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Anotace:

Byly zkoumény fluorescencni vlastnosti kvartérniho benzo[c]fenanthridinového
alkaloidu (KBA) chelirubinu v pfitomnosti ruznych forem oligonukleotidl
dvojsroubovicové DNA.

Kli¢ova slova: DNA, fluorescence, fluorescen¢ni vlastnosti, chelirubin, KBA

Annotation:

Fluorescence properties of quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloid (QBA)
chelirubine were studied in presence of different structures of oligonucleotides of
double-stranded DNA.
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1 UVOD

Alkaloidy jsou nizkomolekuldrni sekundarni rostlinné metabolity bazického charakteru,
kter¢ ve své molekule obvykle obsahuji atom dusiku vazany nejcastéji ve formé
heterocyklu nebo primarniho, sekundarniho, ptipadné terciarniho aminu.™? V ptirodé se
vyskytuji hlavné v rostlindch ve formé soli pfitomnych organickych kyselin. Nachazi se
ve vsech jejich Castech, zejména v semenech a kofenech. Rostliny obvykle obsahuji
smes alkaloidi podobné, pro rostlinu typické, stmktury.2 Vznikaji aminaci
meziproduktii pfi biosyntéze terpend, purini, steroidd a nékterych kyselin.?

Vyznam alkaloidi dosud neni zcela objasnén, vétSina odbornikdi se domniva, ze
slouzi jako jedna z rostlinnych rezerv dusiku,' podili se na nékterych biosyntézach a
maji ochrannou funkei, jsou totiz vétSinou toxické.? Nékteré z nich maji 1
nezanedbatelné 1é&ebné ucinky (napf.: antimalarikum a antiarytmikum chinin,*
anticholinergikum atropin dfive uZivany k 16¢b& Parkinsonovy choroby,’ Vv dne$ni
I¢katské praxi se pouzivd k odstranéni kie¢i hladké svaloviny, pfi otravach
organofosfaityG,. )

Chelirubin patii mezi pentasubstituované kvartérni benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy (KBA). Jedna se o alkaloidy isochinolinového typu. Skupina isochinolinovych
alkaloidli je jednou ze strukturné nejrozmanitéjSich skupin alkaloidd viibec, jsou
biogeneticky odvozené od tyrosinu.’

KBA jsou pomérné¢ mala skupina alkaloid, které jsou na prvni pohled napadné
svym vyraznym zbarvenim. Jevi velice zajimavé vlastnosti pii1 fluorescencni
spektrometrii. Jejich zbarveni 1 schopnost fluoreskovat je zpiisobena heterocyklickymi
strukturami v molekule s elektron-donorovymi substituenty obsahujici kyslik (-OH,
-OCHjs, -OCH,0-) vazanymi na uhlikaty skelet, tzv. chromofory.® KBA se obvykle
projevuji v zluté a Cervené spektralni oblasti. Dosud jich bylo izolovéano patnéct, kromé
artefaktli a syntetickych derivatu.

KBA se vyskytuji v tfadé rostlinnych druhii celedi Papaveraceae (mdkovité),
Fumanaceae (zemédymovité) a Rutaceae (routovité).9 V CR roste jen jedina rostlina, ze
které se daji izolovat KBA a to Chelidonium majus (vlastovi¢nik vétsi).

Ackoliv maji KBA vyznamné antiproliferacni, antiapoptické, antimikrobialni

a antiflogistické ucinky, nejsou v modernim lékafstvi pfili§ vyuzivané, nékteré z nich




byly pridavany do zubni pasty u nas konkrétn¢ do pasty Santoin, ktera je patentové
chranéna.”® V tradi¢nim &inském lékaistvi se viak KBA pouZivaji jiz od pradavna
k 16¢b& revmatické artritidy, bolesti zubt a v chirurgii.™*

Prvni izolované KBA byly chelerythrin (CHE) a sanguinarin (SA) byly objeveny
jiz v 19. stoleti, SA roku 1827 z rostliny Sanguinaria canadensis izoloval James Dana®?,
CHE roku 1839 z rostliny Chechdomum majus izoloval Probst. Tyto alkaloidy jsou
dodnes jedinymi komer¢né dostupnymi alkaloidy. Ve letech 1954 — 1960 izolovali
Slavik se Slavikovou né€kolik minoritnich KBA: chelirubin (CHR), a chelilutin (CHL)
z Chechdomum majus™ a ze Sanguinaria canadensis™* sanguilutin (SL) a sanguirubin
(SR).




2 CIL PRACE

Cilem prace bylo prozkoumat fluorescenéni vlastnosti chelirubinu v interakci s riznymi
strukturami DNA a popsat zmény fluorescencnich spekter v zévislosti na druhu pouzité
DNA.

Dalsim cilem prace bylo urcit limity detekce takto vzniklych komplexnich
sloucenin a prostudovat strukturu téchto komplexti metodou Jobovy titrace a urcit tak
stechiometricky pomér mezi ligandem (alkaloidem) a DNA.

Poslednim stanovenym cilem byla snaha objasnit zménu fluorescence alkaloidu

v DNA a prostudovat, jaké faktory na ni maji vliv.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Luminiscence

Luminiscence je jev, kdy atomy, piipadné molekuly, absorbuji energii, kvili tomu
elektrony nabyvaji vyssi energie (excituji se) a posunuji se do vysSich nestabilnich
kvantovych rovin, k stabilizaci elektronii do piivodnich kvantovych hladin dochazi
vyzafenim energie ve form¢ svétla, pokud se jedna o fotoluminiscenci, tak Aexc nabyva
jinych hodnot nez Aem.

Vyznam luminiscence v posledni dob¢ vzrusta, jelikoz se jedna o velice citlivou a
vSestranné vyuzitelnou metodu. D4 se pouzit i k bliz§imu urceni struktury latek.
Slouc¢eniny, které projevuji luminiscenci, jsou vétSinou organického ptivodu, jsou ale
znamy i latky pivodu anorganického. Tyto latky se nazyva luminofory.

Podle zplsobu absorpce energie, mizeme luminiscenci rozdelit do nekolika

kategorii.

Typy luminiscence:*
Fotoluminiscence — zdrojem energie je svétlo
Elektroluminiscence — zdrojem energie je elektricky proud
Termoluminiscence — zdrojem energie je tepelna energie
Radioluminiscence — zdrojem energie je radioaktivni zafeni
Triboluminiscence — zdrojem energie je mechanicka energie
Chemiluminiscence — zdrojem energie je chemicka reakce

Bioluminiscence — zdrojem energie jsou biochemické pochody

V dnesni dobé se v analytické praxi nejvice vyuziva vlastnosti fotoluminiscence.

11



3.2 Fotoluminiscence

Diky piisobeni zéfeni o vhodné vinové délce dochazi k excitaci molekuly ze zakladniho
stavu Sp na nékterou z vyssi kvantovych hladin S; anebo S,. JelikoZ jsou excitované
stavy nestabilni, maji tendenci vracet se zpet do energeticky chudsiho zakladniho stavu
So, rozdil v energiich kvantovych hladin je pak bud’ vyzafen ve form¢ fotond, nebo
dochazi k sérii vibracnich a rota¢nich pohybu, kdy excitované elektrony narazeji do
okolnich molekul a c¢aste¢né jim ptedavaji svou energii. Tento d&j se nazyva nezarivy
prechod, energie se pii ném uvoliuje ve forme tepla.16

Procesy, kdy dochazi k emisi fotond v prubéhu piechodii mezi kvantovymi
hladinami, jsou dva — fluorescence a fosforescence. Oba procesy se 1i$i mechanismem
prechodu excitovanych elektronii a tim padem i délkou jednotlivych dgjé.'’

Pii fluorescenci se v excitovaném orbitalu nachdzi dva elektrony o opaném
spinu. Po excitaci se pak oba elektrony vraci ze singletovych stava S; a S, do
zakladniho stavu Sg, V prubéhu tohoto déje dochazi k emisi fotonii. Obvykle je vinova
délka emisniho zéafeni vys$i nez excitacniho zéfeni, to je zplsobeno rota¢nimi
a vibra¢nimi posuny, kdy dochézi k uvolnovani energie. Doba trvani fluorescence se
pohybuje mezi 107 a 109 5.8

Pti fosforescenci dochazi k emisi fotont z tripletového stavu Ti, kde se vyskytuji
dva elektrony se stejnym spinem. Pii excitaci, kdy pfechazi elektrony ze singletového
stavu S; do tripletového stavu Ti, dochazi k pfevraceni spinu jednoho z elektronil a
vzniku metastabilniho stavu o dvou excitovanych elektronech stejného spinu. Po
excitaci dochazi k pfechodu do nejnizsi energetické hladiny tripletového stavu T;
vibra¢nimi pochody a pak opét k pievraceni spinu jednoho z elektronti — disledek
Pauliho vylucovaciho principu. Ztohoto divodu je fosforescence v porovnani
s fluorescenci delii proces — trva fadové 107 a7 sekundy.'®

Proces emise elektronti a vibracnich pohybt schematicky znazoriuje Jablonského

diagram (viz Obr. 1).
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Obrazek 1: Jablonského diagram
A — absorpce zareni

F — fluorescence

P — fosforescence

D —vibracni pohyby a nezarivy prechod
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3.3 Kvartérni benzo|c]fenanthridinové alkaloidy

Kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA) jsou fazeny mezi isocholinové
alkaloidy.”® KBA se vyskytuji v fadé rostlinnych druhii &eledi Papaveraceae,
Fumanaceae a Rutaceae.” KBA se pouzivaji v tradi¢ni mediciné, podstatné uplatnéni
nalézaji hlavné v Cinském léCitelstvi, kde se pouzivaly napt. k 1é€beé revmatu. Jejich
ucinky jsou v poslednich letech prokazovany Ilékarskymi studiemi. Mezi jejich
vyznamné ucinky patfi antiapoptické, antimikrobidlni a antiflogistické Gcinky. Bylo
také dokdzéano, ze jevi antiproliferacni G¢inky vii€i rakovinovym bunkam aktivaci a
uvolnénim kaspaz.?! Protinadorovéa aktivita je zpusobovana jejich interakci s DNA.
Bylo prokazano, ze Ukrain™, semisystematicky derivat chelidoninu, ptsobi proti
rozlidné $kale bundenych linii rakovinnych bunék.”? V Ceské republice byly KBA

ptidavany do zubni pasty Santoin, ktera je patentové chranéna.’®

Ackoliv je vétsina alkaloidd dostupna pouze extrakci z rostlin, nékteré z nich mohou
byt uméle chemicky pfipraveny. Jedinymi komeréné dostupnymi alkaloidy jsou

chelerythrin, nitidin a sanguinarin.
3.3.1 Struktura KBA

KBA se v rostlinach vyskytuji témét vzdy ve formé soli, to je zplisobeno jejich
interakci S pfitomnymi kyselinami. Zakladem jejich struktury je tetracyklicky skelet,
tzv. N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kation (viz Schéma 1). Nejreaktivnéj$i vazbou
v molekule je iminova vazba C=N" mezi atomem dusiku v poloze pét a atomem uhliku

v poloze 6. Dusik nese methylovou skupinu a je kladné polarizovan.

g
=,
* CIr
T Hz
P JNL

Ry
R

Schéma 1: N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kation
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Struktury zakladnich KBA jsou uvedeny v Tabulce 1.

Alkaloid Zkratka R, R, R3 R4 Rs Re
Sanguinarin SA -OCH,0- -OCH,0- -H -H
Chelerythrin CHE -OCH,0- -OCH3 | -OCHgs -H -H
Chelirubin CHR -OCH;0- -OCH;0- -H -H
Chelilutin CHL -OCH;0- -OCH3 | -OCH3 | -OCH3; -H
Sanguirubin SR -OCH3; | -OCHjs -OCH,0- -H -H
Makarpin MA -OCH,0- -OCH,0- -H -H
Sanguilutin SL -OCH3 | -OCH3 | -OCH3 | -OCH3 | -OCHs -H

Tabulka 1: Poloha substituentt jednotlivych KBA

Vodikové atomy vézané na aromatickych jadrech alkaloidu jsou substituovany
elektron-donorovymi skupinami -OH, -OCHj; a -OCH,O-. Substituenty mohou byt
vazany v pozicich 2, 3, 8, 9, 10 a 12. Podle polohy substituentlii KBA rozd¢lujeme do
¢tyt podkupin: °

e 2,3,7,8-tetrasubstituované alkaloidy — sanguinarin, chelerythrin, fagaridin,
isofagaridin

e 2,3,8,9-tetrasubstituované alkaloidy — nitidin, avicin, fagaronin

e Pentasubstituované alkaloidy — sanguilutin, sanguirubin, chelirubin,
chelilutin, 10-hydroxysanguinarin, 10-hydroxychelerythrin

e  Hexasubstituované alkaloidy — makarpin, 12-hydroxychelirubin

3.3.2 Vlastnosti KBA

Iminova vazba je velmi citlivd viici nukleofilnimu ataku, proto jsou vlastnosti
KBA zavislé na pH roztoku, s jeho zménami dochazi i ke zménam struktury. Vyskytuji
se ve dvou zakladnich formach — kvartérni neboli iminové formé a ve formé
alkanolaminu neboli pseudobaze. Zmény v chemické struktufe jsou popsany na

Schématu 2.
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Schéma 2: Prechod mezi kvartérni formou a pseudobazi

Mezi formami dochdzi k ustanoveni rovnovahy, které popisuji konstanty pKa.
Jejich hodnoty se pohybuji v rozmezi 7,70 (chelirubin) — 9,00 (chelerythrin).”® Z toho
vyplyva, Ze v kyselych prostfedich pfevlada kladné nabita latka — iminova forma —,
zatimco v prostfedich se zasaditym pH dochézi k transformaci na pseudobézi.”

Pseudobaze i iminova forma se 1i$i svymi vlastnostmi. Iminova forma je snadno
rozpustna ve vodg, je obvykle vyrazné barevna a diky polarizovanému dusiku snadno
pronikd skrz bunééné membrany a Ucastni se tak biologickych jevﬁ.24 Naopak
pseudobdze je nepolarni, obvykle nebarevna a mélo rozpustna az nerozpustna ve vod¢.

Pfi vysokych hodnotach pH dochazi ke kondenzaci dvou molekul pseudobazi (viz
Schéma 3).°

e I
H4CO ™
HzC0 O 0OCH,
OCH
MN o 3

0 .
I
0

Schéma 3: Produkt kondenzace chelerythrinovych pseudobazi za vysokého pH
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3.3.3 Biosyntéza KBA

Jako prekursor KBA pii biosyntézach byl povazovan (S)-retikulin, coz bylo
potvrzeno Farnsworthem.”® Dal§i vyzkum sméroval k zjidténi daldich prekurzord.
Pomoci nuklidového znaceni sloucenin a pozdé¢ji jejich nasazenim do enzymaticky
katalyzovanych reakci bylo zjisténo, ze dalSim prekursorem je (S)-norkoklaurin, ktery
vznika Pitet-Spenglerovou kondenzaci dopaminu a 4-hydroxyfenylacetaldehydu. Vznik

téchto latek je geneticky odvozovan od tyrosinu.”® Biosyntéza retikulinu je popsdna na

HO
| I |
MH MH,
HO HO

T Tyramin Dopamin

COOH
_|_
COOH
HO/I::;TKHILQ “m*_ “ CHO
. 0 —_—
L-tyrosin HO HO

4¢-hydroxyfenylpyruvat 4¢-hydroxyfenylacetaldehyd

Schématu 4.

E——_d

HsCO
HO = | i
. . | / Koklauri . - MNH
(S)-norkoklaurin syntiza HO o MH  (R/S)-norkoklaurin-6-O-methyltransferaza HO
Ho HO

(S)-norkoklaurin (S)- koklaurin

H4CO | \“/\|
(R/S)- koklaurin-N-methyltransferaza HO e M. (R/S)-N-methyl-koklaurin-3-hydroxylaza
o
HO ™ %

(S)- N-methylkoklaurin

HsCO
| i /\ HaCO S /\I
HO P M ~ 3¢-hydroxy- N-methyl-(S)-koklaurin-4‘-methyltransferaza o | = N‘x
HO 2 | HO s
s |
HO HaCO R
(S)- 3¢-hydroxy- (S)-retikulin

N-methylkoklaurin
Schéma 4: Biosyntéza S-retikulinu
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Ze Schématu 4 vyplyva, ze enzymy (S)-norkoklaurinsyntasa a 3‘-hydroxy-N-
methyl-(S)-koklaurin-4¢-O-methyltransferaza jsou ptisné stereoselektivni, ostatni jiz ne.

Biosyntézou KBA z (S)-retikulinu se v minulosti zabyval Zenk?’, ktery popsal
enzymatické transformace vedouci k dihydrosanguinarinu, 10-hydroxydihydro-
sanguinarinu, dihydrochelirubinu, 12-hydroxydihydrochelirubinu a dihydromakarpinu.
Jeho vysledky znazoriiuje Schéma 5.

Pomoci BBE dochazi ke konverzi N-methylové skupiny (S)-retikulinu na
methylenovy mustek, ¢imz dochazi k cyklizaci a vznika tak (S)-skoulerin. Pisobenim
P450-dependentnich oxidaz dochazi k cyklizaci methoxy- a hydroxy- skupin
v terminalnich oblastech alkaloidu za vzniku methylendioxy- skupin. Primarn¢ tedy
vznikd (S)-cheilanthifolin a jeho dalsi pfeménou pak (S)-stylopin. Poté dochazi k
N-methylaci (S)-stylopinu (S)-tetrahydroprotoberberin-cis-N-methyltransferazou za
vzniku (S)-cis-N-methylstylopinu.

(S)-cis-N-methylstylopin pak vystupuje jako substrat pro dalsi P450-dependentni
hydroxylazu, dochazi k naruSeni vazby mezi atomem dusiku a atomem uhliku C-6
a oxidaci substratu v poloze C-6 za vzniku protopinu. Po otofeni nedusikaté casti
molekuly a cyklizaci vznikd dihydrosanguinarin. Pomoci P450-dependentnich
hydroxylaz postupné vznikaji 10-hydroxydihydrosanguinarin, dihydrochelilutin,
12-hydroxydihydrochelilutin a dihydromakarpin, které jsou pak pfislusnymi

P450-dependentnimi monoxygenazami a O-methyltransferdzou preménény na finalni

KBA.
H;CO | \/\I HiCO | \\/\I
I I
o™ ~ o™
= oH o oH o
| i

OH OCH4
(S)-retikulin (S)-skoulerin
HyCO e O
HO s M e 0 o M —_—
0 o>
0> C
(S)-cheilanthifolin (S)-stypolin
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(S)-cis-N-methylstypolin (S)-protopin

0
p
I | = 0 o
0 o N L
> A

0

6-hydroxyprotopin dihydrosanguinarin

o 0 OCH, O>
> E—— N
| s (o] | o= C
N a e AN
A Y
) 0

12-hydroxydihydrochelirubin dihydromakarpin

OH OCH,
OCH, D> OCH, D>
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Schéma 5: Schéma biosyntézy k dihydroaduktim KBA

Zenklv dalsi vyzkum se zaméfil na zjisténi enzymatickych procesit vedoucich

ptimo ke KBA (viz Schéma 6), vysledky uvefejnil ve stejné publikaci.

™ ™
e o . 2 0
o | LN o | o AN
0 g

dihydrosanguinarin sanguinarin

19



] OH
OH
§  —— I >
| | o N
C L
Y0 0

10-hydroxydihydrosanguinarin 10-hydroxysanguinarin
Qo
OCH, D> OCH4 Y
s 0 —_— | = 0
L@ Lr:.
dihydrochelirubin chelirubin
oH oH
OCHS4 = O> OCH4 C
| i £ - - | e Q
A . 2N
A dr )
12-hydroxydihydrocheliruhin 12-hydroxychelirubin
OCH, OCH,
OCH, D> OCH, 0
| " 0 - = | I 0
o e M o o M
"0 fUy
ydromarkapin markapin
dihyd kapi kapi

Schéma 6: Dehydrogenace na vysledné alkaloidy
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3.4 DNA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je jednou z nukleovych kyselin a zaroven je
nositelem genetické informace u vSech zivych organismi (s vyjimkou né¢kolika
nebunéénych, u kterych tuto funkci zastavd RNA). DNA fidi syntézu RNA, tzn., Ze
prostiednictvim rRNA i syntézu proteint.

V prokaryotickych bunkach se vyskytuje ve formé monomolekularniho
cyklického nukleoidu volné se nachéazejici ho v cytosolu. U eukaryot se nachazi jiz vice
druhiit DNA, u zivo¢isnych bunék se vyskytuje v jadie a jako mDNA v mitochondriich,
u rostlinnych bunék se navic vyskytuje jako pDNA v plastidech.

Jako prvni byla DNA izolovéna Svycarskym lékafem Friedrichem Miescherem*?®
z jader leukocytli izolovanych z hnisajicich ran pacientli. Na pocatku 20. stoleti pak
bylo Phoebem Levenem zjisténo, ze se sklada ze sacharidické, fosfatové a bazické
slozky.?® Tvar DNA byl popsan az roku 1953 Watsonem a Crickem, za tento objev
obdrzeli roku 1963 Nobelovu cenu.*
druhy (dva purinové a dva pyrimidinové). Druhou z nich je sacharidické slozka —

2-deoxy-D-ribosa. Tteti a posledni slozkou je pak slozka fosfatova zastoupena ve formé
fosfatového aniontu PO;™. Struktury dusikatych bazi jsou uvedeny na Schématu 7.

Spojeni baze se sacharidickou slozkou se nazyva nukleosid.™

MH,

i
TS O
o~
NH™N NH 7N,
Adenin Guanin
NH 0
g
| \j\] T\NH
SNH S0 NH 20
Cytosin Thymin

Schéma 7: Struktury dusikatych bazi tvoticich DNA
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DNA ma obvykle o-helikdlni tvar a je slozena ze dvou antiparalelnich
polynukleotidovych fetézci. Tyto fetézce jsou vystavény pomoci fosfodiesterovych
vazeb mezi atomem uhliku 5" jednoho sacharidu a atomem uhliku 3" druhého sacharidu
— tim vznika 5°-3" orientovany nukleotid. JelikoZ jsou fetézce antiparalelni, jeden se to¢i
ve sméru 5-3" a druhy ve sméru 3'-5, tim se vytvaii tvar o-helixu. Retézec je
stabilizovan pomoci vodikovych vazeb a dalSich nizkoenergetickym intermolekularnich
interakci mezi paralelnimi bazemi.>*?*® Adenin se paruje s thyminem a cytosin se paruje

S guaninem. Parovani zasad je schematicky ukézano na Schématu 8.
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Schéma 8: Schematické zndzornéni parovani bazi v DNA

Podle sekundarni struktury ji rozliSujeme do tifi hlavnich dvoufetézcovych

geoforem.

A-typ je chirdln¢ pravotociva DNA, ktera vznika reformaci B-typu pfi snizeni
zastoupeni vody v prostiedi pod 75 %.** Vzestup paru k ose €ini 2,55 A (0,25 nm)
a jejich pocet na zavit €ini 11, sviraji s osou uhel 32,7°.% V kazdém zavitu se vyskytuje

velky a maly zlabek, u A-typu je velky zlabek stejn€ hluboky jako Zlabek mal}'/.36

B-typ je nejCastéjSim typem DNA, ktery za normalnich podminek ptevazuje.
Chiralitou je rovnéz pravotoCivy jako A-typ, je vSak uzsi a vzestup na par je rapidnéjsi —
3,4 A (0,34 nm). Pary jsou k ose vice naklonény, sviraji thel 6° a na jeden zavit jich
piipada v priméru 10,5. BliZi se k Watson-Crickovu modelu DNA.3* Velky 7labek je
hluboky, maly Zlabek je mélky.*
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Z-typ je chiraln¢ levotoc¢iva DNA. Tvar Z-typu je nepravidelny a nazyva se Cik-
cak.*® Vyznam Z-typu neni zcela jasny, usuzuje se, Ze poméaha pfi transkripci DNA.
Primérny podet pari bazi na jeden zavit je 12, jejich vzestup k ose 3,7 A (0,37 nm) a
sviraji sni uhel 7°.3* Z-typ lze vytvofit z A- i B-typi pouzitim 0,7 M chloridu

hote¢natého nebo 2,5 M chloridu sodného.®

Geoformy jsou zobrazeny na Obr. 2.

Obriazek 2: Struktury charakteristickych fetézcti DNA, zleva: A-typ, B-typ, Z-typ*
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Interakce KBA s DNA

V zasad¢ existuji tfi druhy nekovalentni interakce ligandu (v tomto piipadé KBA)
s dsDNA. Prvnim pfipadem je spojeni ligandu s fosfaitovym aniontem, ligand je pak
ptipojen K DNA po jejim okraji. Velice vzacné muze dojit k navazani ligandu do
velkého zlabku DNA. Nejcastéj$im typem interakce je v8ak mechanismus interkalace,
ktera se uplatiuje i u interakce DNA s KBA.

Pojem interkalace neboli vmezefeni byl poprvé pouzit roku 1961 pii popisu
silnych vazebnych interakci mezi ligandem (nékterymi heteroatomickymi barvivy) a
nukleové kyseliny (obzv1asts pak DNA).!

Aby ligand mohl interkalovat mezi baze DNA, je tieba, aby spliioval nékolik
podminek: musi byt plandrni, heteroaromaticky a musi byt polarizovan. U KBA tyto
podminky spliiuje pouze iminovd bdze. Alkanolaminy, kde neni atom dusiku
polarizovan, tedy nejsou schopny interkalovat.

Interkalace se na strukture KBA projevi zménou nékterych jejich fyzikdlnich
vlastnosti. Primarné dochdzi k mirnému rozpleteni dsDNA v oblastech interkalace, coz
muze mit za nasledek inhibici nekterych enzymd, jako jsou topoisomerézy37,38 a jiné
enzymy pusobici na DNA napftiklad pfi replikaci a transkripei,® zpevnéni struktury - jeji
stabilizaci, rozsifeni a prodlouzeni.’® K interkalaci dochdzi hlavng u B-typu dsDNA
a piednostné mezi pary bazi C-G.' Schematicky mechanismus interkalace je uveden na
Obr. 3.

Obriazek 3: Schematické znazorndni interkalace ligandu do dsDNA’
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Schopnost KBA interkalovat do DNA zavisi na druhu substituenti vazanych
VvV polohdch C7 a C8, iontové sile roztoku a vySe zminéném druhu bazi. Vyzkum
interkalace KBA byl v minulosti podpoten v dusledku jejich struktury velice podobné
fenanthridinim (ethidium bromid — EB, propidium jodid — PI,...), které se dnes
pouzivaji v klinické praxi pro znaceni bunéfnych jader pomoci mechanismu

interkalace.?® Struktury EB a Pl jsou uvedeny na Schématu 9.

4 \@NHZ /- \

=nN" Br

L \_D"_
)’

ethidium hromid propidium hromid

Schéma 9: Struktury fluorochromil ethidium bromidu a proprium jodidu
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Instrumentace
Spektrofluorimetr AMINCO — Bowman Series 2 (Thermo Spectronic, USA)

e Parametry pfistroje:
o Xenonova kontinualni lampa 150 W
o Xenonova zableskova lampa W
o Rozsah vinovych délek 180 — 850 nm
o Rychlost snimani 3-6000 nm - min™
o Presnost vinové délky +0,5nm
o Opakovatelnost méieni +0,25 nm
o Ovladaci program AB-2

Obrizek 4: Spektroflourimetr AMINCO — Bowman Series 2%

K zméfteni hodnot pH se pouzil pH-metr Orion 720 A (Thermo Electron, USA).

Obriazek 5: pH-metr Orion 720 A
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4.2

Seznam pouzitych chemikalii

Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO, - 2H,0, p. a., Merck, Némecko
Hydroxid sodny NaOH, p. a., Merck, Némecko

Cyklohexan CgHj2, p. a., Merck, Némecko

Benzen Cg¢Hg, p. a., Merck, Némecko

Ethanol CH3CH,OH, p. a. Merck, Némecko

Chelirubin C;H1gNOZ, poskytnuto LF MU, Brno

Guanin CsHsNsO, poskytnuto Ustavem chemie MU

Chlorid sodny NaCl, p. a., Lachema, Ceska republika

A6T6 (5°-AAA AAA TTT TTT-3%), Thermo Fisher scientific, Némecko
AT12 (5°-ATA TAT ATA TAT-3%), Thermo Fisher scientific, Némecko
GC12 (5°-GCG CGC GCG CGC-3%), Thermo Fisher scientific, Némecko
Dickerson12 (5°-GCG CAA TTG CGC-3%), Thermo Fisher scientific,

Neémecko
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4.3 Priprava roztoku
Piiprava 0,4 M roztoku fosfatového pufru o pH 6,2

Na analytickych vahach se s presnosti na Ctyii desetinna mista odvazilo 6,2408 g
dihydrogenfosfore¢nanu sodného NaH,PO, - 2H,0, ktery byl kvantitativné pienesen do
odmérné barky o objemu 100 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku. pH roztoku
bylo upravovano piidavanim koncentrovaného roztoku NaOH, aby dosahlo vysledné

hodnoty 6,2, bylo kontrolovano pH-metrem Orion.

Priprava 1,24 M roztoku chloridu sodného NaCl

Na analytickych vahach se s presnosti na Ctyii desetinna mista odvazilo 7,2469 g
chloridu sodného NaCl, ktery byl kvantitativné pienesen do odmérné baniky o objemu
100 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku. Tento roztok zajist'oval pii métenich

konstantni iontovou silu.
Piiprava 7,2 - 10 M roztoku KBA chelirubinu C,HigNOZ
KBA chelirubin poskytla LF MU v Brn¢ navazeny v praskové formé. CHR byl
pouze rozpuitén v daném mnoZstvi vody, aby mél roztok koncentraci 7,2 - 10 M.
Piiprava roztoki DNA

DNA byla doddna vyrobcem ve formé praSki o dané hmotnosti. Podle dodaciho

listu se do kazdého oligonukleotidu ptidalo uvedené mnozstvi vody.
Vysledna koncentrace zavisela na typu oligonukleotidu:
e Koncentrace roztoku GC12 byla 1,1 - 10* M
e Koncentrace roztoku AT12 byla1,8 - 10* M
e Koncentrace roztoku A6T6 byla 1,0 - 10* M
e Koncentrace roztoku Dickerson12 byla 1,8 - 10* M
Priprava zi‘ed’ovaciho roztoku R5

Do plastové nadoby o objemu 10 000 pl se postupné v tomto poradi odpipetovalo:
6883 ul destilované vody, 600 ul 0,4M fosfatového pufru (vysledna koncentrace
0,03 M), 484 pl 1,24 M roztoku NaCl (vysledna koncentrace 0,075 M) a33 ul 7,2 - 10
M alkaloidu CHR (vysledna koncentrace 3 - 10° M).

28 |



Piiprava roztoku ke studiu interkalace CHR s GC12

Do kifemenné kyvety o hrané¢ 1 cm a objemu 700 ul se postupné v tomto poradi
odpipetovalo: 492 ul destilované vody, 53 p 0,4 M roztoku fosfatového pufru (vysledna
koncentrace 0,03 M), 42 ul 1,24 M roztoku NaCl (vysledna koncentrace 0,075 M), 84 ul
1,1 - 10* M roztoku GC12 (vysledna koncentrace 6,0 - 10° M), poté se nechal roztok
odstat, aby se oligonukleotid mohl zformovat do tvaru dsDNA, a po péti minutach bylo
pfidano 29 ul CHR(vysledna koncentrace 3,0 - 10° M).

Mezi jednotlivymi méfenimi bylo z kyvety odebirano 100 ul, 200 pl anebo 300 ul
roztoku a namisto toho se pifidavalo 100 pl, 200 pl anebo 300 pl roztoku R5, ktery
zarucoval konstantni koncentraci fosfatového pufru, NaCl a CHR, ale postupné snizoval

koncentraci GC12.
Piiprava roztoki pro stanoveni LOD metody interkalace CHR s GC12

Byl pouzit specidlni roztok GC12, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim
1196,3 pl destilované vody, 105 ul 0,4 M fosfatového pufru, 84,7 ul 1,24 M NaCl
a 14 ul 3. 10° M GC12. Vysledna koncentrace roztoku GC12 byla 5,7 - 107 M. Roztok
zahtivan po dobu 5 minut na 95 °C.

Byl pouzit specialni roztok CHR, ktery vznikl odpipetovanim 75 pl 7,2 - 10* M
CHR do 675 pl destilované vody, vysledna koncentrace roztoku byla 7,2 - 10™.

Do keramické kyvety o hrané¢ 1 cm a objemu 700 pl se postupné v tomto poradi
odpipetovalo: 258 ul destilované vody, 24,9 ul 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 20,1 ul
1,24 M roztoku NaCl, 367,4 ul 5,7 - 107 M roztoku GC12 (vysledna koncentrace
3,0 - 109 M), poté se nechal roztok odstat, aby se oligonukleotid mohl zformovat do
tvaru dsDNA, a po péti minutach bylo p¥idano 29,3 ul 7,2 - 10° M roztoku CHR
(vysledna koncentrace 3 - 10° M).

Pro kazdé méfeni byl pripraven novy roztok. Koncentrace CHR (3 - 10° M),
fosfatového pufru (0,03 M) a NaCl (1,24 M) byla vzdy stejnd a to, koncentrace

oligonukleotidu se permanentné snizovala.

Priprava roztoku ke studiu komplexu CHR a GC12 Jobovou titraci
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Byl pouzit specidlni roztok GC12, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim:
4869,2 destilované vody, 461,5 pl 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 354,3 ul 1,24 M
roztoku NaCl a 314,9 pul 1,1 - 10™ M roztoku GC12. Koncentrace GC12 v pfipraveném
roztoku je 3,0 - 10° M.

Byl pouzit specialni roztok CHR, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim:
6825,2 ul destilované vody, 615,4 ul 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 354,3 ul 1,24 M
roztoku NaCl a 87,0 ul 2,8 - 10* M roztoku CHR. Koncentrace CHR v pfipraveném
vzorku je 3,0 - 10° M.

Do kyvety byly pfipravovany vzdy nové roztoky. Kazdy roztok byl pfipraven

smiSenim obou zasobnich roztokd v ur¢itém poméru.

Priprava roztoki pro stanoveni LOD metody interkalace CHR s AT12

Byl pouzit specidlni roztok AT12, ktery vznikl odpipetovanim 48 pl 7,2 - 10 M
CHR do 432 pl destilované vody. Vysledna koncentrace roztoku byla 5,7 - 107 M.

Byl pouzit specidlni roztok CHR, ktery vznikl odpipetovanim 75 pl 7,2 - 10" M
CHR do 675 pl vody, vysledna koncentrace roztoku byla 7,2 - 10°.

Do keramické kyvety o hrané¢ 1 cm a objemu 700 pl se postupné v tomto poradi
odpipetovalo: 258 ul destilované vody, 24,9 ul 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 20,1 ul
1,24 M roztoku NaCl, 367,4 ul 1,1 - 10* M roztoku AT12 (vysledna koncentrace
3,0 - 10% M), poté se nechal roztok odstat, aby se oligonukleotid mohl zformovat do
tvaru dsDNA, a po péti minutach bylo p¥idano 29,3 ul 5,7 - 107 M roztoku CHR
(vysledna koncentrace 3 - 10° M).

Pro kazdé méfeni byl ptipraven novy roztok. Koncentrace CHR (3 - 10° M),
fosfatového pufru (0,03 M) a NaCl (1,24 M) byla vzdy stejna a to, koncentrace

oligonukleotidu se permanentné snizovala.

Priprava roztoki ke studiu komplexu CHR a AT12 Jobovou titraci

Byl pouzit specialni roztok AT12, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim:
3319,6 pl destilované vody, 307,7 pl 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 236,2 ul 1,24 M
roztoku NaCl a 136,5 ul 1,8 - 10 M roztoku AT12. Koncentrace AT12 v pfipraveném
roztoku je 3,0 - 10° M.
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Byl pouzit specialni roztok CHR, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim:
3412,6 pl destilované vody, 307,7 ul 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 236,2 1,24 M
roztoku NaCl a 43,5 ul 2,8 - 10* M roztoku CHR. Koncentrace CHR v pfipraveném
vzorku je 3,0 - 10° M.

Do kyvety byly pfipravovany vzdy nové roztoky. Kazdy roztok byl piipraven

smiSenim obou zdsobnich roztokd v ur¢itém poméru.

Priprava roztoki ke studiu komplexu CHR s Dickerson12 Jobovou titraci

Byl pouzit specialni roztok Dcikersonl2, ktery byl piipraven postupnym
odpipetovanim: 3319,6 ul destilované vody, 307,7 pl 0,4 M roztoku fosfatového pufru,
236,2 pl 1,24 M roztoku NaCl a 1365 pl 1,8 - 10" M roztoku Dickersonl2.
Koncentrace Dickerson12 v pfipraveném roztoku je 3,0 - 10° M.

Byl pouzit specialni roztok CHR, ktery byl pfipraven postupnym odpipetovanim:
3412,6 pl destilované vody, 307,7 ul 0,4 M roztoku fosfatového pufru, 236,2 ul 1,24 M
roztoku NaCl a 43,5 ul 2,8 - 10" M roztoku CHR. Koncentrace CHR v pfipraveném
vzorku je 3,0 - 10° M.

Do kyvety byly pfipravovany vzdy nové roztoky. Kazdy roztok byl ptipraven

smiSenim obou zdsobnich roztokd v ur¢itém pomeéru.

Priprava roztoki pro studium faktora ovliviiujici fluorescence chelirubinu

Fosfatovy roztok chelirubinu byl pfipraven postupnym odpipetovanim 595 pl
fosfatového pufru (c = 0,4 M, pH = 6,2) a 5 ul 2,8 - 10™* M chelirubinu. Vysledna
koncentrace chelirubin v roztoku byl 1,97 - 10 M.

Cyklohexanovy roztok chelirubin byl pfipraven postupnym odpipetovanim 595 ul
cyklohexanu a 5 pl 2,8 - 10* M chelirubinu. Vysledna koncentrace chelirubinu byl
1,97 - 10* M. V dasledku nemisitelnosti vody a cyklohexanu doslo k protiepani smési,
vzniku emulze a naslednému prevedeni organického podilu do cyklohexanové faze.

Benzenovy roztok chelirubin byl pfipraven postupnym odpipetovanim 595 pl
benzenu a 5 pl 2,8 -10™* M chelirubinu. Vysledna koncentrace chelirubinu byl 1,97 10

M. V disledku nemisitelnosti vody a benzenu doslo k protfepani smési, vzniku emulze

a naslednému ptevedeni organického podilu do benzenové faze.
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Ethanolovy roztok chelirubin byl pfipraven postupnym odpipetovani 595 ul
etanolu a 5 pl 2,8 - 10 M chelirubinu. Vysledna koncentrace chelirubin v roztoku byla
1,97 - 10 M.

Bylo pouzito 495 pl guaninového roztoku roztok (c= 3 - 10° M), ktery byl
smichan se 100 pl fosfatového pufru (c = 0,4 M, pH=6,2) a 5 ul 2,8 - 10* M roztoku
chelirubinu. Vysledna koncentrace chelirubinu byla 1,97 - 10°® M).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci fluorescenéniho spektrometru byla studovana interkalace kvartérniho
benzo|[c]fenanthridinového alkaloidu chelirubinu se ¢tyfmi strukturami DNA. pH bylo
ve vSech méfenich korigovano fosfaitovym pufrem na hodnotu 6,2, jelikoz je kvartérni
forma alkaloidu, vyskytujici se v kyselém prostfedi, reaktivnéjsi nez forma
pseudobaize.24

Mg¢éfeni probihala za pokojové teploty v kiemenné kyveté o hran¢ 1 cm a objemu
700 pl. Pfesnost métfeni vysokou meérou ovliviluje rozptyl svétla, proto bylo pfi
méfenich zachovano konstantni nastaveni spektrometru, byly nastaveny vinové délky,
pfi kterych byla intenzita fluorescence alkaloidu nejsilngjsi — pro excitaci 350 nm a pro
emisi 420 nm. Rozsah byl nastaven na 380 — 680 nm, v tomto rozsahu se objevily dva
pasy. Prvni péas odpovidal fluorescenci alkaloidu a jeho maximum se pohybovalo
v okoli 425 nm, druhy pas odpovidal fluorescenci komplexu interkalovaného alkaloidu
s DNA, jeho maximum se pohybovalo v okoli 625 nm. U v8ech méfeni byl fotonasobic
nastaven na 1000 V, rychlost sniméani na 10 nm - s™ a opakovatelnost méfeni na 5.

Titracni kiivky byly sestrojeny z emisnich snimki raznych DNA pii maximélnich
intenzitach fluorescence obou pasu. Z jejich obrazki je patrné, ze pfi interakci alkaloidu
S DNA dochézi k rapidni degresi intenzity fluorescence samotného alkaloidu (prvni
pas), zatimco u druhého pasu (komplex alkaloidu a DNA) dochazi ke gradaci intenzity
fluorescence. U vsech méfeni byla prokazana interkalace CHR s DNA.

Vyjimku tvoii AT12, kde se kvuli nizké melting temperature, tedy teploté, kdy
dochdzi krozpletini dsDNA na ssDNA, nepodafila zméfit specificka interakce
alkaloidu. Na snimcich je patrnd chronologicka degrese signdlu zplsobend praveé

denaturaci dsDNA na ssDNA, tento jev byl popsan v literatufe.*
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5.1 Interakce CHR s DNA GC12

Interakce KBA chelirubinu s DNA GC12
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Obrazek 6: Zavislost fluorescence chelirubinu na DNA GC12 pro vybrané vinové délky

Pomoci méfeni byla zjiSténa maximalni intenzita fluorescence alkaloidu
chelirubinu. U emisniho spektra se pohybovala v okoli 425 nm a Vv ptipad¢ emisniho
spektra v okoli 625 nm.

Po pfidani DNA GC12 do roztoku alkaloidu doslo k rapidni degresi intenzity
fluorescence chelirubinu (pas 425 nm), naopak vSak vzrostla intenzita fluorescence

v druhém pasu (pas 625 nm). Tato zavislost je vyjadiena na Obr. 6.
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5.2 LOD metody interkalace CHR s DNA GC12

Limit detekce interkalce CHR s DNA GC12
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Obriazek 7: Limit detekce interkalace chleirubinu s DNA GC12

Z Obr. 7 je patrné, ze zavislost fluorescence komplexu CHR a DNA GC12 je
Vv nizkych koncentracich DNA GC12 linearni. Vysoka hodnota rovnice linedrni regrese
poukazuje na spolehlivost pouzité metody.

Limit detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky
vyznamné odlisny od Sumu. Pomoci hodnot Sumu byla vypoc¢tena hodnota smérodatné
odchylky (Sy, = 0,29044). Dale byl vybran bod, ktery lezi co nejblize rovnice regrese
(I = 5,88403; cpna = 2,00 - 107 mol - 1) a od jeho intenzity fluorescence byla
odectena hodnota intenzity fluorescence pii nulové koncentraci DNA (I = 3,50928,
cona =0 mol - 1.

Vysledna intenzita (Ir = 2,37475) odpovidda zmén¢ intenzity zplisobené interakci
CHR s DNA GC12 pii koncentraci 2,00 - 107 mol - I, Limit detekce byl vypogitan
jako soucin trojndsobné hodnoty smérodatné odchylky a koncentrace DNA odpovidajici
stanovenému bodu (2,00 - 107 mol - I'Y) déleny zménou intenzity fluorescence pii této

koncentraci. Limit detekce nabyva hodnoty 7,34 - 10 mol - I,

3%5, % Cpna
Al

LOD =
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5.3 Studium komplexu KBA chelirubinu s DNA GC12 Jobovou titraci (JT)

Studium komplexu CHR s DNA GC12 Jobovou titraci
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Obrazek 8: Studium komplexu KBA CHR s DNA GC12 Jobovou titraci
Studium komplexu CHR s DNA GC12 Jobovou titraci - pas 625 nm
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Obrazek 9: Studium komplexu KBA CHR s DNA GC12 Jobovou titraci — pas 625 nm

Jobova titrace slouzi ke stechiometrickému urceni sloZzeni a podminéné
konstanty stability roztoku. Principem metody je michani ekvimolarnich roztokt latek
A a B, tak Ze aby celkova koncentrace ¢ byla konstantni (co = Ca + Cg), naproti tomu se
méni ekvimolarni podil koncentraci v roztoku Xg.

Nejvyssiho signdlu bylo dosazeno pii piiblizném poméru koncentraci 0,7149.
Ztoho vyplyva, Ze se alkaloid na DNA vaze vpoméru 3:1, na Ctyfi baze

oligonukleotidu tedy pfipada jedna molekula CHR.
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5.4
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Obrazek 10: Zavislost intenzity fluorescence KBA chelirubinu na koncentraci DNA A6T6

Pomoci méfeni byla zjiSténa maximalni intenzita fluorescence alkaloidu

chelirubinu. U xcita¢niho spektra se pohybovala v okoli 425 nm a v piipad¢ emisniho

spektra v okoli 625 nm.

Po pfidani DNA A6T6 do roztoku alkaloidu dosSlo k rapidni degresi intenzity

fluorescence chelirubinu (pas 425 nm), naopak vSak vzrostla intenzita fluorescence

v druhém pasu (pas 625 nm). Tato zavislost je vyjadiena na Obr. 10.

Pfi porovnani grafii na Obr. 6 a 10 je patrné, ze interakce CHR s A6T6 je slabsi.

Je to ziejmé zplsobeno slab$imi nekovalentnimi interakcemi mezi adeninem a

thyminem u A6T6 nez mezi cytosinem a guaninem u GC12,
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5.5 Studium komplexu KBA chelirubinu s DNA Dickerson12 JT
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Obrazek 11: Studium komplexu KBA CHR s DNA Dickerson12 Jobovou titraci
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Obrazek 12: Studium komplexu KBA CHR s DNA Dickerson12 Jobovou titraci — pas 625 nm

Nejvyssiho signalu bylo dosaZeno pii pfiblizném poméru koncentraci 0,815.

Z toho vyplyva, Ze se alkaloid na DNA vaZze v poméru 4:1, na tii baze oligonukleotidu

tedy piipadé jedna molekula CHR.

Pomér vaznosti CHR a DNA u Dickersonl2 je vyssi, nez jaky byl prokazan

v interakci s GC12. To je ziejme zpisobeno vétsi riznorodosti struktury Dickersonl2 a

mensimi nekovalentnimi interakcemi mezi bazemi Dickersonl2 nez u bazi GC12, tzn.

niz§i stabilitou struktury Dickerson12.
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5.6 LOD metody interkalace CHR s DNA GC12 a studium tohoto komplexu JT

Intenzita fluorescence

OO0 = N W k= 00O N 0 0

Intenzita fluorescence

D.-

45
40
35
30
25
20
15
10

Limit detekce interkalce CHR s DNA AT12

&

/

koncentrace DNA [c¢] =mol - I?

+ Intenzita pii 625

Obrazek 13: Limit detekce interkalace CHR s DNA AT12

Studium komplexu CHR s DNA AT 12 Jobovou titraci
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Obrazek 14: Studium komplexu KBA CHR s DNA AT12 Jobovou titraci

Nameétené hodnoty dokazuji, Ze pro interakci CHR s DNA, musi byt DNA ve

formé dvousSroubovice.
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5.7 Studium faktori ovliviiujicich fluorescenci chelirubinu

Jako srovnavaci vzorek byl pfipraven fosfatovy roztok chelirubinu. Maximalni
intenzity fluorescence pro alkaloid bylo dosazeno v oblasti 430 nm, intenzita odpovidala

hodnoté 22,6697.
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Obrazek 15: Fluorescencni spektrum chelirubin v roztoku fosfatového pufru

Dale byla studovana fluorescence v nepolarnich rozpoustédlech bez pFitomnosti
pufru. Byl pfipraven cyklohexanovy roztok chelirubin, jehoz maximum intenzity se

pohybovalo v oblasti 410 nm a odpovidalo hodnoté 18,3212.
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Obrazek 16: Fluorescenéni vlastnosti chelirubin v roztoku cyklohexanu
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Jelikoz jsou nukleotidy aromatické latky, byla zména fluorescence studovana i
v aromatickém prostedi. Byl pfipraven benzenovy roztok chelirubinu, jehoz maximum
se pohybovalo opét v oblasti 410 nm a odpovidalo hodnoté 15,6317. Intenzita je
nepatrné mensi, to ale mize byt zpisobeno Spatnym pievedenim organického podilu do
benzenové faze.
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Obriazek 17: Fluorescenéni vlastnosti chelirubinu v roztoku benzenu

Byla studovéna interakce i s polarnimi organickymi rozpoustédly. Za modelovy
ptiklad byl vybran ethanolovy roztok, jehoz maximum intenzity se pohybovalo uz
u 400 nm a odpovidalo hodnoté 19,1735.
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Obrazek 18: Fluorescen¢ni vlastnosti chelirubinu v roztoku ethanolu

Ani vjednom ztéchto vzorki se nemohl objevit pik v oblasti 620 nm,

odpovidajici zmén¢ fluorescence v interakci chelirubin s DNA.
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Byl navrzen experiment, kdy byl piipraven vysoce koncentrovany roztok
guaninu (¢ = 3 - 10° M), do n&hoz byl pfidan chelirubin. Teoreticky mélo dojit
k ¢aste¢nému seskupeni molekul guaninu do patrovité struktury, do které by se mohl
chelirubin interkalovat. K tomuto jevu nedos$lo, proto se da piedpokladat, Ze pro
uspesny prubéh interkalace je zapotiebi ptitomnost nukleosidi.

Maximum intenzity bylo naméfeno v oblasti okolo 430 nm a odpovidalo
hodnoté¢ 2,02103. Hodnota intenzity pro oblast 620 nm byla téméf nulova
(Ir =0,002219).
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Obrazek 19: Fluorescen¢ni vlastnosti chelirubinu v roztoku guaninu
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5.8 Souhrnné vysledky

U vSech zkoumanych vzorku bylo zjisténo, ze kvartérni benzo[c]fenanthridinovy
alkaloid chelirubin reaguje s dvousroubovici DNA mechanismem interkalace, nevaze se
tedy na fosfatovy aniont a ani nevnikéa do velkého zlabku. Toho bylo dosazeno pfidanim
chloridu sodného, ktery udrzoval konstantni iontovou silu roztoku a napomahal tak
pristupu alkaloidu k centru dvousroubovice.

V porovnani fluorescencniho spektra interakce DNA s GC12 a A6T6 je patrné, Ze
pii interakci CHR s DNA je pokles intenzity fluorescence alkaloidu a narGst intenzity
fluorescence komplexu CHR-DNA rapidnéjsi. Z toho vyplyva, ze stabilita komplexu
CHR-GC12 je vyssi nezZ CHR-AGT6. To vSak neméni specifickou selektivitu chelirubin
vuci parim nukleotidi, ktera je podle téchto vysledkt stejna pro vSechny pary bazi.

Byly zméfeny i limity detekce téchto metod, jejich hodnoty se pohybovaly fadoveé
108 mol - I}, coz poukazuje az na stondsobné¢ vyssi citlivost detekce, nez je obvykld u
béznych analytickych metod. Pti pfevedeni na hmotnostni podil v roztoku limit detekce
odpovida fadové desitkam ng - ml™, tedy aZ dvojnasobné citlivosti neZ u ethidium
bromidu bézné€ vyuzivaném v analytické praxi.

Byla prostudovana 1 stechiometrie komplexii CHR-DNA, konkrétné i
oligonukleotidii Dickersonl2 a GC12.Vys$si pomér stechiometrie byl prokazan u
oligonukleotidu Dickersonl2, to je zieymé& zplsobeno jeho zvlastni strukturou, kde
sekvence bazi AATT deformuje dvousroubovici a Castecné rozpléta B-geoformu, coz
velice podobnd, coz opét potvrzuje, ze chelirubin neni specificky selektivni viici bazim
nukleovych kyselin.

Rovnéz bylo prokazano, ze chelirubin nereaguje s vlasenkovou formou DNA, ale
pro interakci vyzaduje dvousroubovici, €0z rovnéz potvrdilo, Ze mechanismem
interakce CHR-DNA je interkalace.

Z vysledkl je patrné, ze by chelirubin, obecné¢ 1 KBA, mohly najit uplatnéni
Vv klinické praxi jako fluorescen¢ni DNA sondy a jako supravitalni barviva nukleovych
schopné pronikat semipermeabilni membranou v dusledku jejich polarizace. Z vysledkl
je rovnéz patrny velice zvlastni efekt probihajici v prib¢hu interkalace. Zatimco u
ostatnich KBA dochazi k poklesu nebo naopak zvySeni intenzity fluorescence
Vv ptitomnosti dsDNA, u chelirubin dochazi k posuvu fluorescencniho spektra témeét o

200 nm. Tento jev je obzvlasté patrny pii interakci s bunikou.
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Obrazek 20: Obarveni nadorové buiiky HeLa chelirubinem - obrazky za pouZiti riznych

fotofilmti, modte zafici oblasti buitkky bez DNA, ¢ervené s DNA*

Vysledky ziskané praci dale mohou slouzit jako voditko k dalSimu prohlubovani
znalosti o tomto alkaloidu a vyuziti jeho vlastnosti v analytické ¢i klinické praxi
naptiklad pro vysoce citlivou detekci DNA pomoci interakce s CHR nebo vyzkumu
fluorescenénich vlastnosti in vivo pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (viz Obr. 20) nebo
flow-cytometrie napiiklad v rakovinnych ¢i apoptickych bunkach.

Jelikoz se jednd o minoritni KBA, ktery dosud nebyl pfili§ prostudovan, jsou
vysledky predkladané v této praci ojedinélé a ptindsi tak novy pohled na fluorescen¢ni

vlastnosti chelirubinu.
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6 PRILOHY

6.1 Pouzité symboly

A
AGT6
AT12
BBE

C
Dickerson12
dsDNA
EB

G
GC12
Hela

CHE
CHL
CHR
KBA

adenin

S —AAAAAATTTTIT -3¢
5- ATATAT ATATAT -3¢

berberine bridge enzyme
cytosin

5~ CGC GAATTC GCG — 3¢
dvousroubovnicova DNA

ethidium bromid
guanin

5‘—GCG CGC GCG CcGC -3¢

bunécéna linie karcinom

délozniho ¢ipku nepodléhajici

Hyflickovu limitu
chelerythrin

chelilutin

chelirubin

kvartérni benzo[c]fenan-
thridinové alkaloidy

LOD
mMDNA
MA
p. a.
P450
pDNA
PI
P03~
rRNA
SA
SL

SR
ssDNA

}"EXC

limit detekce
mitochondrialni DNA
makarpin
chemikalie pro analyzu
cytochrom P450
plastidova DNA
propidium jodid
fosfore¢nanovy aniont
ribozomalni RNA
sanguinarin
sanguilutin
smérodatnd odchylka
sanguirubin
vlasenkova DNA
emisni vinova délka
excitaéni vinova délka
angstrom
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