektru komplementarni

informaci.
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44.2 5-GMP a5-CMP

Ramanova spektra 5'-rGMP?* a 5'-dGMP?* jsou uvedena na Obrazku 41. Jedna
se o spektra z pH méfeni jejich zavislosti, kterd byla normovana na nejsilné€jsi pas na
1448 cm™. Podobné jako u 5°-rAMP a 5'-dAMP nejsou rozdily nijak veliké a projevuiji
se v podobnych oblastech vinoctové skaly. U deoxy- formy se v oblasti niz§ich vinocta
objevuje pas na 265 cm’! a dale dokazeme rozlisit dvojici past — 351 a 381 cm™. Na
prvni pohled zfetelnou zménou je pak splynuti pasu (671 cm™) a jeho ramena
(687 cm™) v jeden pas na pozici 681 cm™. Dale se pak dva pasy (821 a 869 cm™)
posunuji v 5'-dGMP? k niz$im hodnotdm vIno¢tli — 787 a 856 cm™'. V piipadé deoxy-
formy pak mtizeme jesté detekovat dva pasy na 897 a 933 cm™’. Naopak u 5"-rGMP*
jsme mezi 1000 a 1130 cm™! schopni rozlisit podrobn&jsi strukturu past (1043, 1061
a 1130 cm™). Vyse popsané zmény nejsou nijak markantni a mimo to, Ramanova

spektra maji shodny charakter a odpovidaji si.
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Obrazek 41: Ramanova spektra jednou protonovanych forem 5 -rGMP a 5'-dGMP;
5’-rtGMP? (¢ernd), 5'-dGMP?* (&ervena)
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Jako zastupce pyrimidinovych nukleotidii jsme zvolili 5"-rCMP a jeho deoxy-
formu — 5’-dCMP. Ramanova spektra mizeme vidét na Obrazku 42. Jedna se taktéz
o spektra zpH zavislosti a byla normovdna na pas 784 cm'. Na rozdil od
prezentovanych purinovych nukleotida u cytidinovych nukleotidii miizeme pozorovat
zménu v oblasti kolem 1200 cm™. Konkrétné se jedna o posun past u deoxy- formy
k vy$§im vInodtim (1194 — 1208 cm™ a 1244 — 1252 cm™). V piipadé 5 -rCMP*
detekujeme pasy na 872, 1087 a 1134 cm™!, které u 5'-dCMP? nejsme schopni rozligit.
Naopak u deoxy- formy se objevuji dva pasy — 291 a 950 cm™, a jedno rameno
(shoulder) — 808 cm™'. Stejné jako v piedeslych pripadech maji spektra stejny celkovy
charakter a velmi dobfe si odpovidaji.

Tato pozorovani jsou v dobrém souladu s diskuzi v predeslé podkapitole. Vice

zaveérl bude mozné vyvodit, az budeme mit k dispozici i1 pfislusnd ROA spektra.
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Obrazek 42: Ramanova spektra pln¢ disociovanych forem 5 -rCMP a 5'-dCMP;
5’-rCMP?* (&ernd), 5'-dCMP?* (Servena)
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4.5 Koncentracni zavislosti

Jednim ze stabilizujicich efektt struktury nukleovych kyselin je tzv. patrova
interakce (také m-m interakce nebo také m-n stacking), nekovalentni atraktivni interakce
mezi aromatickymi kruhy. Tuto interakci, vedouci ke stohovani nukleotidi (stacking),
je ovSem mozné pozorovat i pro volné mononukleotidy pfi vysSich koncentracich,
(Neurohr & Mantsch, 1979). V ptipadé¢ mononukleotidi obecné plati, ze vétsi afinitu
ke stohovani maji purinové nukleotidy — nejochotnéji stohuje adenosinmonofosfat
(AMP), pak inosinmonofosfat (IMP) a nejméné guanosinmonofosfat (GMP), (Neurohr
& Mantsch, 1979). Pyrimidinové nukleotidy stohuji jest¢ o poznani méné ochotng.
Cilem naSich méfeni koncentracnich zavislosti byla identifikace spektralnich projevi
samoasociace v Ramanovych a ROA spektrech nukleotidi. Jako vhodny vzorek jsme
zvolili adenosin-5"-monofosfat (5"-rAMP) pravé pro jeho vyssi ochotu ke stohovani.

Jak jiz bylo zminéno v ivodni kapitole prace 1.2.6 G-tetrady a G-kvadruplexy,
pii zvySovani koncentrace nukleotidi mize kromé stohovani dochéazet i k jinym
samoasociacnim procesim. Velmi vhodnym piikladem takového chovani jsou
nukleotidy guanosin-5"-monofosfat (5'-rGMP) a 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat
(5'-dGMP), které se mohou mezi sebou vazat pomoci Hoogsteenovského parovani
a vytvaret tzv. guaninové tetrady (G-tetrady). V ptfitomnosti jednomocnych kationtl
pak tyto tetrady mohou vytvafet aglomeraty podobné guaninovym kvadruplexiim.
Velmi zajimava jsou zjisténi, ze zatimco 5°-rGMP ochotné vytvafi aglomeraty
i v piitomnosti lithnych (Li") a sodnych (Na®) iont, tak 5°-dGMP nikoliv.
V piitomnosti draselnych (K*) iontd vSak vytvai aglomeraty jak 5'-rGMP, tak
1 5'-dGMP, (Mudroniova et al., 2016) a (Hightower et al., 2009). Vytvafeni
guaninovych tetrad a jejich aglomeratl je Siroce studovano a to piedev§im pomoci
techniky NMR a CD, napt. (Hightower et al., 2009), (Wu & Kwan, 2009) a (Gray et
al., 2008). V posledni dobé¢ se v této oblasti uplatituje také Ramanova spektroskopie
(Mudrotiova et al., 2016), infracervena spektroskopie a VCD, napi. (Novotna et al.,
2012), (Goncharova et al., 2012) a (Novotna et al., 2014). Domnivame se, Ze v této
oblasti vyzkumu by mohla technika ROA pfinést velmi zajimavé vysledky. Proto jsme
studovali 1 koncentracni zavislost Ramanovych a posléze 1 ROA spekter v pfitomnosti
Na" a K* iontli. Viechna spektra byla mé&fena v celé oblasti fundamentalnich vibraci

a byla normovana na 1. faktorovou komponentu.
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Pfed samotnymi méfenimi jsme si vypocitali, jaké je predpokladané zastoupeni
merd 5'-rAMP a 5"-rGMP v koncentratnim rozmezi 1-2000 mM. Pro tyto dva
nukleotidy je mozné dohledat asociacni konstanty urCené pomoci NMR v ramci
isodesmického modelu nekonecného stohovani, (Martin, 1996). Tento model je také
oznacovan jako model rovnocennych asociacnich konstant a vychazi z predpokladu,
ze pridani dal$i molekuly do stohu je charakterizovano stejnou volnou energii
a rovnovaznou konstantou K jako u piedeslych molekul. Bézn¢ byva oznacovan jako
EK (equal K) model a popisujeme jej pomoci rovnic

(Ap+ A1 S Ant1,
[(ADnsal (4.2)
[(A)n][(A)1]

kde (A); piedstavuje i-mery a [(A);] je jejich koncentrace. Pro 5'-rAMP byla hodnota

K =

této konstanty urdena jako 1.92 M pii teploté 30°C a pH = 7.4 dle (Neurohr &
Mantsch, 1979) nebo 2.1 = 0.3 M™! pti teploté 27 °C a pD = 8.9 dle (Tribolet & Sigel,
1987). Pro 5 -rGMP se nam podaiilo dohledat hodnotu 1.29 M™! pii teploté 30 °C
apH =74, dle (Neurohr & Mantsch, 1979). Pro tyto konstanty jsme vypocitali
relativni zastoupeni jednotlivych meri v roztoku v koncentracnim rozmezi 1 az
2000 mM a ukazujeme je v Tabulce 10 a na Obrazku 43.

Je patrné, Ze pokud chceme naméfit spektrum c¢istétho monomeru 5'-rAMP,
musime volit koncentrace 5 mM a mensi, pii koncentracich pfiblizn€ 25 mM je jiz
témet deset procent vzorku ve formé dimeru. Pfi koncentracich cca 200 mM, kdy lze
jizméfiti ROA spektra s dobrym pomérem signdlu k Sumu a relativné rychle (jednotky
hodin), je ve form¢ dimeru téméf 30 % vzorku, 5 % vzorku nalezneme ve formé
trimeru a v malém mnozstvi se vyskytuji i tetramery. V piipadé¢ 5'-rGMP jsou tyto
pomeéry diky niz8i hodnot¢ asociacni konstanty o néco ptiznivéjsi. Z toho diivodu jsme
se rozhodli pH méfeni prezentované v minulych podkapitolach provadét pii
koncentraci 25 mM, coz jsme vyhodnotili jako minimalni koncentraci, kdy lze jesté
naméfit pekné ROA spektrum a 90 % vzorku je ve form¢ monomeru. Méfeni pii tak
nizkych koncentracich vzorku ale vyzaduje precizni nastaveni spektrometru a pomérné
dlouhou akumula¢ni dobu (idealné 48 hodin), na spektrometrech starsi generace by

bylo na samém limitu jejich moznosti, ¢i dokonce jiz za nim.

94



Tabulka 10: Relativni zastoupeni jednotlivych meri v riznych koncentracich roztoku

5’-rAMP
cmM) (4); (A2 (A3 (As (As (A (A7
1 1.00 0 0 0 0
10 096 004 O 0 0
25 091 0.09 0.01 0 0
100 0.72 022 0.05 001 O

200 0.58 0.28 0.10 0.03 001 O 0

400 042 030 0.16 0.07 0.03 0.01 0.01
800 028 0.26 0.19 0.12 0.07 0.04 0.02
1000 024 0.25 0.19 0.13 0.08 0.05 0.03
1400 0.19 0.22 0.18 0.14 0.10 0.06 0.04
2000 0.15 0.18 0.17 0.14 0.11 0.08 0.06

5-rGMP

cmM) (4); (A (A3 (A (As (A (A

S| O o O
S| O o O

1 1.00 0 0 0 0 0 0
10 098 0.02 O 0 0 0 0
25 094 0.06 O 0 0 0 0
100 0.80 0.17 0.03 O 0 0 0

200 0.68 0.24 0.06 0.0l 0 0 0

400 0.53 029 0.12 0.04 0.01 0 0

800 0.38 0.29 0.17 0.09 0.04 0.02 0.01
1000 033 0.28 0.18 0.10 0.05 0.03 0.0l
1400 027 0.26 0.19 0.12 0.07 0.04 0.02
2000 0.21 0.23 0.18 0.13 0.09 0.06 0.04

95



|57-rGMP
K=129M"’

Relativni zastoupeni
o
(2]
|

'c
(]
o
>
o
0
©
N
c
P
I
[0}
nd
| T
0.001 0.01 0.1 1
log(c) (M)
Obrazek 43: Teoreticky model relativniho zastoupeni jednotlivych mert 5" -rAMP
(dole) a 5'-rGMP (nahote) v riznych koncentracich roztoku; (A); — monomery

(¢ernd), (A)2 — dimery (Cervena), (A); — trimery (modrd), (A)s4 — tetramery (zelend),
(A)s — pentamery (fialova), (A)s — hexamery (tmavé Zzlutd), (A); — heptamery

(tyrkysova)

96



4.5.1 Stohovani 5'-rAMP

Ramanova spektra adenosin-5"-monofosfatu (5°-rAMP) ve form¢ disodné soli
byla méfena v Sirokém rozsahu koncentraci ¢ = 1.56-2710 mM pfi teploté 25 °C, viz
Tabulka 3. Méteni probihala pii hodnoté pH odpovidajici plné disociované formé
(5’-rAMP?). Ramanova spektra pro jednotlivé koncentrace (13 spekter) miizeme vidét
na Obrazku 44, ze kterého jsou patrné zmény intenzity past. Spektra pro dvé nejnizsi
koncentrace (1.56 a 3.12 mM) maji 1 ptfes del$i expozici a zvySeny pocet akumulaci

pomérné vysoky Sum. Z tohoto divodu jsme se rozhodli je z dal§itho zpracovani

vynechat.
25— 156mMM——3.12mM——6.24 mM —— 12.5 mM
—— 25mM 50 mM 98 mM 190 mM I ST
375 mM 705 mM 1000 mM —— 1760 mM ooy e
—— 2710 mM
—~ 2.0 OH OH
3 5"-rAMP?
L
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=
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[\M]
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Vinoé&et (cm™)

Obriazek 44: Ramanova spektra 5 -rAMP? pfi riiznych koncentracich (viz barvy)
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Sérii namétenych spekter jsme zpracovali metodou SVD, jejiz vysledky jsou
shrnuty na Obrazku 45, kde pro lepsi ptehlednost je vynesena zavislost koeficientt V;
(skore) na logaritmu koncentrace vzorku (log(c)). Z vah jednotlivych subspekter
a rezidualni chyby je ziejma faktorova dimenze dvé, coz znaci, ze je zde pouze jeden

pusobici proces — v nasem piipad¢ stohovani (stacking).
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Obriazek 45: Vysledky faktorové analyzy koncentra¢niho méfeni 5" -rAMP*";
Subspektra S1-S3 (modré, vlevo nahote), pribehy koeficienti subspekter
V1-V3 (Sedé body), vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost
rezidualni chyby E na logaritmu koncentrace (vpravo dole)
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Uz z Obrazku 44 je ziejmé, ze stohovani se v Ramanovych spekter projevuje jen
velmi slabé. Diky SVD (viz Obrazek 45) vidime, Ze spektralni zména je uniformni
a vztazena k logaritmu koncentrace ptiblizn¢ linearni. Zmény ve spektru jsou dvojiho
typu

(i) pozorujeme rozsifeni a pokles/nartist intenzity pasu fosfatové vibrace,
(i1) vidime malé zmény intenzity past odpovidajici vibracim baze a jejich
drobné posuny.
Zatimco bod (i) velmi pravdépodobné nesouvisi se stohovanim, ale je pifimym
disledkem zahus$téni roztoku, bod (ii) mlizeme pifimo spojit se stohovanim. Na
Obrazku 46 ukazujeme piekryv dvou Ramanovych spekter 5'-rAMP? (koncentrace
c=125mM a ¢ = 2710 mM) v oblasti 1200 az 1700 cm™’, kde je efekt stohovani
nejvyrazngjsi. Jako markery stohovani mizeme oznacit
(a) zménu relativni intenzity past na 1307, 1337 a 1379 cm’!, ktera se
zméni z poméru 1:1.5:0.7 na 1:1.9:0.8,
(b) zménu relativni intenzity past na 1483 a 1510 cm™!, kterd se zméni
z poméru 1:1.1 na 1:0.8,

(c) posun pasuz 1581 na 1578 cm™.

2.5 3 ——125mM

2.0 4

1307

1.5

1.0

Ramanova intenzita (a.u.)

0.5

0.0 +
T I T I T I T I T
1200 1300 1400 1500 1600 1700

ViInoget (cm™)

Obrazek 46: Ramanova spektra 5-rAMP? pro dvé rizné koncentrace; 12.5 mM —
zelena, 2710 mM — Cervena
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Efekt stohovani 5°-rAMP je tedy v Ramanovych spektrech pozorovatelny
a z poméra vyse uvedenych past i kvantifikovatelny, ale celkove vzato pomérné slaby.
Jeho uspésné vyhodnoceni vyzaduje kvalitné zméfend spektra, presné odecteni signalu
rozpoustédla a precizni sesazeni pozadi jednotlivych spekter. Je tifeba poznamenat, ze
nase pozorovani 5'-rAMP? pomoci Ramanovy spektroskopie neni novatorské, vyse
zminéné spektralni zmény byly publikovany jiz v roce 1988, (Weaver & Williams,
1988). Nase méieni jsou diky ¢asovému odstupu a novym technickym moznostem
piesnéjSi a vyhodnoceni pomoci SVD vyuzivajici celé série dat je o néco

sofistikovangjsi, avsak zavéry citované publikace jsou platné.
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4.5.2 Stohovani 5'-dGMP

Stejné jako u 5°-rAMP jsme studovali stohovani (koncentrani zavislost)
2’-dexoyguanosin-5"-monofosfatu ve formé sodné soli. M¢cfena byla Ramanova
spektra pti pH odpovidajicimu celkovému naboji —2 (5-dGMP?) v rozsahu
koncentraci ¢ = 3.12-1000 mM a teploté 25 °C, viz Tabulka 3. Ramanova spektra pro
jednotlivé koncentrace jsou uvedena na Obrazku 47. Spektra pro dvé nejnizsi
koncentrace (3.12 a 6.25 mM) byla pftili§ zaSuména, a proto nejsou zde prezentovana
a ani nebyla déle zpracovavana. Jediné, co lze na prvni pohled pozorovat, je drobna

zména intenzity nékolika pasti zejména v oblasti nad 1200 cm™.
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Obrazek 47: Ramanova spektra 5'-dGMP?" pii rliznych koncentracich (viz barvy)
Spektralni sérii jsme zpracovali stejnym zpusobem jako u 5'-rAMP. Vysledky
SVD muzeme vidét na Obrazku 48. Taktéz je prubch koeficientd V; zobrazen pro
lepsi prehlednost v zavislosti na logaritmu koncentrace (log(c)). Z téchto vysledkl
(rezidualni chyby a vah jednotlivych subspekter) jsme identifikovali faktorovou
dimenzi dvé (stejné¢ jako u 5°-rAMP). To ndm ukazuje pouze na proces stohovani

(stacking).
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Obriazek 48: Vysledky faktorové analyzy koncentraéniho méfeni 5'-dGMP?:
Subspektra S1-S3 (modra, vlevo nahote), prubéhy koeficientli subspekter V1—
V3 (Sedé body), vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zéavislost
rezidudlni chyby E na logaritmu koncentrace (vpravo dole)
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Z Obrazku 47 a Obrazku 48 vidime velkou podobnost s chovanim 5-rAMP,
které bylo rozebirano v predeslé podkapitole 4.5.1. Spektralni zména vlivem stohovani
je jednotna a téméf linedrni, pokud ji vztdhneme k logaritmu koncentrace a projevuje
se jen velmi malo. Pozorovat lze zmény intenzit past odpovidajici vibracim baze
(1100 az 1800 cm™ a dychaci vibrace na 681 cm™). TaktéZ roste intenzita pasu fosfatu,
ktera ale je spiSe spjata se zahusténim vzorku nez se stohovanim. Pro lepsi znazornéni
zmén jsou Ramanova spektra pro nejméné a nejvice koncentrovany vzorek (12.5
a 1000 mM) vykreslena v piekryvu na Obrazku 49 v oblasti 1100 az 1800 cm™', kde
lze detekovat nejvétsi zmeny. Je patrné, ze i pres velkou zménu koncentrace zistava
charakter spektra prakticky identicky a pozorované zmény jsou pouze kosmetického
charakteru. Lze identifikovat drobnou zménu relativni intenzity pasti na 1365, 1487
a 1577 ecm™ (z poméru 1:2.6:1.8 na pomér 1:2.7:1.8) a mirny pokles intenzity pasti na
1177, 1601 (rameno) a 1643 cm™. Nic z toho se ale ned4 povazovat za vyznamny

marker stohovani 5'-dGMP.

— 1256 mM
— 1000 mM

1.0

0.8
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Obrazek 49: Ramanova spektra 5'-dGMP? pro dvé rtizné koncentrace; 12.5 mM —
¢erna, 1000 mM — Cervena
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4.5.3 Stohovani 5'-rGMP

Guanosin-5"-monofosfat (5’-rGMP), ktery muze vytvaret tzv. G-tetrady, jsme
méfili v rozsahu koncentraci ¢ = 3.12 az 1510 mM pii 25 °C, viz Tabulka 3. Kvili
zvySenému Sumu jsme ze zpracovani vytadili spektra odpovidajici dvéma nejméné
koncentrovanym vzorkiim (3.12 mM a 6.24 mM). Ramanova spektra byla méfena pro
5"-rGMP ve form¢ dihydratu sodné soli a pti pH odpovidajicimu dvakrat zaporné
nabité formé (5-rGMP?%). Spektra pro jednotlivé koncentrace (16 spekter) jsou
uvedena na Obrazku 50. Z ngj vidime, Ze spektralni zmény vyvolané zménou
koncentrace jsou mnohem markantnéj$i nez u 5’-rAMP — ty nejvice zietelné jsme
oznacili. Zmény ve spektru miizeme rozd¢lit podle jejich projevu

(i) maly posun pasti —z 1487 na 1482 cm™ a z 586 na 579 cm’!,

(ii) pokles intenzity pasti — 1686, 1646, 1482, 1416, 1179, 1082 a 501 cm™,
(iii) nardst intenzity past — 1538, 1013, 997, 981, 876, 671 a 545 cm™!,

(iv) objeveni novych pasti — 1732 (marker pro G-tetrady) a 1344 cm,

(v) rozliseni struktury past v oblasti pod 400 cm.
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Obrazek 50: Ramanova spektra 5'-rGMP?" pfi riznych koncentracich (viz barvy)
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Vice informaci lze ziskat z vyhodnoceni této spektralni série pomoci

vysledky mizeme vidét na nasledujicim Obrazku 51.
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Obriazek 51: Vysledky faktorové analyzy koncentra¢niho méfeni 5'-rGMP*:
Subspektra S1-S4 (modra, vlevo nahote), pribéhy koeficientli subspekter V1-
V4 (Sed¢ body), vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost

rezidudlni chyby E na logaritmu koncentrace (vpravo dole)
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Pro piehlednost jsou prubcéhy koeficienti V; zobrazeny v logaritmické skale
koncentrace vzorku ((log(c)). Z prubéhu rezidualni chyby a vah subspekter je patrna
faktorova dimenze tfi. Ta ndm v nasem piipadé ukazuje na dva procesy — stohovani
(stacking) bazi a tvorba guaninovych tetrad pomoci Hoogsteenovského parovani bazi.
Tedy spektralni zmény jiz nejsou uniformni (jako tomu bylo u 5"-rAMP a 5'-dGMP)
a z Obrazku 51 vidime, Ze ke zlomu dochazi pti koncentraci cca 450 mM (pfi teploté
25 °C). Pro lepsi piehlednost zobrazujeme Ramanova spektra po dvojicich pro tfi riizné
koncentraci (12.5 mM) a stfedni koncentraci (460 mM) jsou jen velmi malé a souvisi
Cisté se stohovanim bazi, podobné jako u 5'-rAMP. Pozorujeme pievazné poklesy
intenzit pasd. Vyjimkou je ndarGst intenzity pdsu odpovidajici vibraci fosfatu
(979 cm™). Naopak tvorba guaninovych tetrad se projevuje ve spektrech mnohem
vyrazngji (spodni ¢ast Obrazku 52). Velmi zajimava je oblast pod 410 cm™, kde
unejvice koncentrovaného vzorku jsme schopni identifikovat az sedm dobie
rozliSitelnych pasitt (viz Obrazek 52), kdezto v ptipad¢ stfedn€ koncentrovaného
vzorku mizeme vidét jeden Siroky pas s naznakem struktury (pomoci druhé derivace
lze rozlisit tfi slozky). Dale se objevuji nové pasy na 709 (rameno), 1056, 1345
a 1733 cm™!, kde posledni z nich je v literatuie oznadovéan jako marker pro guaninové
tetrady dle (Mudronova et al., 2016). Narust intenzity je pak spojen s pasy na 545, 579,
671 a 875 cm’!. Drobny posuv pasti o 5 cm! mlizeme pozorovat u pasti na 1482
a 1580 cm™!, které jsou soucasné také spojeny se zménou intenzity. Vyraznéjsi pokles
intenzity je pak detekovan pro pasy na pozici 1643 a 1685 cm™.

Proces stohovani bazi je podobné jako 5'-dGMP velmi slaby. Naopak vytvaieni
G-tetrdd se projevuje vyraznymi spektrdlni zménami a je tedy velmi snadno
identifikovatelné a rozpoznatelné. Vysledky nasich experimentt a jejich zpracovani
jsou v dobrém souhlasu s jiz dfive publikovanymi pozorovanimi, (Mudrofiova et al.,
2016). Na rozdil od nich vSak pozorujeme i velmi zajimavé chovani v oblasti nizkych

vlno&tii (vétsina predchozich méfeni se omezovala na interval 600 az 1800 cm™).
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454 Vliv zvySené koncentrace Na’ ionti na stohovani

5"-rGMP a 5'-dGMP

V ptedchozich dvou podkapitolach 4.5.2 a 4.5.3 jsme studovali stohovani
(stacking) 5-rGMP a 5'-dGMP. V ptipadé¢ 5-rGMP jsme pozorovali i tvorbu
guaninovych tetrdd a stanovili jsme koncentraci, pfi které zacne dochazet k jejich
vytvarteni. Jelikoz byly pouzity vzorky ve formé hydratu disodné soli (5"-rGMP), resp.
disodné soli (5'-dGMP), tak pti dané koncentraci téchto nukleotidi méme soucasné
vroztoku dvojndsobnou molarni  koncentraci sodikovych iontd  (napf.
cemp = 100 MM — ¢y + = 200 mM). Z tohoto diivodu jsme se rozhodli vénovat
studiu vlivu zvySeni koncentrace Na" (zvySeni iontové sily roztoku) na samoskladbu
5"-rGMP a 5’-dGMP. Na" ionty byly piidavany titraci 2.0 M chloridu sodného (NaCl).
Opét jako vzorky byly pouzity 5'-rGMP ve formé hydratu disodné soli a 5'-dGMP ve
formé disodné soli a pH vzorkti odpovidalo dvakrat zaporné nabité formé. Jednotlivé
koncentrace vzorki a pfislusné nadbytky Na" iontl jsou uvedeny v Tabulce 4. Horni
limit nadbytku Na" iontd byl omezen rozpustnosti vzorki.

Ramanova spektra 5'-dGMP? pro tfi koncentrace tohoto nukleotidu (¢ = 100,
500 a 1000 mM) s riznymi nadbytky Na® iontd mizeme vidét na Obrazku 53.
Spektra byla normovéna na stejnou integralni intenzitu. Pozorujeme jen velmi
nepatrné zmeény intenzit past. Porovname-li jej s Cist€¢ koncentracnim méfenim
(Obrazek 47), tak pozorované spektralni zmeény jsou identické.

Podobnost s koncentraénim méfenim 5'-dGMP mutzeme vidét i ve vysledcich
faktorové analyzy (konkrétné¢ SVD), které jsou shrnuty na néasledujicim Obrazku 54.
Tentokrat je pribéh koeficienti V; (skore) zobrazen v zévislosti na celkové
koncentraci sodikovych iontl (cy,), kde pozorujeme ti1 oblasti odpovidajici
koncentraci vzorku — 100 mM (modra), 500 mM (Sedd) a 1000 mM (Cervenad).
Z prubéhu koeficientli druhého subspektra (V2) lze usuzovat, ze ptidavani NaCl ma
vliv na stabilizaci stohovani (pfiblizeni Sedého bodu k ¢ervenému). Tento vliv vSak
zpisobuje pouze ,kosmetické* zmény ve spektrech a vramci Ramanovy

spektroskopie jej lze jen tézko vyhodnocovat.
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Obriazek 53: Ramanova spektra 5'-dGMP* pro koncentrace 100, 500 a 1000 mM
s riznymi nadbytky Na* iontli; ¢ = 100 mM (odstiny modré), ¢ = 500 mM (odstiny
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Obrazek 54: Vysledky faktorové analyzy vlivu Na* iontd na 5'-dGMP?: Subspektra
S1-S3 (modra, vlevo nahote), pribehy koeficientli subspekter V1-V3 (modré body —
100 mM, Sedé¢ body — 500 mM, cervené body — 1000 mM), vahy jednotlivych
subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na celkové koncentraci Na*
iontl (vpravo dole)
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Me¢éfeni za stejnych podminek jsme provedli i pro 5'-rGMP, jen s vétSim poctem
piidavanych Na' iontd ke tfem koncentracim vzorku (¢ = 100, 500 a 1000 mM), viz
Tabulka 4. Sérii naméfenych Ramanovych spekter miizeme vidét na Obrazku 55,
spektra jsou opét normovana na stejnou integralni intenzitu. Z tohoto obrazku jsou
jasné patrné zmeény intenzity popsané v podkapitole 4.5.3. Lze tedy vyvozovat, Ze
piidavani Na' iontd navic ke vzorktim vede ke vzniku a stabilizaci aglomerati, které
prispivaji 1 vysledky SVD, které jsou uvedeny na dalSim Obrazku 56. Faktorova
dimenze je tf1, stejné jako u Cisté koncentra¢niho méefeni 5 -rGMP (podkapitola 4.5.3).
Prub&hy koeficientd V; jsou vyneseny v zavislosti na celkové koncentraci Na* ionti ve
vzorku (cy,). Pozorujeme, Ze pfidavani Na' iontl navic ke vzorku vede ke stabilizaci
a tvorbé G-tetrad a jejich asociati — téméf linedrni zavislost koeficientd V2 a V3, coz
1ze demonstrovat na Obrazku 57, kde jsou v piekryvu porovnana spektra pro stejnou
koncentraci 5'-tGMP  (c,gmp = 500 mM) bez piidaného Na® (cyacp = 0 mM)
asnadbytkem Na® (cyacp =750 mM). Pii pfitomnosti nadbytku Na® ionth
pozorujeme podobné zmény jako u Cisté koncentraéniho méteni (podkapitola 4.5.3,
Obrazek 50), proto je zde nerozebirame a nejvyraznéjSi zmény jsme oznacili

pfislusnou hodnotou vlnoctu.
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Obriazek 55: Ramanova spektra 5-rGMP* pro koncentrace 100, 500 a 1000 mM
s riznymi nadbytky Na' iontli; ¢ = 100 mM (odstiny modré), ¢ = 500 mM (odstiny
zelené), c = 1000 mM (odstiny Cervené)
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Obrazek 56: Vysledky faktorové analyzy vlivu Na* iontli na 5"-rGMP?": Subspektra
S1-S4 (modra, vlevo nahote), pribehy koeficientli subspekter V1-V4 (modré body —
100 mM, Sedé¢ body — 500 mM, cervené body — 1000 mM), vahy jednotlivych
subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na celkové koncentraci Na*
iontl (vpravo dole)
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Obriazek 57: Srovnani Ramanovych spekter bez pfitomnosti Na® (0 mM, Cernd)
s nadbytkem Na* iontfi (750 mM, &ervend) pro 500 mM koncentraci 5 -rGMP?*-
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4.5.5 Vliv zvySené Kkoncentrace K" ionti na stohovani

5"-rGMP a 5'-dGMP

Diilezitou roli pro stabilizaci a tvorbu samotné struktury G-tetrad maji rtizné
kationty, (Hightower et al., 2009). Kromé¢ studia vlivu zvy$ené koncentrace Na* iontil
na tvorbu G-tetrad jsme se zaméfili na dalsi alkalicky kov draslik (K), ktery ma vétsi
atomovy polomér. V pfitomnosti drasliku u 5-rGMP dojde po vytvoreni G-tetrad
k jinému zptsobu jejich asociace — namisto ,,head to tail* uspotfadani pak pozorujeme
sttidavé usporadani ,,head to head* a , tail to tail*“. Navic v pfitomnosti drasliku dochazi
k vytvareni asociati G-tetrad i u 5'-dGMP, (Hightower et al., 2009; Mudronova et al.,
2016).

Pouzili jsme vzorky 5" -rGMP ve formé hydratu disodné soli a 5"-dGMP ve formé
disodné soli, ke kterym jsme pfidavali K* ionty pomoci titrovani 2.0 M chloridu
draselného (KCl). Koncentrace vzorkti a nadbytku K™ iontdi jsou uvedeny v Tabulce 4.
Horni hranici nadbytku K* iontli jsme stanovili jako dvojnasobnou pro danou
koncentraci. Toho se ndm nepodatilo dosahnout vzdy z diivodu nerozpusténi vzorku
(pt1 vysoké koncentraci bylo nutné je rozpoustét piimo v roztoku KCl). Méfeni
probihala pfti teploté 25 °C a pH odpovidajicimu dvakrat zadporn€ nabitym formém —
5-rGMP? a 5'-dGMP?*.

Série Ramanovych spekter 5'-dGMP?" pro riizné nadbytky K* iontii je vyobrazena
na Obrazku 58. Na prvni pohled mizeme vidét, ze spektrdlni zmény zplsobené
zvysenim iontové sily roztoku (pomoci zvySovani koncentrace K iontll) jsou mnohem
vyrazn€j$i, nez jsme mohli pozorovat u Cist¢ koncentraéniho méfeni (podkapitola
4.5.2, Obrazek 47) a u vlivu pfidavani Na* ionti (podkapitola 4.5.4, Obrazek 53).
Pro lep$i popis zmén intenzit je nutné tuto sérii vyhodnotit pomoci SVD. Vysledky
jsou shrnuty na Obrazku 59, kde jsou prubehy koeficientl V; vyneseny v zavislosti na
celkové koncentraci Na® a K' iontll (cya4+k)- Koncentrace sodnych iontd je vzdy
dvojnasobné oproti koncentraci vzorku. Z vah subspekter a rezidualni chyby jsme
urcili faktorovou dimenzi tfi, kterd ndm poukazuje na dva procesy — stohovani bazi

5’-dGMP?* a vytvéaieni G-tetrad, které jsme doposud u 5'-dGMP? nepozorovali.
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Obrazek 58: Ramanova spektra 5'-dGMP? pro koncentrace 100, 500 a 1000 mM
s riznymi nadbytky K* ionti; ¢ = 100 mM (odstiny modré), ¢ = 500 mM (odstiny
zelené), ¢ = 1000 mM (odstiny cervené)

115



0.15 A S1 V1L 035
0.10 - - 0.30
@ ©0 00 e
0.05 -  0.25
- 0.20
0.00 -
0.2 - S2 @ v2 | 03
o
0.1 1 L 00
)
0.0 -
o) @ [ -03
-0.1 A
) - -0.6
S3 v3 [ 06
0.1 1 g
@ L 0.3
0.0 - © - 0.0
d y - 0.3
01 - o e |
o
0.1 [ 09
A sS4 va
® L 06
o
0.0 - o} L 0.3
@D r 0.0
-01 4 ©
o ®L03
02 1 )
02 T T L] T L} L T 1 T L} Ll L} '06
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 200 700 1200 1700 2200
Vinoéet (cm™) Ciyask (MM)
1e+8 1 o W ° E
1e+7 | ° L 10000
(]
[ ]
1e+6 4 ® 5
1e+5 - e °o
©20060506 44 00044, - 1000
1e+4 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1
0 2 4 6 8 10 12 140 2 4 6 8 10 12 14
Cislo subspektra Pocet subspekter

Obrizek 59: Vysledky faktorové analyzy vlivu K iontii na 5'-dGMP?": Subspektra
S1-S4 (modra, vlevo nahote), priibéhy koeficientl subspekter V1-V4 (modré body —
100 mM, Sedé body — 500 mM, cervené body — 1000 mM), vahy jednotlivych
subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na celkové koncentraci Na*
a K" iontt (vpravo dole)
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Pro piehledné&jsi znazornéni zmén jsou Ramanova spektra bez pfitomnosti K*
iont (cxkcg = 0mM) a snadbytkem K' iontd (cgxc =750 mM) pro 500 mM
koncentraci vzorku (5-dGMP?) vykreslena v piekryvu na Obrazku 60, kde se
objevuje rameno na 1726 cm™'. Dale pozorujeme zmény intenzity nékolika past, kde
ty nejvyraznéjsi jsme v Obrazku 60 oznacili. Je patrné, ze rozhodujici pro tvorbu
G-tetrad a jejich asocidtl je celkova koncentrace vzorku a draselnych iontd —
u 100 mM 5’-dGMP nepozorujeme zadné zmény bez ohledu na mnozstvi ptidanych
draselnych iontii, zatimco u 500 mM 5°-dGMP zac¢ne piidavek draselnych ionti

zpusobovat podobnou (ale nikoli stejnou) spektralni zménu, jakou jsme pozorovali

u 5’-rGMP.
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Obriazek 60: Srovnani Ramanovych spekter bez pfitomnosti K™ iontd (Cernd)
s nadbytkem K" iontl (750 mM, &ervend) pro 500 mM koncentraci 5 -dGMP*

Stejny postup i méfeni jsme provedli i pro 5'-rGMP, jehoz sérii Ramanovych
spekter miizeme vidét na Obrazku 61, kde identifikujeme podobné spektralni zmény
jako u &isté koncentraéniho méfeni i méfeni vlivu nadbytku Na' iontd (tj. pomérné
vyrazné zmény intenzit past). Nicméné jednou vyraznéjsi odliSnosti je pds na
670 cm™! a jeho rameno (686 cm™), které si v piitomnosti draselnych iontd prohodi
vzdjemnou relativni intenzitu (rameno — 670 cm™, pas — 686 cm™). Pro dalsi

interpretaci je nutna faktorova analyza, jejiz vysledky jsou uvedeny na Obrazku 62.
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Koeficienty jednotlivych spekter V; jsou vyneseny v zavislosti na celkové koncentraci
sodnych a draselnych iontli dohromady (cy,4x)- Rezidualni chyba a vahy jednotlivych
subspekter nam naznacuji, Zze faktorovd dimenze je ctyii. To odhaluje pomérné
komplikované chovani vzorku pii vysSich koncentracich sodikovych a ptidavku
draselnych iontd. Hlavni spektralni komponenta (prvni subspektrum) znaci pramérné
spektrum v sérii. Druhé az ¢tvrté subspektrum pak v sobé nesou informaci o

(a) stohovani,

(b) asociaci G-tetrad ,,sodikového* typu,

(c) asociaci G-tetrad ,,draslikového* typu.
Po pfidani draselnych kationtll jsou nékteré sodikové ionty stabilizujici strukturu
asociatli G-tetrad vyménény za draselné, coZ ma za disledek zménu jejich vyssiho
strukturniho uspotfddani. To se velmi zfetelné¢ projevi napf. v poloze pasu na
1734 cm’!, ktery se po pfidani draselnych iontll posune na 1726 cm™'. Abychom lépe
porozuméli tomuto chovani, proméfili jsme i koncentraéni zavislost 5" -rGMP ve formé

didraselné soli.

— Camp/Cxe 100 MM /0 mM — C,gup/Ckg 500 MM/ 0 mM
1.0 4= Comp/Cra 100 MM/ 10 MM —— C,gyp/Crg) 500 MM / 50 mM
— Camp/Che) 100 MM /50 MM ——— ¢ gyp/Cie) 500 MM / 250 mM
4— Gamp/Ckey 100 mM / 100 mM Crgup/Cke) 500 mM / 500 mM
Craup/Crer 100 MM / 150 mM o
0.8 Camp/Crer 100 MM / 200 mM o (Nf\w
_07."370 N N/)\NH
J—— Gayp/Cie; 1000 MM / 0 mM ° ° ’

— Ciamp/Cre 1000 MM /100 mM

Ramanova intenzita (a.u.)

!
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Obrazek 61: Ramanova spektra 5'-rGMP?" pro koncentrace 100, 500 a 1000 mM
s riznymi nadbytky K* ionti; ¢ = 100 mM (odstiny modré), ¢ = 500 mM (odstiny
zelené), ¢ = 1000 mM (odstiny cervené)
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Obrazek 62: Vysledky faktorové analyzy vlivu K* ionti na 5-rGMP?: Subspektra
S1-S4 (modra, vlevo nahote), pribehy koeficientli subspekter V1-V4 (modré body —
100 mM, Sedé¢ body — 500 mM, cervené body — 1000 mM), vahy jednotlivych
subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na celkové koncentraci Na*
a K" iontl (vpravo dole)
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4.5.6 Stohovani 5'-rGMP ve formé didraselné soli

V minulé podkapitole 4.5.5 jsme vidéli, ze pii1 pfidavku draselnych iont
k dostatecné koncentrovanému 5'-rGMP ve formé hydratu disodné soli pozorujeme
odli$né zmény v Ramanové spektru nez v ptipadé, Ze je zdporny naboj kompenzovan
pouze sodikem. Proto jsme se rozhodli studovat tvorbu G-tetrad guanosin-5'-
monofosfatu ve formé didraselné soli. Ten jsme si ptipravili titraci vzorku ve formé
volné kyseliny hydroxidem draselnym (KOH) a naslednou lyofilizaci. Rozsah
koncentraci vzorku byl ¢ = 3.12 az 710 mM viz Tabulka 3. Vzorky byly méteny pii
teploté 25°C a pH odpovidajicimu dvakrat zaporné nabité formé (5-rGMP%).
Ramanova spektra pro dvé nejnizsi koncentrace (3.12 a 6.24 mM) byla kvili
zvySenému Sumu vyfazena ze zpracovani. Zbyvajicich 11 spekter je prezentovano na
Obrazku 63, kde jsme oznacili nejvyraznéj§i zmény mezi nejméné a nejvice

koncentrovanym vzorkem.

e ;§5 mM — 290 mM —— 710 mM o K2(5'-FGMP2']
—_— mM 380 mM =
10_—50mM 460 mM
. 98 mi 550 mM
— 184 mM 630 mM
4 (=]
2
0.8 ME @
W

980
1323
/
1334
1366

Ramanova intenzita (a.u.)
=]
(23]
|

0.0

. | T | T I . ‘ T | T I . ‘
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Obriazek 63: Ramanova spektra 5"-rGMP? ve formé didraselné soli pii riiznych
koncentracich (viz barvy)
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Jedna se o
(i) posun pasti — z 1323 na 1334 cm™!, ze 1488 na 1480 cm™ a z 1577 na
1579 cm’,
(ii) objev novych pasti— 1724 a 1016 cm’!,
(iii) rozliSeni struktury pasi v oblasti pod 400 cm™ — 238, 322 a 357 cm™!,
(iv) nardst intenzity past — 1366, 980, 873 a 585 cm™,
(v) pokles intenzity past — 1686, 1646, 1416, 1179, 1083, 1062 a 501 cm™,
(vi) zména relativni intenzity pasti na 637 a 687 cm’!, kde pii nizsich
koncentracich dominuje pas na 673 cm™, pii cca 380 mM koncentraci
vzorku se jejich intenzita vyrovna a pii vysSich koncentracich dominuje
pas na 687 cm’.
Vice informaci lze usuzovat z vyhodnoceni této spektralni série pomoci SVD,
z jejiz vysledki (Obrazek 64) jsme na zaklad¢ vah jednotlivych subspekter, rezidualni
chyby a charakteru ¢tvrtého subspektra pomérné jasné uréili faktorovou dimenzi tfi.
Zde jsme prubch koeficientii V; vynesli na koncentraci vzorku c. Podobné jako
u 5’-rGMP ve formé hydratu disodné soli (faktorova dimenzi tfi) i v tomto piipadé
nam to ukazuje na stohovani a tvorbu G-tetrad, které se projevuji neuniformnimi
spektralnimi zménami. Vyrazny rozdil oproti vzorku ve formé hydratu disodné soli je
zietelné nizsi koncentrace vzorku, pfi které zacina dochézet k vytvareni asociati
G-tetrad, a to pfiblizné pifi 290 mM (pii teplote 25 °C). Lze tedy vyvozovat, Ze
aglomeraty G-tetrdd vytvafené v pfitomnosti drasliku jsou stabilnéjsi. To dobie
odpovida i s pozorovanim v piedeslé podkapitole 4.5.5, kdy se tyto struktury zacaly
vytvéret, 1 kdyz koncentrace sodiku ve vzorku byla mnohem vy$$i nez koncentrace
drasliku. Pro lepsi interpretaci spektralnich zmén jsou Ramanova spektra pro tfi

koncentrace (25, 194 a 710 mM) zobrazena po dvojicich na Obrazku 65.
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Obrazek 64: Vysledky faktorové analyzy 5-rGMP* ve formé didraselné soli:
Subspektra S1-S4 (modré, vlevo nahote), pribéhy koeficientli subspekter V1-V4,
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zévislost reziduélni chyby E na celkové
koncentraci vzorku (vpravo dole)
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Obrazek 65: Ramanova spektra 5'-rGMP* ve formé didraselné soli pro tfi rizné
koncentrace seskupend po dvojicich; 25 mM — ¢erna, 194 mM — cervend a 710 mM —
zelena

Samotné stohovani bazi (25 mM vs 194 mM) se neprojevuje piili§ velkymi
spektralnimi zménami, které jsme v Obrazku 65 oznacili. Jedna se zejména o zmény
intenzity pasti. Pouze pasy na 671, 870 a 979 cm! zvySuji intenzitu s rostouct
koncentraci vzorku. Zbylé zmény intenzit pasii jsou spojeny s poklesem intenzity. Pii
takto nizkych koncentracich nepozorujeme Zzadné rozdily zplsobené tim, ze
kompenzujicim iontem je sodik nebo draslik. Pfi koncentracich vysSich nez cca
300 mM se za¢ne projevovat tvorba aglomeratii G-tetrad. Objevuji se dva pasyna 1017
a 1724 cm’', kde druhy z nich je oznagovan jako marker pro tvorbu G-tetrad. U vibraci
baze (nad 1100 cm™) pozorujeme zmény intenzit past (nardst i pokles) a u dvou z nich
drobné posuny — z 1487 na 1480 cm™!, ktery je spojen zarovei s poklesem intenzity

aposun z 1324 na 1334 cm™!, ktery je spojen naopak s nartistem intenzity. Dale ndm
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vyrazné naroste intenzita vibrace odpovidajici fosfatu (980 cm™) a dychaci vibrace
béze (871 cm™) a pasu na 687 cm’'. V oblasti nizkych vInoéti se piivodné Siroky
a Spatné rozliseny spektralni profil zaostii a jsme schopni rozlisit az Sest samostatnych
pasti a ramen — 378, 358, 341, 322,287 a 238 cm.

Srovnani Ramanovych spekter pro disodnou (1510 mM) a didraselnou formu
(710 mM) 5°-rGMP? pro riizné koncentrace miizeme vidét na Obrazku 66, kde
spektra byla normovéna na intenzitu pasu na pozici 1580 cm!. Celkovy charakter obou
spekter je podobny, ale spektrum didraselné formy se jevi o néco zaostrenéjsi —
spektralni pasy jsou o néco malo uzsi a maji trochu vyssi intenzitu. Takovéto chovani
Castou souvisi s vyssi rigiditou systému. Mezi nejvyznamnéjsi rozdily patii predevSim

(i) jinA pozice kvadruplexového markeru (1724 cm™ s draslikem,
1733 cm™! se sodikem),

(ii) oblast 1300-1400 cm™, kde u sodné varianty pozorujeme tfi pasy na
1328, 1345 a 1365 cm™! zatimco u draselné varianty jsou zde dva pasy na
1334 2 1366 cm™,

(iii) zména relativni intenzity pasti okolo 680 cm’!, kde u sodné varianty
pozorujeme intenzivn&j§i pas na 672 cm’' doplnény ramenem na
685 cm™!, zatimco u draselné varianty je intenzivn&jsi pas na 687 cm’!

(iv) odlisny spektralni profil mezi 1000 a 1160 cm™, kde u sodné varianty
pozorujeme ostiejSi dobte rozliSené pasy, kdezto u draselné formy hladsi
haie rozliseny profil, a

(v) vyrazné odliSny charakter spektra v oblasti nizkych vlnocti (250 az
400 cm™), kde pozorujeme vétsi mnozstvi dobfe rozliSitelnych pés,
pfiemZ nejintenzivnéj$i je na 357 cm™ pro draselnou variantu a na
382 cm! pro variantu sodnou.

Rozdily, které vySe oznacujeme (i)—(iii), jsou jiZ v komunité zndmé (Mudroiiova
et al., 2016) a vyuzivané jako markery jednotlivych typl usporddani G-tetrad. Na
rozdil bodu (v) jsme vSak v dostupné literatufe nenarazili, coz je dano predevsim tim,
7e naprosta vét§ina skupin méii a publikuje Ramanova spektra az od cca 600 cm™.
Domnivame se, Ze tato oblast je pfi studiu aglomerat velmi dualezita, nebot’ poukazuje
na vibrace vétSich ¢asti struktury, specifické rozdily v uspofadani aglomeratt a jejich

rigiditu.
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Obrazek 66: Ramanova spektra disodné (1510 mM, cernd) a didraselné (710 mM,
ervena) formy 5"-rGMP*

125



4.5.7 ROA spektra 5’-rAMP ruznych koncentraci

V podkapitole 4.5.1 jsme se vénovali stohovani 5'-rAMP, kde jsme pozorovali
dva vyrazngj$i spektralni markery tohoto postupného procesu (trojice past
u 1330 cm™ a dvojice pasti u 1500 cm™). Dalsim krokem bylo ovéfeni, zda a jakym
zpusobem se stohovani projevuje v ROA spektrech. Vzhledem k tomu, ze je cely
proces téméf linearni s dekadickym logaritmem koncentrace, rozhodli jsme se neméfit
celou koncentraéni zavislost, ale jen tfi riizné koncentrace 5-rAMP* (Tabulka 5).
Mg¢teni probihalo pii pH = 8.5 a teploté 25 °C, vysledna ROA a Ramanova spektra
5’-rAMP? miizeme vidét na Obrazku 67.
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Obrazek 67: Ramanova (dole) a ROA (nahote) spektra 5 -rAMP* pro tii rizné
koncentrace; 50 mM — Cerna, 460 mM — zelena, 1500 mM — Cervena
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Spektralni zmény v Ramanovych spektrech jsme podrobné rozebrali
v podkapitole 4.5.1, proto se zde zam¢fime pouze na oblast vodikovych valen¢nich
vibraci. Ani v této oblasti vSak nepozorujeme zadné velké zmény. Stohovani se
projevuje pouze malym navysenim intenzity pastt C-H valencnich vibraci.

Podobné jako v Ramanovych i v ROA spektrech se stohovani (stacking) bazi
neprojevuje nikterak vyrazn€. Rozdily 1ze pozorovat predevsim v oblasti mezi 1200 az
1600 cm™!. Pro lepsi nazornost spektralnich zmén jsou ROA spektra zobrazena ve
dvojicich nad sebou na Obrazku 68. Oblast valen¢nich vodikovych vibraci je i1 pro
vice koncentrované vzorky nevyraznd a zatizena Sumem, ktery znesnadiiuje
vyhodnoceni trendd, proto se ji dale nebudeme vénovat. Spektralni zmény:

(a) 50 mM vs 460 mM
Rozdily mezi t¢émito ROA spektry pii této fddové zmeéné koncentrace jsou
velmi malé. Mezi vyraznéjsi patii zména struktury zapornych pasti okolo
1230 cm™ — pfi vyssich koncentracich mlizeme zfetelné rozlisit dvojici
pasti na 1241 a 1221 cm™. Dal§i zménou v této oblasti je navySeni
intenzity kladného pasu na 1313 cm™ a zdporného pasu na 1352 cm’!
spole¢né s jeho ramenem na 1329 cm!. V oblasti nizkych vino&ti zietelnd
naristd intenzita kladného pasu na 218 cm™!, posouva se pas na 284 cm’!
a pas na 359 cm™! se stava zretelngjsim.

(b) 460 mM vs 1500 mM
Pti dal$im navySeni koncentrace vzorku pozorujeme zostfeni celé fady
spektralnich pastli, coz poukazuje na zvySeni rigidity struktury zplisobené
stohovanim. Déle se navy3uje intenzita kladného pasu na 1349 cm™, vedle
kterého se nové objevuje i zietelné rameno na 1371 cm™. V oblasti
nizkych vIno&ti vidime dal$i nartist intenzity kladného pasu na 218 cm’!
a zesiluje se i zaporny pas na 318 cm™.

Efekt stohovani 5°-rAMP na ROA spektra je tedy podobné jako

v ptipadé¢ Ramanovych spekter pozorovatelny, ale velmi malo.
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Obrazek 68: ROA spektra 5-rAMP? seskupend po dvojicich pro tii riizné
koncentrace; 50 mM — Cerna, 460 mM — zelena, 1500 mM — Cervena
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4.5.8 ROA spektra 5'-rGMP se sodnymi ionty

V podkapitole 4.5.3 jsme ukazali, Ze pii zvysené koncentraci 5'-rGMP?%, kdy je
zaporny naboj kompenzovan sodikem, dojde v roztoku nejen ke stohovani této
molekuly, ale zacnou se také vytvaret G-tetrady a jejich asociaty. Pii teploté 25 °C je
limitni koncentrace pro vznik asociatti G-tetrad asi 450 mM (pokud nejsou v roztoku
pritomny dodatecné sodikové ionty). Aglomeraty G-tetrad jsou stabilizovany nejen
sodikovymi ionty, ale také vodikovymi mistky mezi hydroxyly pentosovych jednotek.
Diky tomu se da predpokladat, ze vznik asociatti G-tetrdd bude v ROA spojen s velkou
spektralni zménou. Abychom tuto domnénku potvrdili, zméfili jsme v Siroké
spektralni oblasti ROA spektra 5'-rGMP (ve form¢ hydratu disodné soli) pfi hodnoté
pH odpovidajici dvakrat zaporné nabité formy — 5"-rGMP?",

V dostupné literatufe se nam podafilo dohledat pouze jedno ROA spektrum
5"-rtGMP, a to vramci dizertacni prace O. Azhera na Univerzit¢ v Manchesteru,
(Azher, 2018). Toto spektrum, zméfené ve spektralni oblasti 600 az 1800 cm™ pii
pH =7 a koncentraci 50 nebo 100 mM (v praci neni jasn€ specifikovano),
prezentujeme na Obrazku 69. Spektrum je pomérné dobfe rozliSené, absence Sumu
poukazuje na delsi akumulacni dobu, ¢i vyhlazeni naméfeného spektra (v praci neni

specifikovano).
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Obrazek 69: Ramanovo (dole) a ROA (nahote) spektrum 5°-rGMP,
upraveno z (Azher, 2018)
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V naSem ptipadé jsme zméfili vzorek pti 190 mM koncentraci, pH = 7 a teploté¢
25 °C, tj. za podminek kdy jesté nedochazi k tvorbé asociat (jak jsme ukazali diive,
vliv stohovani na spektra je u 5’-rGMP minimadlni). Findlni spektra ukazujeme na

Obrazku 70.
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Obrazek 70: Ramanovo a ROA spektrum jednou protonované formy guanosin-5'-
monofosfatu (5"-rGMP?); Raman — dole (¢ernd), ROA — nahoie (&ervena)

Na rozdil od dfive prezentovanych spekter jsme zméfili celou oblast fundamentéalnich
vibraci (od 50 do 4000 cm™). V obou spektrech jsme vyznadili pouze ty nejzfetelngjsi
pasy. Jelikoz je dusikatd baze purinova, stejné€ tak jako u adenosinu, tak ve spektrech
muzeme pozorovat jisté podobnosti pravé s adenosin-5"-monofosfatem. V Ramanové
spektru dominuji vibrace nukleobaze (oblast 1200—-1700 cm™ a dychaci vibrace na
671 cm™) a fosfatové skupiny (979 cm™). V oblasti pod 650 cm™! detekujeme dva uzsi
pasy (501 a 587 cm™) a zbylé pasy jsou pomérné Siroké a hiife rozlisitelné. Diky
Rayleighové rozptylu neni moZné vizualng rozlisit pasy pod 200 cm™', pomoci druhé

derivace lze jesté identifikovat rameno na 180 cm™. Oblast valenénich vodikovych
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vibraci je dobfe rozliSitelnd, pasy ptisluSejici C-H a N-H vibraénim modiim jsou jasné
identifikovatelné.

V ROA spektru nejsou intenzitni rozdily mezi jednotlivymi pasy tak velké jako
u Ramana a diky stfidani znamének jsme schopni tyto pasy lépe rozlisit. Celkovée je
ROA spektrum 5°-rGMP* velmi bohaté, je mozné v ném identifikovat cca 40
vibracnich past. Oproti Ramanovu spektru je v ROA, pomérn¢ intenzivni signal i
v oblasti pod 600 cm™ (podobné jako jsme to vidéli u 5'-rAMP?). Naopak v oblasti
valen¢nich vodikovych vibraci jsme schopni pozorovat pouze dva velmi slabé pasy
(2958 cm™ () a 3057 cm™! (+)).

Na Obrazku 71 srovnavame nase spektra s témi uvedenymi v dizertani praci
O. Azhera. Zamétime-li se nejprve na Ramanova spektra, tak vidime, Ze jsou téméf
identicka. Drobny rozdil je v profilu pasu na piiblizné 1642 cm™, coz miZze byt
zpisobeno nepiesnosti v odectu signalu vody. Na prvni pohled vétsi rozdily
pozorujeme u ROA spekter. Nedetekujeme dvojice kladnych pési (1493
a 1580 cm™), ale pouze zdporny pas na 1583 cm™'. Domnivame se, Ze tyto kladné pasy
mohou pochazet z rezidudlniho Ramanova signalu, nebot’ pravé na téchto pozicich
jsou nejintenzivngj$i pasy v Ramanové spektru. Poloha ostatnich past i1 jejich
znaménka si pomérné dobife odpovidaji. V naSich spektrech je ale mnohem Iépe

rozli$itelna jejich struktura (ramena apod.).
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Obrazek 71: Srovnani Ramanovych a ROA spekter guanosin-5"-monofosfatu
(5'-rGMP?*) publikovanych (nahote, pfevzato a upraveno z (Azher, 2018)) s nasimi
experimentalnimi spektry (dole); Raman — spodni spektrum, ROA — horni spektrum
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Nasim poslednim méfenim v ramci této prace bylo ROA spektrum 5 -rGMP? ve
vysoké koncentraci s ndbojem kompenzovanym sodnymi ionty. Experiment byl
proveden pifi pH =7, teplot¢ 25 °C a koncentraci 710 mM. Vysledné ROA
a Ramanovo spektrum spolu se spektry, ktera jsme ziskali pii 190 mM koncentraci
(pro porovnani), je uvedeno na Obrazku 72. Spektralni rozdily Ramnovych spektrech
ve fingerprintové oblasti jiz byly podrobné¢ diskutovany v podkapitole 4.5.3. V oblasti
valen¢nich vodikovych vibraci pozorujeme pouze narist intenzity pasi C-H vibraci
a drobny posun pasu N-H vibraci.

Zména pozorovana v ROA spektrech je vSak piimo enormni. Po vytvofeni
aglomerati G-tetrad spektrum ROA ziské na intenzité (vice nez dvakrat), razantné se
zvysi pocet pozorovanych pasti a kompletné se proméni jeho celkovy profil (poradi
kladnych a zépornych pasii) v celé oblasti fundamentdlnich molekulovych vibraci

(i) V oblasti valen¢nich vodikovych vibraci se namisto negativniho pasu
C-H valen¢nich vibraci na 2958 cm™ objevi kaplet na
2934 cm™! (—)/ 2966 cm! (+).

(ii) V oblasti nad 1450 cm™, kde byl pouze negativni pas na 1583 cm’!
a dalsi slaby negativni pas na 1650 cm™, ziskd spektrum bohatou
strukturu s nékolika kaplety a negativnim pasem na 1732 cm’!, ktery je
v Ramanu markrem tvorby asociati G-tetrad.

(iii) Ve stfedni oblasti mezi 400 a 1500 cm™ zisk4 spektrum bohatou
strukturu s mnoha pasy, mezi kterymi je ale mozné nalézt nékolik, které
dobte odpovidaji t€ém ze spektra samotného 5'-rGMP. Jedna se napf.
o kaplet na 1377 cm™ (+)/1345 cm™! (=), motiv st¥idajicich se kladnych
a zapornych pasti mezi 977 a 1124 cm™ (— + — + — — + +), kaplet na
865 cm™! (-)/884 cm! (+), kladny pas na 315 cm™! atd.

(iv) V terahertzové oblasti (pod 300 cm™), kterd u niz8ich koncentraci
obsahovala pouze tii $ir§i padsy pomérné malé intenzity, se objevi osm
(83 cm™ a 106 cm™) maji enormné vysokou intenzitu dosahujici az
desetinasobku té, kterou jsme vid€li u nejintenzivnéjSich pasi ve
spektru 5°-rGMP pfi nizsi koncentraci.

Tyto pozorovani nam ukazuji, Ze aglomerat G-tetrad v prostiedi sodnych iontt je
rigidni (celkové zvySeni intenzity signalu) a pfesné strukturovany (bohata terahertzova

oblast). Vysoka kvalita naméfeného ROA spektra se mtize stat dobrym podkladem pro
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budouci kvantové chemické simulace G-tetrad a jejich asociati. Technika ROA pak
muze byt velmi vhodnou volbou pro studium takovychto aglomerati nukleotid
a nasledné¢ 1 kvadruplext. V nejblizsi budoucnosti planujeme experimenty s asocidty
5"-rGMP tetradd v prostiedi s draselnymi ionty a teplotni méfeni, které nam odhali

stabilitu téchto struktur.
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5. Zaveér

V uvodni reSerSni Casti této prace jsme predstavili nukleotidy z hlediska jejich
aglomeraty (napf. G-tetrady). Kratce jsme popsali teoretické zéklady vibracni
spektroskopie a predstavili jeji jednotlivé varianty s dirazem na Ramanovu
spektroskopii a Ramanovu optickou aktivitu, které byly v této praci vyuzivany.
V metodické casti jsme podrobné popsali proces pfipravy vzorki, pouzivané metici
aparatury a zejména zpracovani dat pomoci faktorové analyzy, ktera byla pfi
zpracovani a analyze dat hojné vyuzivéna. Ve vysledkové casti pak prezentujeme
jednotlivé provedené experimenty a analyzu namétfenych dat.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium nukleotidii s riznymi
chemickymi modifikacemi (poloha fosfatu, pfitomnost ribosy ¢i 2'-deoxyribosy)
pomoci Ramanovy spektroskopie a jeji chirdlné citlivé varianty — Ramanovy optické
aktivity. Znacné usili bylo vénovano stohovani purinovych nukleotidii a tvorbé
G-tetrad.

V ramci obecnych vysledkt se ndm podatilo zjistit, Ze ROA spektroskopie mtize
byt vyuzita pro studium struktury a vlastnosti nukleotidd, nebot’ je velmi citliva vuci
vibracim jejich cukerné slozky, coz vhodné¢ dopliiuje samotnou Ramanovu
spektroskopii, kterd je citlivd pfedevsim k vibracim nukleobdzi. Oblast valen¢nich
vodikovych vibraci se v ROA ukazala byt informacné pomérné chuda. Naproti tomu
oblast nizkych vInoétl (pod 600 cm™) a predevsim terahertzova oblast (pod 300 cm™)
byly informa¢né velmi bohaté — obsahovaly velké mnoZstvi dobfe rozliSenych
a intenzivnich past a obzvlasté€ v pfipadé aglomerati G-tetrad jsme zde ziskali
naprosto bezprecedentni signal.

Dil¢i vysledky prace 1ze shrnout do nasledujicich boda (v souladu se znacenim
v kapitole 2. Cile):

1.  Ziskali jsme vysoce kvalitni ROA spektra 5'-rAMP a 5°-rGMP v celé
oblasti fundamentalnich vibraci (60 az 3800 cm™) a porovnali jsme je
s literaturou. V dfive publikovanych spektrech jsme 1 pfes jejich znaéné
uzsi spektralni rozsah (600 az 1800 cm™) identifikovali fadu nedostatkd,

které jsme podrobné diskutovali.

136



Ur¢ili jsme pK, disociacni konstanty pfechodu mezi riznymi ndbojovymi
stavy jedendcti riznych nukleotidii (viz Tabulka 9) a srovnali jejich
hodnoty s literaturou. Hodnoty jednotlivych pK, konstant se s té¢mi
publikovanymi misty odliSuji az o 0.3, avSak stejné velké rozdily
pozorujeme i u hodnot pochézejicich z riznych publikaci. Na zékladé
téchto meéfeni jsme stanovili hodnoty pH, pii kterych jsou nejvice
zastoupené jednotlivé nabojové stavy. Z faktorové analyzy (SVD metody)
jsme ziskali i Ramanova spektra odpovidajici jednotlivym nébojovym
formam. Zméfili jsme Ramanova a ROA spektra tfi nabojovych forem
5’-tAMP v celé oblasti fundamentalnich vibraci a charakterizovali jsme
spektralni zmény spojené se dvéma protonacemi fosfatové skupiny
a jednou protonaci adeninové baze.

Popsali jsme rozdily v Ramanovych spektrech adenosinu a tfi rtzné
fosforylovanych AMP (na C(57), C(3") a C(2")). Jednotlivé rtzné
fosforylované formy je od sebe mozné jednoznacéné rozlisit, ale podminkou
jsou kvalitné zméfend spektra. Na ptikladu 5'-AMP, 5'-CMP a 5'-GMP
jsme srovnali rozdily v jejich Ramanovych spektrech zpiisobenych
zdmeénou ribosy za 2’-deoxyribosu. Spektralni zmény nebyly pftilis
vyrazné, ale dostate¢né specifické. Velké rozdily jsme ale pozorovali
v ROA spektrech 5'-rAMP a 5'-dAMP, ktera vykazovala velmi odliSny
charakter. V tomto pfipadé se ROA ukazala jako vysoce citliva.

Stohovani purinovych nukleotidi jsme studovali pomoci koncentra¢nich
zavislosti Ramanovych spekter 5'-rAMP, 5"-tGMP a 5'-dGMP. Prokézalo
se, ze patrova interakce se uplatiiuje jiz od 10mM koncentraci vzorkd,
avSak spektralni zmény sni spojené¢ jsou u 5'-rAMP pomérné malé,
v ptipadé¢ 5"-rGMP a 5'-dGMP obtizné detekovatelné¢ aZz zanedbatelné.
I v ROA spektrech 5"-rAMP v koncentracich liSicich se o vice nez dva fady
byly pozorovany pouze malé spektralni zmény zplisobené stohovanim.
Zjistili jsme, Ze pfi teploté 25 °C v pfitomnosti sodnych kationtid zacne
dochazet k tvorbé aglomerati G-tetrdd u 5-rGMP od cca 450 mM
koncentrace. Jejich tvorba je doprovazena charakteristickymi zmé&nami ve
fingerprintové oblasti Ramanova spektra. Nové jsme popsali
charakteristické spektralni zmény, ke kterym pii tomto procesu dochézi,

v oblasti nizkych vIno¢th. Pro 5-dGMP nebylo vytvaieni aglomerat
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v prostiedi sodnych kationtli pozorovano. Popsali jsme i vliv pfidavani
dodate¢nych sodnych a draselnych iontli na tvorbu G-tetrad. Nadbytek
sodiku vede ke stabilizaci aglomerati G-tetrad u 5'-rGMP, ale na 5'-dGMP
ma pouze zanedbatelny vliv. Naopak po pfidani draselnych kationtti zacalo
u obou vzorkli dochazet k tvorbé aglomerati G-tetrdd odlisného typu.
Vyssi afinita drasliku se prokazala i u nasledného experimentu, ve kterém
jsme videli, Ze pii teplot¢ 25°C v pfitomnosti draselnych kationti
kompenzujicich zéporny naboj 5°-rGMP =zacne dochdzet k tvorbé
aglomerati G-tetrdd jiz od cca 290 mM koncentrace. Velmi zajimavé
vysledky pfineslo méfeni ROA vzorku 5'-rGMP o koncentraci 710 mM
s ndbojem kompenzovanym sodikem. V takovém ptipad€ jsou jiz
vytvofeny aglomeraty G-tetrad a ziskané spektrum velmi dobfte reflektuje
rigiditu aglomeratu, kterd se projevila navysenim celkové intenzity ROA
signalu, vét§im mnozstvim tzkych dobfe rozliSenych past a velmi bohatym
a o0 bezmala tad silnéjS$im signdlem v terahertzové oblasti.

Nekteré z vysledk této prace maji spiSe validacni charakter. Jedna se
o Ramanova spektra jednotlivych mononukleotidi a Ramanovské markery projevi
stohovani i vytvafeni aglomerati G-tetrad. Nase data jsou stémi jiz dfive
publikovanymi v dobrém souladu. Pfinos této prace je predev§im ve vyuZiti
statistickych metod zpracovani spektralnich sérii, které umoznuji sofistikované;si
vyhodnoceni pozorovanych trendid a rozsifeni studované spektralni oblasti i o oblast
niz$ich vlnoc¢th a oblast valen¢nich vodikovych vibraci. NaSe ROA méfeni jsou vSak
bud’ o mnoho kvalitné;si nez doposud dostupné data (dva ptipady zminéné v 1. bodu)
nebo zcela ptvodni.

V planu byla jesté dals$i méteni, napt. ROA spektra rtizné fosforylovaného AMP,
meéfeni teplotnich zavislosti a doplitkova VCD méteni. To se vSak jiz nezdatilo, nebot’
tato prace vznikala v dobé¢ siln¢ ovlivnéné koronavirovou situaci, kterd po celé dva
roky siln€ limitovala experimentalni ¢innost a moZznosti pfistupu do laboratote.

V budoucnu hodlame v nastaveném sméru vyzkumu pokracovat a vyjma
samotnych nukleotidii a studia struktury a stability aglomerati G-tetrad (napf.
v prostfedi s jinymi ionty) se posunout i ke studiu oligonukleotidii a nukleovych

kyselin.
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Obrazek Pla: 2’-deoxyadenosin-5"-monofostat (5-dAMP)
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Obrazek P2a: Adenosin-2 -monofosfat (2"-rAMP)
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Obrazek P4b: Ramanova spektra 3°,5'-cAMP pfi
(viz skéla: 7.07-0.17), 21 spekter
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Obrazek P4c: Vysledky faktorové analyzy 37,5 -cAMP: Subspektra S1-S3
(modrd, vlevo nahote), pribehy koeficientl subspekter V1-V3 (Sedé body,
vpravo nahote, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara),
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidudlni chyby E
na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek P4d: Relativni zastoupeni nabojovych forem 3°,5"-cAMP pfi rizném pH
vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P4e: Ramanova spektra jednotlivych ndbojovych forem 3°,5'-cAMP;
37,5"-cAMPH (&ernd); 3',5"-cAMP!" (modra)

168



HN N,
I M2
HoN” N N
Q
HO_FI"O O
HO
OH OH

Obrazek P5a: Guanosin-5"-monofosfat (5'-tGMP)
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Obrazek PSb: Ramanova spektra 5°-rGMP pfi rOznych hodnotich pH
(viz skala: 12.59-0.92), 28 spekter
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Faktorova analyza pro tfi horni pK, disocia¢ni konstanty
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Obrazek PSc: Vysledky faktorové analyzy pro tfi horni pKa konstanty
5-rtGMP: Subspektra S1-S5 (modra, vlevo nahote), pribéhy koeficienti
subspekter V1-V5 (Sedé body, vpravo nahote, fit na Hendersonovu-
Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara), vahy jednotlivych subspekter W
(vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na poctu subspekter (vpravo dole)
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Faktorova analyza pro tfi spodni pK, disocia¢ni konstanty
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Obrazek PSd: Vysledky faktorové analyzy pro tfi spodni pKa konstanty
5-rtGMP: Subspektra S1-S5 (modra, vlevo nahote), pribéhy koeficienti
subspekter V1-V5 (Sedé body, vpravo nahote, fit na Hendersonovu-
Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara), vahy jednotlivych subspekter W
(vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek PSe: Relativni zastoupeni Ctyt nabojovych forem 5°-rGMP pfi vyssim pH
vcetné pKa disociacnich konstant

—— 5°-rGMPH
—~ 3.5 1 ) .
: —— 5-tGMPH
= 5-rGMP*
© 30 T . 3.
~ —— 5-1GMPH,,
2
N
c
Q
e
=
©
>
o
c
©
=
©
o

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

VInoget (cm™)

Obrazek P5f: Ramanova spektra ¢tyt jednotlivych nabojovych forem 5°-rGMP pfi
vy$§im pH; 5-tGMPH, (&erna), 5 -rGMPH!'" (modra), 5°-rGMP? (zelena),
5’-rGMPH.;* (hn&d4)
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Obrazek P5g: Relativni zastoupeni ¢ty nabojovych forem 5'-rGMP pfi niz§im pH
vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek PSh: Ramanova spektra Ctyt jednotlivych ndbojovych forem 5" -rGMP pii
niz§im pH; 5-rGMPH;3!'" (&ervens), 5-rGMPH, (&erna), 5-rGMPH!" (modra),
5’-rGMP? (zelend)
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Obrazek Pé6a: 2'-deoxyguanosin-5"-monofosfat (5"-dGMP)

1800

- 40 2 4 6 8 10 12
= 3 pH
L)
8
IS
g 27
£
®©
>
o
g 1 -
S
@©
nd
0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinodet (cm™)
Obrazek P6b: Ramanova spektra 5-dGMP pifi ridznych hodnotdich pH

(viz skala: 12.12-0.85), 29 spekter
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Faktorova analyza pro tfi horni pK, disociaéni konstanty
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Obrazek Po6c: Vysledky faktorové analyzy pro tfi horni pKa konstanty
5’-dGMP: Subspektra S1-S5 (modrd, vlevo nahote), prubéhy koeficientli
subspekter V1-V5 (Sedé body, vpravo nahote, fit na Hendersonovu-
Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara), vahy jednotlivych subspekter W
(vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E na poctu subspekter (vpravo dole)
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Faktorova analyza pro tii spodni pK, disociaéni konstanty
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Obrazek P6d: Vysledky faktorové analyzy pro tfi spodni pKa konstanty
5’-dGMP: Subspektra S1-S5 (modra, vlevo nahote), priibéhy koeficientd
subspekter V1-V5 (Sedé body, vpravo nahoie, fit na Hendersonovu-
Hasselbachovu rovnici — Cervena ¢ara), vahy jednotlivych subspekter W
(vlevo dole) a zavislost rezidudlni chyby E na poctu subspekter (vpravo dole)

176



1.0 A
S 0.8 - 6.34 10.11
o
>
% 0.6 - c.(5"dGMPH,)
ﬁ - cx(5°-dGMPH")
— c.(5"-dGMP™)
g 04 - (5 -dGMPH_ ™)
©
)
X p2 -

0.0 | 1 l 1 | 1 l 1 l ] | 1

2 4 6 8 10 12
pH

Obrazek Pé6e: Relativni zastoupeni ¢tyi nabojovych forem 5'-dGMP pfi vyssim pH
vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P6f: Ramanova spektra ¢tyf nabojovych forem 5°-dGMP pii vyS§Sim pH;
5'-dGMPH; (Cernd), 5-dGMPH!"" (modrd), 5°-dGMP?* (zelena), 5'-dGMPH.*"
(hnéda)
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Obrazek P6g: Relativni zastoupeni Ctyf nabojovych forem 5°-dGMP pfi niz§Sim pH
vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P6h: Ramanova spektra ¢tyf nabojovych forem 5°-dGMP pfti niz§im pH;
5-dGMPHs!" (&ervend), 5'-rGMPH, (&erna), 5-rGMPH! (modrd), 5'-rGMP*
(zelend)
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Obrazek P7a: Cytidin-5"-monofosfat (5" -rCMP)
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Obrazek P7b: Ramanova spektra 5-rCMP pifi rGznych hodnotich pH
(viz Skala: 8.43-0.81), 22 spekter
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Obrazek P7c: Vysledky faktorové analyzy 5°-rCMP: Subspektra S1-S5
(modra, vlevo nahote), prubéhy koeficienti subspekter V1-V5 (Sed¢é body,
vpravo nahofte, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara),
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E
na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek P7d: Relativni zastoupeni jednotlivych ndbojovych forem 5°-rCMP pii
ruzném pH vcetné pKa disociacnich konstant

—_ —— 5°-rCMPH,™

S 49 —— 5-CMPH,

2 —— 5-rCMPH"

2 5 5"-rCMP?> |

N

q::) |

= | \

© 2 - '

3 [

C |

4] | '

£ 11 | ‘ I

T | f

" ' J \ J\ J\be
0 - ﬂﬂa“;«’\\\m /v Y, p A@[A 5°4Y ol ’\ |

| | | | I

200 400 o600 800 1000 1200 1400 1600 1800

VInoget (cm™)

Obrazek P7e: Ramanova spektra jednotlivych nabojovych forem 5'-rCMP;
5-rtCMPH;'" (&ervens), 5-rCMPH, (&erna), 5'-rCMPH!" (modrd), 5 -rCMPH?*
(zelend)
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Obrazek P8a: 2’-deoxycytidin-5"-monofosfat (5'-dCMP)
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Obrazek P8b: Ramanova spektra 5'-dCMP pii riznych hodnotdich pH
(viz skéla: 7.03—0.94), 22 spekter
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Obrazek P8c: Vysledky faktorové analyzy 5°-dCMP: Subspektra S1-S5
(modra, vlevo nahote), prubéhy koeficienti subspekter V1-V5 (Sed¢é body,
vpravo nahofte, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara),
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidualni chyby E
na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek P8d: Relativni zastoupeni jednotlivych nabojovych forem 5°-dCMP pii
ruzném pH vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P8e: Ramanova spektra jednotlivych nébojovych forem 5'-dCMP;
5-dCMPH;!* (Eervend), 5-dCMPH, (&erna), 5'-dCMPH!"" (modra), 5-dCMPH?*
(zelend)
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Obrazek P9a: 2'-deoxythymidin-5"-monofostat (5-dTMP)
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Obrazek P9b: Ramanova spektra 5-dTMP pii rlznych hodnotach pH
(viz skéla: 7.52—-0.99), 20 spekter
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Obrazek P9c: Vysledky faktorové analyzy 5°-dTMP: Subspektra S1-S4
(modrd, vlevo nahote), pribehy koeficientl subspekter V1-V4 (Sedé body,
vpravo nahote, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢éra),
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidudlni chyby E
na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek P9d: Relativni zastoupeni jednotlivych nébojovych forem 5°-dTMP pii
ruzném pH vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P9e: Ramanova spektra jednotlivych nabojovych forem 5°-dTMP;

5’-dTMPH; (&ern4), 5'-dTMPH!" (modrd), 5'-dTMP?* (zelend)
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Obrazek P10a: Uridin-5"-monofostat (5'-rUMP)
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Obrazek P10b: Ramanova spektra 5'-tUMP pfi riznych hodnotach pH
(viz Skala: 7.80-0.98), 21 spekter
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Obrazek P10c: Vysledky faktorové analyzy 5°-rUMP: Subspektra S1-S4
(modrd, vlevo nahote), pribehy koeficientl subspekter V1-V4 (Sedé body,
vpravo nahote, fit na Hendersonovu-Hasselbachovu rovnici — ¢ervena ¢ara),
vahy jednotlivych subspekter W (vlevo dole) a zavislost rezidudlni chyby E
na poctu subspekter (vpravo dole)
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Obrazek P10d: Relativni zastoupeni jednotlivych nabojovych forem 5°-rUMP pii
ruzném pH vcetné pKa disociacnich konstant
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Obrazek P10e: Ramanova spektra jednotlivych nabojovych forem 5’-rUMP;
5’-rUMPH: (¢ernd), 5 -rUMPH!" (modr4), 5'-rUMP?" (zelena)
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