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SOUHRN

Kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy jsou latky vykazujici Sirokou
biologickou a fyziologickou aktivitu. Tyto latky se vyuzivaji jako biopesticidy, v boji
proti paradentdéze, maji nemaly vyznam pii apoptotickych procesech, v lécbe
rakovinnych bunégk, ovliviiuji fadu enzymu a maji mnoho dalSiho vyuziti. Pfi interakci
téchto latek s DNA miuze dochazet ke kovalentni vazb€ nebo nekovalentnim interakcim,
kde rozliSujeme mezi interkalaci nebo vazbou do zldbku. Pro charakterizaci strukturnich
analogl chelerytrinu a sanguinarinu, tedy NK-109 a redukované formy NK-109, byly
vyuzity metody fluorescencni spektroskopie a spektrofotometrie. Byla promeéiena
fluorescencni a absorpéni spektra pro rizné koncentrace DNA a riizné koncentrace
zkoumanych alkaloidl, na zaklad¢ kterych byly zjistény cenné informace — rozpustnost
v danych rozpoustédlech, zavislost fluorescence alkaloidu na pfitomnosti metanolu a

stechiometrie vazby na DNA.



ABSTRACT

Quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids are compounds, which exhibit a
wide range of biological and physiological activities. These species are used as
biopesticides, against periodontisis, they have a significant role in apoptotic processes,
in the treatment of cancer cells, they affect a variety of enzymes and have many other
applications. The interaction of these compounds with DNA may be covalent bond or
non-covalent interaction, where we distinguish intercalation process and binding into
the groove. For characterization of the chelerythrine and sanguinarine analogs termed
NK-109 and reduced form of NK-109, we utilized the fluorescence spectroscopy and
spectrophotometry. We analyzed fluorescence and absorption spectra for different
concentrations of DNA and various concentrations of alkaloids. This study revealed
valuable information about a solubility in some solvents, dependence of fluorescence on

methanol presence and DNA-binding stoichiometry.
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1. SEZNAM ZKRATEK
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2.  UVOD

Alkaloidy jsou piirodni latky obsazené zejména v rostlinach. V této praci se
zabyvame alkaloidy, které¢ patfi do skupiny benzo[c]fenantridinovych alkaloidd, jeZ jsou
odvozeny od sanguinarinu a chelerytrinu. VSechny tyto alkaloidy se vyskytuji
v Celedich rostlin makovitych (Papaveraceae), zemédymovitych (Fumariaceae),
routovitych  (Rutaceae) (Dostal J., Slavik J., 2002) a pryskyinikovitych
(Ranunculaceae) (Vavreckova C., Ulrichova J., 1994). Alkaloidy maji Siroké spektrum
uplatnéni, napt. v zemédelském primyslu, ve farmacii ¢i v lidovém Ié€itelstvi pro svou
biologickou a fyziologickou aktivitu, pro protirakovinny ucinek, antimikrobialni a
antioxidativni ucinky a dalsi (Maiti M., Kumar G. S., 2007), (Deroussent A. a kol.,
2010). V organismu podléhaji tyto latky metabolickym pfeménam. Proto je neméné
dilezité zkoumat fyzikalné-chemické vlastnosti a interakce s biomolekulami nejen
samotnych alkaloidl, ale 1 jejich metabolith. Z hlediska chemické struktury je
nejvyznamnéjsi a nejreaktivnéjsi misto kvartérnich benzo[c]fenantridinovych alkaloida
iminiova vazba mezi kationtem dusiku a atomem uhliku C=N" (Dostal J., Slavik J.

2002).

DNA je dvouvldknova makromolekula, kterd se skladd ze Ctyt typi
nukleotidovych podjednotek a kterd je nositelkou genetické informace (Alberts B. a kol,
2007). Interakce malych molekul s DNA muze byt kovalentni (zmény bazi, zlomy
fetézce DNA atd.) nebo nekovalentni (interkalace, vazba do zlabku) (Neidle S., 2008).
Cilem zkoumani téchto interakci je porozumét jim na molekularni urovni a zdokonalit a
zefektivnit chemoterapeutickou 1é¢bu, aby méla vyssi u€innost, mensi toxicitu a aby

byla zacilena na specifickou sekvenci DNA.
Tato diplomova prace si klade za cil:

1) Seznamit se s benzo[c]fenantridinovymi alkaloidy a jejich uZitim v tradi¢ni

medicing.
2) Proméfit zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych alkaloidi.

3) Prom¢tit interakci téchto alkaloidl s nukleovymi kyselinami.

-9.



3. ALKALOIDY

Alkaloidy jsou skupiny ptirodnich latek, které obsahuji atom dusiku ve své
molekule a které jsou produkovany béhem metabolismu u rostlin. Rostliny obsahujici
tyto alkaloidy jsou hojn¢ vyuzivany jako soucast tradi¢ni ¢inské mediciny a lidového
lécitelstvi (Zdatilova A. a kol., 2006). Zdrojem alkaloidli neni jen samotna rostlina, ale

v dnesni dob¢ se daji ptipravit i synteticky.

Mnozstvi daného alkaloidu v rostlin€ je limitovdno nejen druhem rostliny, ale
také vegetaénim obdobim, rocnim obdobim, teplotou ¢i denni dobou, ve které je tato
rostlina sbirdna (Tomé F., Colombo M. L., 1995). Mizeme fict, Ze obsah alkaloidi je
obecné az o nekolik fada vyssi v kofenové Casti rostliny ve srovnani s nadzemni ¢asti a
nejvyssi produkce alkaloidii dosahuje rostlina na konci svého vegetac¢niho rastu

(Péncikova K. a kol., 2011).
Podle struktury mizeme alkaloidy rozdélit na (Stan¢k J., 1957):

- alkaloidy odvozené od pyridinu a piperidinu
o nikotin (hlavnim alkaloidem z listi tabaku, ktery stimuluje CNS)

o piperin (obsazen v pepii)

- alkaloidy odvozené od tropanu
o atropin (pouziti v ocnim lékafstvi, roz§ifuje zornice, ziskdva se z kofene
ruliku zlomocného)
o kokain (z koky pravé - kokovy kef, lokaln€ anesteticky tcinek, vyvolava

halucinace, utlumuje unavu, zvysuje fyzickou aktivitu)

- alkaloidy odvozené od fenanthrenu
o morfin (alkaloid izolovany z opia - z makovic maku seté¢ho, zplsobuje
ospalost, pouziti v medicin€ k tlumeni bolesti)
o heroin

o kodein (v malych davkach tlumi kasel)

- alkaloidy odvozené od chinolinu a isochinolinu
o chinin (izolovan z kiiry chinovniku Cerveného, plisobi na urcitd stadia

puvodce malérie)
-10 -



o papaverin (zastupce isochinolinovych alkaloidt, ziskavan z opia)

- alkaloidy odvozené od indolu a imidazolu
o reserpin (v tropickych a subtropickych oblastech vyuZzivan domorodci
jako Iék proti hadimu uStknuti, proti bodnuti hmyzem, v I¢katstvi ke
snizeni krevniho tlaku)

o strychnin

- alkaloidy odvozené od purinu
o kofein (nachdzi se v kavovych bobech, ¢ajovych listech, v semenech

koly)

- alkaloidy namelové

V této praci se budeme zabyvat alkaloidy, které patii do skupiny isochinolinovych
alkaloidh  vyskytujicich se v celedich rostlin makovitych (Papaveraceae),
zemédymovitych (Fumariaceae) a routovitych (Rutaceae) (Dostal J., Slavik J., 2002),
pryskyinikovitych (Ranunculaceae), diistalovitych (Berberidaceae) (VavreCkova C.,
Ulrichova J., 1994) a dalsich. Hlavni podskupinou této skupiny alkaloidii jsou
benzo[c]fenantridinové alkaloidy s hlavnimi zastupci sanguinarinem a chelerytrinem, od
nichz jsou odvozeny alkaloidy NK-109 a redukovand forma NK-109, které byly
studovany v této praci. Sanguinarin je pak hojné¢ zastoupen u severoamerické byliny
krevnice kanadské (Sanguinaria canadensis L.), vlaStoviéniku vétSim (Chelidonium
majus) a okecku srd¢itém (Macleaya cordata) (Dvoték Z., Simanek V., 2007), (Dostal
J., Slavik J., 2000).
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3.1. Kvartérni benzo|c]fenantridinové alkaloidy

Kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy (KBA) mlzeme rozdélit do ctyf
zakladnich podskupin podle toho, jaké skupiny resp. jejich kombinace se vyskytuji na
zakladnim tetracyklickém skeletu. Podle toho, zda se v molekule vyskytuje
hydroxylova, methoxylova nebo methylendioxidova skupina (Dostal J., Slavik J., 2000),
(Vavreckova C., Ulrichova J., 1994) je délime na (viz Obr. 1 a Tabulka 1):

1) 2,3, 7, 8 — tetrasubstituované alkaloidy — sanguinarin (SG), chelerytrin (CHE),

fagaridin, isofagaridin
2) 2,3, 8,9 — tetrasubstituované — nitidin, avicin, fagaronin

3) Pentasubstituované - sanguilutin, sanguirubin, chelirubin, chelilutin, 10-

hydroxysanguinarin a 10-hydroxychelerytrin

4) Hexasubstituované alkaloidy — makarpin a 12-hydroxychelirubin (viz obr. 1)

C
.'.
~N ~
CH;

X~

Obr. 1 — Zakladni schéma kvartérnich benzo[c]fenantridinovych alkaloidi. Upraveno

podle Vavreckové C., Ulrichové J. (1994)
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Tabulka 1 — Piehled zakladnich kvartérnich benzo|[c]fenantridinovych alkaloid

Alkaloid Postranni skupina

Chelerytrin R1+R2=0CH20,R3=R4=0CH3,R5=R6=R7=H
Sanguinarin R1+R2=R3+R4=0CH20,R5=R6=R7=H

Fagaridin R1+R2=0CH20, R3 =0H, R4=0CH3,R5=R6=R7=H
Isofagaridin R1+R2=0CH20,R3=0CH3,R4=0H,R5=R6=R7=H
Nitidin R1+R2=0CH20, R3 =R6 =R7=H, R4 =R5 =0OCH3
Avicin R1+R2=R4+R5=0CH20,R3=R6=R7=H

Fagaronin R1=0OH,R2=R4=R5=0CH3,R3=R6=R7=H
Sanguilutin R1=R2=R3=R4=R6=0CH3,R5=R7=H

Sanguirubin R1=R2=R6=0CH3,R3 + R4=0CH20,R5=R7=H
Chelirubin R1+R2=R3+R4=0CH20, R5=R7=H, R6 = OCH3
Chelilutin R1+R2=0CH20,R3=R4=R6=0CH3,R5=R7=H

10-hydroxysanguinarin

10-hydroxychelerytrin

R1+R2=R3 +R4=0CH20, R5 =R7=H, R6 = OH
R1+R2=0CH20, R3 =R4=0CH3,R5=R7=H, R6 =0OH

Makarpin
12-hydroxychelirubin

R1+R2=R3+R4=0CH20, R5=H, R6 =R7 =0OCH3
R1+R2=R3+R4=0CH20,R5=H, R6 =0CH3, R7=0H

Alkaloidy studované v této praci vznikly demetylaci SG nebo CHE. Jedna se o
alkaloid NK-109 s postrannimi skupinami: R1 + R2 = OCH20, R3 = OH, R4 = OCH3,
R5 = R6 = R7 = H (viz Obr. 2) a redukovanou formu alkaloidu NK-109, kterd se od
NK-109 lisi neptitomnosti kladn€ nabitého atomu dusiku (viz Obr. 2).

- 13-
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Obr. 2 — Vzorce studovanych alkaloidd, 1) NK-109, 2) redukovana forma NK-109

3.2. Fyzikalné-chemické vlastnosti benzo|c|fenantridinovych alkaloidii

Nejreaktivnéj$i misto na molekule KBA je oblast nazyvana iminiova vazba.
Jedna se o dvojnou vazbu mezi atomem dusiku a atomem uhliku v poloze 6 (C=N"). Pfi
niz§ich hodnotich pH se alkaloidy obecné nachazeji ve form¢ kvartérniho kationtu,
ktery pak alkalizaci ptechazi do formy oznacované jako pseudobaze. Pro pojem
pseudobdze miizeme pouzit také pojmy jako nenabitd forma alkaloidu, alkanolamin
nebo 6-hydroxy-5,6-dihydroderivat (Zdatilova A. a kol.,, 2006). Zména struktury
alkaloidu vede samoziejmé ke zménam vlastnosti. Nabita forma kvartérniho kationtu je
polarni, barevnd a ve vod€ rozpustnd. Pseudobdze je naopak bezbarvd a ve vodé

nerozpustna (Dostal J., Slavik J., 2002).

Ve vodnych roztocich existuje reverzibilni rovnovaha mezi kvartérni formou a

pseudobézi (Slaninova 1., 2001). Tato rovnovéha je popisovana jako acido-bazicka
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rovnovaha s danou rovnovaznou konstantou, ktera urcuje hodnotu pH, ve kter¢ jsou dvé
formy alkaloidu v rovnovéaze. Za fyziologick¢ého pH (7,2 — 7,4) prochazi forma
pseudobéaze pies bunécnou membranu. Uvnitf buniky pak pfechazi patrné v dasledku
niz$iho pH na formu kvartérniho kationtu, ktery se v hlavni mife podili na biologickych

ucincich alkaloidu v buiice (Zdatilova A. a kol., 2006).
KBA podléhaji fadé chemickych modifikaci. Mezi hlavni reakce, kterym mohou
alkaloidy podléhat, jsou reakce s (Vavreckova C., Ulrichova J., 1994):
- K3Fe(CN)s za vzniku 6—oxoderivatu
- NaBH4 za vzniku 5, 6-dihydroderivatu
- nukleofilnim ¢inidlem (adice do polohy C-6) vznikd 6—substituovany dihydro
benzo[c]fenanthridinovy alkaloid nebo dimerni benzo[c]fenanthridinovy
alkaloid
- reakci s koncentrovanou NaOH vznika dihydro— nebo 6—oxo —derivat
- reakci s H vznika O—demethyl derivat (C-7,8)
- za zvysené teploty (At > 200 °C) vznika N—demethyl derivat

amoniakem dava vznik smés N— a O— dimeru

Vazba mezi atomy N5-C6 je za biologickych podminek snadno zredukovatelna a
tudiz snadno metabolizovatelna. Proto byly pfipraveny analogy alkaloidu NK-109 za
ucelem zlepSeni tohoto nedostatku. Piipravené derivaty se substituentem na pozici 6 se
staly sice zcela rezistentni vici biologické redukci, ale stile nejsou optimalni, protoze
vykazuji nizkou u€innost inhibice bunééného ristu. Derivaty se substituentem na poloze
8 potlacuji biologickou redukci a vykazuji vysokou cytotoxickou aktivitu. Naopak 5-
derivaty byly redukovany jesté snadnéji nez samotny NK-109 (Nakanishi T. a kol.,
2000).

Ve vodném prostiedi je SG v rovnhovaze mezi nabitou kvartérni formou a neutralni
formou — pseudobazi s hodnotou pK, = 8,06. Nabitd forma sanguinarinu existuje pii pH
1 — 6 a jeji nenabita forma nad pH 8,5. Tyto dvé formy vykazuji pii pH 7,5 fluorescenci
s vlnovou délkou excitace/emise 475/590 nm a 327/418 nm. Po redukci iminiové vazby
vznikd dihydrosanguinarin (DHSG) s maximy v excita¢nich/emisnich spekter pfi

327/446 nm (Janovska M. a kol., 2009). NK-109 se vyznacuje excita¢ni vinovou délkou
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322-331,6 nm, které¢ piislusi vinova délka emise 411,4—419 nm, a excita¢ni vinovou
délkou 383-394,2, jejiz emisni pas je vrozmezi vinovych délek 427,8-463 nm
v zévislosti na pouzitém rozpoustédle. Redukovana forma NK-109 se vyznacuje
vlnovou délkou excitace/emise 319,8-328,8/443,4-463,4 v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle (Biler, 2011). MiZeme pozorovat podobnost spekter DHSG s redukovanou

formou NK-109 a SG s NK-109.

Z Kamlet-Taftovy analyzy bylo zjiSténo, ze spektra redukované formy NK-109 jsou
ovlivnéna predevS§im polaritou rozpoustédla, avSak nemaly vliv ma také schopnost
alkaloidu pfijimat protony. Oba pasy excitace u NK-109 jsou znacné ovlivnény
polaritou solventu. Z Lippert-Matagovy rovnice pak byla vypoctena zavislost
Stokesova posuvu na polarizabilité rozpoustédla. Pro redukovanou formu NK-109 plati,
Ze s rostouci polaritou roste Stokestv posuv, coz je typické pro m — n* prechod. Pro
NK-109 pfi excita¢ni/emisni vinové délce 322-331,6/411,4-419 nm je typicky n — n*
piechod, tedy s rostouci polarizabilitou se zmensuje rozdil mezi vinovou délkou emise a

excitace (Biler, 2011).

Demetylace mize znacn€ ovlivnit hodnotu pK,. Z emisnich spekter byla urcena
hodnota acido-bazické rovnovazné konstanty pK, = 9,88 pro NK-109 a z absorpcnich

spekter byla pro redukovanou formu NK-109 ur¢ena hodnoty pK, = 6,16 (Biler, 2011).

3.3. Biologicka a fyziologicka aktivita alkaloidi

Biologicka aktivita kvartérnich alkaloidl je vysledkem pulisobeni alkaloidu na
rizné cile uvnitt buiiky. Mezi hlavni cile miZeme zatadit RNA, DNA, proteiny,
enzymy, které se nachdzi napf. v procesech jako je replikace, oprava DNA
(topoisomerasy, polymerasy). Mezi hlavni biologické aktivity patii protirakovinny
ucinek, antimikrobidlni a protizanétlivy tcinek, vyvolani apoptosy, antiplakovy ucinek,
antioxidativni G¢inky a dalsi (Maiti M., Kumar G. S., 2007), (Deroussent A. a kol.,
2010).

Hojné jsou tyto latky vyuzivany v bézné dostupnych produktech, napt. Santoin,

Sangrovit ¢i Fungicit Qwel ™. Zubni pasta a Gstni voda Santoin je pouzivana pro svij

rrrrr

Santoin zubni pasta 100 ml proti paradentoze). Sangrovit je vyuZivan jako krmné
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aditivum pro hospodafska zvifata zvySujici GCinnost travicich enzymi
s antibakteridlnim ucinkem. Chelerytrin (CHE) a sanguinarin (SG) také nachdzeji
uplatnéni v boji proti rostlinnym i zivo¢iSnym skiidctiim jako biopesticidy. (Zdafilova A.

a kol., 2006).

SG a CHE pronikaji do bunééné membrany ve forme nepolarni nenabité neutralni
pseudobéaze. Interakce téchto molekul s organelami a jinymi vnitrobunéénymi cily
v bufice zavisi na propustnosti a na distribuci uvnitt (Belyaeva T. a kol, 2003). Tyto
alkaloidy maji nemaly vyznam pfii apoptotickych procesech, kde hraje hlavni roli
kaspasovy systém. Pokud kaspasa neni aktivni, existuje ve formé pro-kaspasy. Ta
obsahuje c¢ast, ktera je udrzuje v neaktivni form¢ a ktera se pii jejich aktivaci odstépi
(Lawen A., 2003). SG je schopen aktivovat enzym kaspasu a indukovat apoptosu ttemi

riznymi zpasoby (Malikova J. a kol, 2006), (Zdatilova A. a kol., 2006):

1) regulace jaderného transkripéniho faktoru NF-kB, ktery reguluje expresi velké

skupiny gent zahrnutych do regulace apoptosy
2) pozastaveni bunécného cyklu v G1 fazi

3) pisobeni na mitochondrie a uvolnéni cytochromu ¢, coz ma za nasledek aktivaci

pro-kaspasy

KBA také ovliviiuji topoisomerasy. Topoizomerasy jsou jaderné enzymy, které hraji
roli pii topologii DNA. Topoizomerasa I (Topo I) méni stupen rozvijeni DNA tim, Ze
déla zlomy v jednom fetézci, po kterém nasleduje ligace. Topoizomerasa II (Topo 1)
naopak déla docasné preruseni obou vldken dvojité Sroubovice nasledované opét ligaci.
(Alberts B. a kol., 2007). V nedavné dob¢ byly objeveny dalsi dveé topoizomerasy. Topo
IIT se podili na regulaci rekombinace a Topo IV hraje roli pfi segregaci nové vzniklych

replikovanych chromosomt (Maiti M., Kumar G. S., 2010).

Studovany alkaloid NK-109 ma Siroké uplatnéni v 1é¢bé rakovinnych bunék.
Vykazuje dokonce protirakovinné uc€inky proti lidskym rakovinnym liniim, které jsou
resistentni k jinym chemoterapeutikim. Pfi experimentech in vivo provadénych na
kultufe lidskych rakovinnych bunék (HeLa S3) se zjistilo, ze aktivita této latky byla
podobna jako pro nitidin a byla vétsi nez pro jiné alkaloidy (CHE, SG, fagaridin,
dihydro-NK-109). Aktivita ostatnich alkaloidti byla nizkd ve srovnani s NK-109, coz
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naznacuje, ze amoniova oblast a 7-OH skupina jsou dulezité pro protirakovinnou

aktivitu. NK-109 také inhibuje topoizomerasu II. (Nakanishi T. a kol., 1999).

Experimenty s transplantovanym mySim nadorem P-388 in vivo ukazaly, ze SG a
CHE jsou vysoce toxické a indukuji bunéénou smrt pii davce 25 mg/kg. Naopak
statisticky vyznamna davka pro NK-109 je 50 mg/kg a NK-109 je tedy o néco méné
toxicky ve srovnani svySe uvedenymi alkaloidy. Pfi dévce 3x vétSi je sice
pozorovatelné snizeni vahy zptisobené plisobenim na travici systém, ale nakonec dojde

k obnoveni vahy (Nakanishi T. a kol., 1999).

3.4. Biotranformace alkaloida

SG a CHE jsou sekundarni metabolity chranici rostlinu pfed patogennimi
mikroorganismy. Biotransformace je proces probihajici v bunkéach organismi, béhem
niZ je preménéna jedna latka na latku druhou. V prvni fazi biotransformace dochazi
k redukci, oxidaci a hydrolytické reakci za ucasti reduktas a oxidas a dochazi
k demetylenaci a demetylaci. Témito reakcemi vznikaji dihydrometabolity a
hydroxymetabolity, které¢ jsou pak konjugaci ptfevedeny na konjugované metabolity. Ty

jsou pak exkretovany z organismu ven (Ulrichova J., 2005).

Pii biosyntéze KBA jsou vychozimi aminokyselinami tyrosin a fenylalanin.
Dilezitymi meziprodukty jsou pak protopin a dihydroderivaty, které jsou oxidovany

benzo[c]fenantridinoxidasou na kvartérni soli (Zdafilova A. a kol., 2006).
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4. NUKLEOVE KYSELINY

Bunka uchovava svou dédicnou informaci v podobé dlouhych polymernich fetézct
skladajicich se z nukleotidi. Nukleotidy jsou obecné¢ slozeny z pétiuhlikatého cukru,
fosfatové skupiny a baze, kterou mulzeme charakterizovat jako heterocyklickou
slouceninu obsahujici mimo atomy uhliku také atomy dusiku. Baze délime do dvou
skupin. Jsou to purinova baze, kde fadime adenin (A) a guanin (G) a pyrimidinova baze,

kde patti uracil (U), cytosin (C) a thymin (T).

Béze je pfipojena k uhliku prostiednictvim N-glykosidové vazby. Nukleotidy jsou
pak spojeny fosfodiesterovou vazbou mezi 5¢ a 3 uhlikem a davaji vzniku nukleové

kyseliny (viz obr. 3).

Mezi nukleové kyseliny fadime ribonukleovou kyseliny (RNA) obsahujici baze A,
G, C a U a deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), jejiz struktura byla poprvé

publikovana Watsonem a Crickem v roce 1953 a kterd obsahuje baze A, G, C a T.

(Alberts B. a kol, 2007)
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Obr. 3 — Modely DNA. A — prostorovy model DNA (zelené molekuly — baze, oranzové
molekuly — cukr); B — model DNA ukazujici maly a velky zlabek (tmavé modra — uhlik,
svétle modra — dusik, bila — vodik, Cervena kyslik, Zlutd — fosfor). Upraveno podle

Albertse B. a kol. (2007)

4.1. Vlastnosti DNA

U eukaryotickych organismi je DNA, jakoZto nositelka genetické informace,
ulozena v chromozomech pievazneé v bunééném jadie. Jednd se o vlaknitou
makromolekulu, kterd se sklad4 ze dvou dlouhych linearnich fetézcii slozenych ze ctyt
typt nukleotidovych podjednotek a vytvari tak dvousroubovici, ktera je antiparalelni.
Jednotlivé baze jsou spojeny vodikovymi mustky na zédkladé komplementarity bazi -
dvé vodikové vazby mezi A a T a tfi vodikové vazby mezi C a G (Alberts B. a kol,
2007).

Deoxyriboza se v nukleotidu vyskytuje v cyklické formé a na jeji 1° uhlik je
pripojena nukleova baze a 3° a 5° uhliky jsou vyuzity na vazbu s fosfatovou skupinou.

Zbytek kyseliny fosfore¢né je divodem toho, pro¢ ma DNA celkovy naboj zaporny.
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DNA je dobie rozpustna ve vode¢. Jeji stabilita zavisi napf. na typu rozpoustédla, na

iontové sile, na teploté, na obsahu GC a AT para a dalSich. ZvySenim teploty DNA

denaturuje a vznikaji jednovlaknové fetézce. DNA absorbuje v UV oblasti s maximem

absorpce pii 260 nm (Neidle S., 2002). MlzZe byt replikovédna (za vzniku kopii molekul

DNA), a nebo transkribovana (za vzniku RNA fetézci). Jedna se o jedinou molekulu,

jejiz naruSeni mize byt odstranéno pomoci opravnych mechanismd.

4.2. Formy DNA

RozliSujeme nékolik forem DNA. Mezi ty hlavni patii A-DNA, B-DNA a Z-
DNA, jejichz zakladni charakteristiky mizeme vidét v Tabulce 2 (Alberts B. a kol,

2007), (Neidle S., 2002).

Tabulka 2 — Konformace DNA, pb — par bazi

A-DNA B-DNA Z-DNA
vinuti Sroubovice pravotociva pravotociva levotociva
pocet pb na jeden zavit 11 10,4 12
(zvySeni na jeden zavit) (2,8 nm) (3,4 nm) (4,46 nm)
vzdalenost mezi dvéma pb 0,254 nm 0,338 nm 0,363 nm
maly Zlabek Siroky, velmi mélky | 1zky, hluboky | velmi hluboky, uzky
sitka / hloubka 1,11/0,26 nm 0,6 /0,82 nm 0,2/1,38 nm
velky zlabek hluboky, uzky siroky, hluboky | zplostély na povrchu
Sitka / hloubka 0,22 /1,3 nm 1,16 /0,85 nm 0,88 /0,37 nm
pramer 2,6 nm 2 nm 1,8 nm
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B-DNA je pfirozend forma DNA vyskytujici se za fyziologickych podminek v
bunice. Pary bazi ma témét kolmo k ose Sroubovice. Primér B-DNA je 2 nm. Uvnitf
Sroubovice se nachazeji sparované baze, tzn. ze bdze jsou ve stfedu, nasledovany

cukernymi zbytky. Fosfatové skupiny jsou pak na periferii.

A-DNA se vyskytuje pfi nizké relativni vlhkosti. Roviny sparovanych bézi jsou
sklonény vzhledem k ose helixu. Baze jsou vytlaCeny vice k okraji a cukr-fosfatova
patet je na okraji. Jeji pramér je o 0,6 nm vétsi nez B-DNA. Tato forma je nejkratsi a

-----

nejsirsi.

Z-DNA je jako jedina forma DNA levotociva. Je delsi a tenc¢i nez B-DNA. Baze
jsou umistény daleko od osy helixu. Cukr-fosfatova patéf je v nepravidelném zig-zag

tvaru. Z-DNA je nejdelsi a nejstihlejsi.

Maly a velky Zlabek se u jednotlivych konformaci DNA 1i§i svou hloubkou a
Sitkou. U B-DNA se maly a velky zlabek lisi pfedevsim svou hloubkou. A-DNA ma
hluboky velky zlabek a mélky maly zlabek. Naopak Z-DNA ma maly zlabek hluboky.
Jednotlivé formy se také liSi konformaci glykosidové vazby a konformaci cukerného

zbytku (deoxyribozy).

(Alberts B. a kol, 2007), (Neidle S., 2002).

4.3. Vazba malych molekul na DNA

Interakci malych molekul s DNA muizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin.

Jsou to (Neidle S., 2008):

1) nekovalentni vazby, které jsou reversibilni. Pfedev§im se jedna o
elektrostatickou interakci mezi pozitivnim nabojem molekuly a negativnim
zapornym nabojem fosfatové skupiny DNA. Obvykle se rozliSuje mezi

interkalaci a vazbou do zlabku.

2) kovalentni interakce, které jsou ireversibilni. MliZeme zde zahrnout rtizné

zmény bazi, alkylace, zlomy fetézce DNA vedouci k mutacim.
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4.3.1. Interkalace

Hypotéza interkalace byla vyslovena Leonardem Lermanem v 60. letech
(Lerman L. S., 1961). Navrhnul, ze planarni molekuly s heteroaromatickym kruhem,
ktery se vyskytuje u fady antibiotik, antibakterialnich latek a latek pouzivanych proti
rakoving, se vmezeifi mezi dva sousedni pary bazi dvousroubovice. Takovyto
heteroaromaticky kruh méa obvykle 3 spojené Sesti¢lenné kruhy, které maji ptiblizné

stejnou velikost jako par bazi.

Interkalatory se klasifikuji na klasické, které jsou plandrni a neklasické, které
jsou mén¢ studovany a které jsou co do své velikosti vétSi a nemusi byt rovinné a
aromatické. Molekuly, které maji vétsi tloustku (napt. steroidni hormony) a které jsou
vEtsi nez par bazi (tzn. nez 0,36 nm), nejsou schopny interkalace. AvSak DNA se miize
rozvinout diky rotaci fosfodiesterové vazby a diky zméné konformace cukerného
zbytku. Takto se vytvoii dutina a pary bazi jsou separovany. Tvar a velikost dutiny je
pak zavisly na stupni rozvolnéni. Maximalni velikost rozvinutého mista pro interkalace
je 0,8 nm (Sitka) a 1,2 — 1,4 nm (délka). Potom i tyto neklasické interkalatory se mohou

vmezefit (Hendry L. B. a kol., 2007).
Interkalatory mizeme dale rozdélit na (Neidle S., 2002), (Neidle S., 2008):

— jednoduché; skladaji se pouze z chromoforu, ktery se interkaluje a ktery casto
nese pozitivni naboj. Radime zde napf. proflavin nebo etidium bromid (EtBr),
ktery rozvoliiuje DNA o 26°. EtBr je molekula, kterd se pouziva jako

fluorescenc¢ni sonda pro detekci nukleovych kyselin.

— slozité; mohou se véazat na postranni fetézce, cukr nebo jednotky peptidi jako

napf. daunomycin

— interkalatory vazici se do velkého zldbku; jsou to latky, které interaguji se

skupinami umisténymi ve velkém zlabku DNA, napft. komplex rhodia.

— bis-interkalatory, kde miizeme zatadit napt. echinomycin a triostin. Tyto latky
maji dva chromofory, které jsou schopny se simultann¢ interkalovat na dvé
mista ve dvouSroubovicové DNA (dsDNA). Oba jsou spojené cyklickym
oligopeptidem. Umoziuji vazbu o vétsi vazebné sile k DNA a zvétSuji
specificnost vazby. Ve srovnani s mono-interkalatory vice rozvijeji helix.
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DNA interkalatory se vyuzivaji v chemoterapeutické 1é¢be. Strukturni modifikace

mohou vést k funkénim zméndm, Casto inhibuji DNA replikaci a transkripci.

4.3.2. Molekuly vazici se do zlabku

Malé molekuly, které se neinterkaluji do DNA, se mohou vazat do malého
zlabku. Tyto latky se véazi k molekule DNA s pfiblizn€¢ stejnou afinitou jako
interkalatory, ale na rozdil od nich nerusi strukturu DNA. Mohou plsobit jako blokatory
transkripce nebo jako inhibitory enzymtt DNA topoizomeras. Topoisomerasa I (Topo 1)
a topoisomerasa II (Topo II) jsou enzymy, které méni topologii struktury DNA. Topo I
de€la zlomy na jednom fetézci a Topo I déla zlomy na obou fetézcich duplexu (Alberts

B. a kol, 2007).

Obecn¢ maji tyto latky jeden nebo vice pozitivnich nabojl, obsahuji aromaticky
kruh, v 3D struktufe maji vétSinou zakiivenou strukturu do tvaru pilmésice a maji
donorovou vodikovou vazbu. Obsahuji heteroaromatické kruhy. Mizeme zde zatadit
napft. netropsin, distamycin, které se prednostné vazi do malého zlabku na A-T sekvence

s rozdilnou stechiometrii vazby (Wemmer D. E., Dervan P. B., 1997).
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5. INTERAKCE ALKALOIDU S BIOMOLEKULAMI

5.1. Interakce sanguinarinu s proteiny

Na'/K'-ATPasa je transmembranovy protein zodpovédny za transport Na™ a K
iontll pfes plasmatickou membranu. Energie potiebnad pro tento proces je ziskavana
hydrolyzou ATP. Transport iontil probihd na zdkladé zmény konformace mezi dvéma
stavy. Konformaci E2 je zaujimdna pii vysoké koncentraci drasliku (tzn. Ze mé nizkou
afinitu pro ATP a vysokou pro K") a konformace E1 je typicka pro vysokou koncentraci
sodiku. Byla zkoumana interakce sanguinarinu (nabité i neutralni formy) s Na'/K'-
ATPasou (Janovska' M. a kol., 2010), pfiemZ miZeme pozorovat rizna fluorescenéni
spektra v zavislosti na vodném C¢i aprotickém prostfedi. Vodné prostredi simuluje
interakci na povrchu proteinu, aprotické simuluje naopak interakci ve vazebné kapse
proteinu. Vysledky ukdzaly, Ze enzym v konformaci E1 je schopny na sebe vazat jak
nabitou tak i neutrdlni formu SG, zatimco enzym v konformaci E2 mlze navazat pouze
nabitou formu SG. Pomoci zhaSeni fluorescence bylo dale zjiSténo, ze vazebné misto na
El je umisténo na povrchu enzymu pro obé formy, ale vazebné misto na E2 je od
solventu chranéno. Dihydrosanguinarin (DHSG) nevykazuje Zadnou interakci s pumpou

(Janovska” M. a kol., 2010).

Jind publikace se zabyvala interakci SG s hovézim sérovym albuminem (BSA).
BSA je globularni multifunkéni transportni protein, ktery je zastoupen v krevni plasmé
a ktery je sloZen ze ti strukturné si podobnych jednotek (I, II, IIT) a kazda se pak sklada
ze dvou poddomén (A, B). Ze zhaSeni fluorescence bylo zjiSténo, ze nabitd i neutralni
forma SG tvoii silny komplex s BSA, pficemz neutralni forma ma vyssi afinitu k BSA

ve srovnani s nabitou iminiovou formou. (Hossain M. a kol., 2011).

Dalsi studie se zabyvaly vyzkumem, na jaky motiv aminokyselinové sekvence
daného peptidu se NK-109 navazuje. Bylo zjisténo, ze vazebny motiv pro tento alkaloid
je PNxxxxP (P — prolin, N — asparagin, x — jakdkoliv aminokyselina) (Morohashi K. a
kol., 2005).
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5.2. Interakce benzo|c]fenanthridinovych alkaloidi s DNA

Pro zkoumani interakci alkaloidii s DNA muizeme vyuzit fady metod. Mezi ty
zakladni patii napt. cyklicka polarografie, polarizacni méteni (Junfen Li a kol., 2012),
kalorimetrické metody — isotermalni titratni kalorimetrie, diferen¢ni skenovaci
kalorimetrie (Hossain M., Kumar G. S., 2010), spektroskopie cirkularniho dichroismu,
absorpéni a fluorescencni spektroskopie (Hossain M. a kol.,, 2011), kapalna
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (Psotova J. a kol., 2006) a dalsi. V této praci
se vénujeme zejména dvéma zuvedenych metod a to absorpcni spektroskopii a

fluorescencni spektroskopii. Ve spektrech miizeme pozorovat tyto zmény:

- hyperchromni efekt — zvySeni intenzity absorpce
- hypochromni efekt — sniZeni intenzity absorpce
- hypsochromni posun — posun spektra do modra (ke krat§Sim vlnovym délkdm)

- batochromni posun — posun spektra do Cervena (k delSim vinovym délkam)

(Valeur B., 2002)

Malé latky mohou interagovat s biomolekulami riiznymi zplsoby. NejcastéjSimi

zpusob jsou kovalentni a nekovalentni interakce (viz kapitola 4.3.).

Cilem zkoumani interakce alkaloidi s DNA je porozumét témto d&im na
molekularni Grovni a zdokonalit a zefektivnit chemoterapeutickou 1é€bu, aby méla vyssi

ucinnosti a mensi toxicitou a aby byla zacilena na specifické misto/sekvenci DNA.

5.2.1. Interakce DNA s chelerytrinem a sanguinarinem

Pfi interakci chelerytrinu nebo sanguinarinu s jednofetézcovou DNA (ssDNA)
nedochézi k zddnym vyznamnym zménam a tudiz nedochazi k interkalaci (Junfen Li a

kol., 2012), jako tomu je u dvouietézcové DNA.

Oba alkaloidy, chelerytrin i sanguinarin, tvofi stabilni komplex s DNA z teleciho
brzliku (ctDNA). Byla proméfena fluorescencni spektra téchto alkaloidii pti pH 5,40,
kde se zjistilo, ze pti vazbé CHE na DNA se fluorescence zvySuje, kdezto pii stejné

interakci se SG je fluorescence zhasena. Afinita CHE k DNA je asi 3x slab$i neZ afinita
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SG k DNA. Miize to byt zpiisobeno skutecnosti, ze SG ma vice planarni strukturu nez
CHE a proto je umozZnéna silngj$i vazba na ctDNA. Interakce probihd mechanismem
interkalace, pficemz CHE interkaluje do C, D kruhu, zatimco SG interkaluje do A, B
kruhu (viz obr. 1). Stechiometrie je pro oba alkaloidy stejna a to 5 nukleotidd na jednu

molekulu SG nebo CHE (Junfen Li a kol., 2012).

Pii studiu absorpénich spekter komplexu DNA s nabitou formou SG byl
pozorovan batochromni posun. Pii stejné interakci s nenabitou formou SG nebyly
pozorovany zadné vyznamné zmény. Pfi velkych koncentracich DNA byla pozorovana
zména nenabit¢ formy na formu iminiovou. Tento jev je vysvétlovan jako posun
rovnovahy (Li-Ping Bai a kol., 2006). Tzn. ze schopnost interkalovat vykazuje pouze
kvartérni forma SG, zatimco pseudobaze tuto vlastnost nevykazuje, protoze tato

struktura neni zcela planarni. (Sen A., Maiti M., 1994)

SG zpiisobuje pfi interakei s DNA jeji rozvijeni o uhel 27° (Maiti M., Kumar G.
S., 2010). Iminiova forma SG se vaze k DNA interkalaci s vyssi afinitou na sekvence

bohaté na GC pary (Nandi R., Maiti M., 1985).

5.2.2. Interakce DNA s nitidinem

Nitidin (NI) je dalsi alkaloid patfici do skupiny KBA. VyuZziva se v boji proti
leukémii a zpasobuje inhibici topoizomerasy I a topoizomerasy II. Stejn¢ jako CHE je i
NI cytotoxicky, vykazuje protirakovinny ucinek a s DNA interaguje prostfednictvim
interkalace. Fluorescencni méfeni ukdzala, Zze po navdzani nitidinu na DNA je
fluorescence zhaSena. Obdobné jako CHE a SG, tak i NI se preferenéné vaze na
sekvence bohaté na GC pary. Nejvétsi preferenci ke GC parim ma SG, pak CHE a pak
NI (Li-Ping Bai, 2006).
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6. MATERIAL A METODY

6.1. Chemikalie

Alkaloid NK-109 (1-hydroxy-2-methoxy-12-methyl-[1,3]dioxolo
[47,57:4,5]benzo[1,2-c]phenantridin-12-ium chloride) a dvouvldknovd DNA z teleciho
brzliku byly ziskany z Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Redukovana
forma NK-109 (2-methoxy-12-methyl-12,13-dihydro-[1,3]dioxolo[4,5":4,5] benzo[1,2-
c]phenantridin-1-ol) byla pfipravena reakci NK-109 s NaBH4 v poméru 2:1 (w/w).
Zasobni roztoky alkaloidli byly pfipraveny o koncentraci 1 mM, resp. 100 uM, a byly
nejdiive pfipraveny rozpusténim v metanolu (Lachner), pak v destilované vod¢€. Zasobni

roztok DNA byl pfipraven o koncentraci 10 pg/pl.

V experimentech jsme pouzivali Tris pufr (Fluka) o koncentraci 20 mM a hodnoté
pH 7,41, HCI (Lachner), NaCl (Lachema) o celkové koncentraci v kyveté 20 mM, dale
kyselinu ethylendiamintetraoctovou — EDTA (Fluka) o koncentraci roztoku v kyveté 1

mM a tetrahydrofuran (Fluka), dioxan (Lachema), etanol a isopropanol (Lachner).

6.2. Vazba alkaloidi na DNA

Experimenty jsme provadéli pro 4 rizné koncentrace DNA. Pro NK-109 byly
celkové koncentrace DNA v kyveté 0; 0,13; 0,25 a 0,37 pg/ul, pro redukovanou formu
NK-109 byly celkové koncentrace 0; 0,02; 0,05 a 0,07 pug/ul. Méfeni pro nenulové

koncentrace DNA jsme 3x opakovali.

Spektra byla déale proméfovana pro 15 rtznych koncentraci NK-109. Vysledna
koncentrace tohoto alkaloidu v kyveté se pohybovala od 2 — 100 uM. Pro redukovanou
formu NK-109 byla spektra méfena pro 9 — 13 rlznych koncentraci alkaloidu (dle
pouzité koncentrace DNA) o vysledné koncentraci alkaloidu v kyveté od 1 — 22 uM.

Po kazdém piidavku alkaloidu k roztoku pufru s DNA jsme dany roztok inkubovali

pti 37 °C po 7 min. Pro pfesné stanoveni celkové koncentrace alkaloidu v kyveté, jsme
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po kazdém piidavku alkaloidu a po kazdé inkubaci provedli zvazeni na laboratornich

vahach (A&D Company, Limited, Japan; pfesnost 0,1 mg).

6.2.1. Hledani vhodného rozpoustédla

Po zjisténi, Ze metanol, jakoZto rozpoustédlo, ve kterém se dané alkaloidy
rozpousti, neni vhodné, bylo zapottebi najit jiného rozpoustédla. Po smichani dané
chemikalie s alkaloidem (v pfipad€ nerozpusténi alkaloidu), bylo rozpoustédlo odpareno

Ar (resp. He) proudem vzduchu pii zvysené teploté (40 — 50 °C).

6.2.2. Méreni absorbance

Meéfteni absorp¢nich spekter bylo provadéno na spektrofotometru Specord 250 Plus
(Analytik Jena, Germany). Pro oba alkaloidy byla spektra proméfovana pro vinové
délky 300 — 600 nm. Rychlost skenovani byla zvolena na 1 nm/s. Data byla métena
s krokem 1 nm. Sitka spektralniho pasu byla pro viechna méfeni 1 nm. Opticka draha
v kyvete byla 0,4 cm pro NK-109 a 1 cm pro redukovanou formu NK-109. Pozadi bylo
meéieno pro Cisty pufr (bez alkaloidu), resp. pro pufr s DNA (opét bez alkaloidu).

6.2.3. Excita¢ni a emisni spektra

Excitatni a emisni spektra byla proméfovana na spektrofluorometru F4500
(Hitachi, Japan) pro redukovanou formu NK-109. Rychlost skenovani byla zvolena na
240 nm/min se Sifkou excita¢nich a emisnich S$térbin 10 nm. Emisni spektrum
redukované formy NK-109 s pufrem, resp. s pufrem a DNA, bylo méfeno pro vinovou
délku excitace 325 nm. Excitacni spektra byla méfena pro vinovou délku emise 450 nm.
Pro uvedené vinové délky emise a excitace bylo proméfeno také pozadi Cistého pufru,

resp. pufru s DNA, a nasledné bylo toto pozadi od spektra roztok alkaloidu odecteno.
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7. VYSLEDKY

Prvotni experimenty ukazovaly, ze neredukovanou formu NK-109 bude vhodné;jsi
studovat pomoci absorp¢ni spektroskopie, zatimco pro studium redukované formy bude
lepsi vyuziti fluorescencni spektroskopie. Nize uvedené vysledky, které prokazaly
specifickou interakci obou forem s metanolem, vSak vedly k tomu, Ze jsme také

redukovanou formu studovali pouze pomoci absorpéni spektroskopie.

7.1. Interakce NK-109 s metanolem

Alkaloid NK-109 byl rozpuStén v metanolu a byla proméfena jeho absorpéni
spektra bez ptidavku DNA pro rizné koncentrace alkaloidu. Pro spektrum byly
charakteristické dva absorpcni pasy pii vinovych délkach 340 nm a 515 nm. Jejich podil
muzeme sledovat na obr. 4 (Cervené body). Jelikoz v pufru neni DNA, ale jen sledovany
alkaloid, pfedpoklddame konstantni hodnotu. Avsak dosazeny vysledek vykazuje

systematicky pokles.

Po ptidavku 5% metanolu do pufru a po opétovném prométeni absorpénich spekter
uvedeny pokles nepozorujeme (viz obr. 4, ¢erné body). Proto miizeme usuzovat, ze NK-
109 specificky interaguje s metanolem, resp. dochazi ke specifické¢ interakci mezi
molekulami alkaloidu a OH-skupinou metanolu, a proto je nutné zvolit jiné

rozpoustédlo, ve kterém bychom NK-109 rozpustili.
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Obr. 4 — Zavislost podilli absorbanci na koncentraci NK-109. Asz4p/As;s — podil
absorbanci pfi vlnovych délkach 340 a 515 nm

7.2. Rozpustnost v rozpoustédlech

NK-109 neni rozpustny v téchto rozpoustédlech:

- tetrahydrofuran (THF)
- dioxan

- isopropanol
NK-109 je rozpustny v:
- metanolu

- etanolu

- destilované vodé (H,O)

Kwvuli specifickym interakcim s OH-skupinou (metanol, etanol) nemiizeme méfeni
v téchto rozpoustédlech realizovat. VSechna méteni jsme proto provadéli s alkaloidem
rozpusténym v destilované vode.

Neredukovana forma NK-109 byla rozpusténa piimo v H,O.
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7.3. Zavislost fluorescence redukované formy na pritomnosti metanolu

Po rozpusteéni alkaloidu NK-109 v destilované vodé a po reakci s NaBH4 za vzniku

redukované formy jsme proméfili excitaéni a emisni spektrum. Alkaloid nevykazoval

fluorescenci. Po pfidavku DNA stale roztok fluorescenci nevykazoval. Avsak pokud

jsme k tomuto roztoku ptidali metanol, fluorescence jiz byla patrna (viz. Obr. 5).

intenzita fluorescence [rel.j.]

20
16

12

30
20

10

360 380 400 420 440

350

T y T y T y T y 1
400 450 500 550 600

A [nm]

Obr. 5 — Excitacni (A) a emisni (B) spektra pro redukovanou formu NK-109, A — vlnova

délka
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7.4. Absorpéni spektra — NK-109

Byla proméfena absorpéni spektra alkaloidu NK-109 se ctyfmi rdznymi
koncentracemi DNA — 0; 0,13; 0,25 a 0,37 pg/ul. Tvar charakteristického spektra pro
0,25 pg/ul DNA s postupnym titrovanim alkaloidu NK-109 od 3,58 do 97,61 uM
muzeme sledovat na obr. 6. MiiZeme pozorovat, Ze se zvySujici se koncentraci DNA
v roztoku, hodnoty absorbanci klesaji ve srovnani se spektry naméfené pro 0 pg/ul

DNA a rozdil mezi spektry bez DNA a s DNA se zvétsuje.

Na obr. 7 je ukdzdna zavislost hodnot absorbanci pro 340 nm a 515 nm pro
vSechny namétené koncentrace DNA. Regresni rovnice pro spektra bez DNA pro 340
nm ma tvar y = 0,0046x + 0,03 s korelaénim koeficientem r = 0,998, pro 515 nm ma

regresni rovnice tvar y = 0,0024x + 0,016 s korelacnim koeficientem r = 0,998.

—— 3,58 pM
—— 6,14 UM

—— 10,17 pM
0.5 12,56 uM
16,05 pM
22,60 pM
——— 29,18 uM
——— 34,72 M
40,55 pM
46,96 pM
—— 56,83 pM
70,12 uM
83,86 M
93,51 pM
—— 97,61 uM

Absorbance

T T T

. - : :
300 350 400 450 500 550 600
A [nm]

Obr. 6 — Charakteristicka spektra alkaloidu NK-109 pro 0,25 pg/ul DNA, A — vlinova
délka
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Pro lep$i nazornost a zjisténi stavu nasyceni, tedy stavu, kdy jsou vSechna vazebna
mista na DNA obsazena molekulami alkaloidu a kdy uZz nedochédzi k dalSimu
navazovani, odecteme spektrum pro 0 pg/pul DNA se spektrem pro 0,13 pg/ul DNA
(resp. 0,25 a 0,37 pg/ul DNA). Na obr. 8 a 9 jsou ukdzany zprimérované hodnoty s
odchylkami vSech tfi opakovani, ze kterych mizeme odecist, ze stav nasyceni je pro

jednotlivé koncentrace DNA nasledujici:

pro 340 nm: - 28 uM (pro 0,13 pg/ul DNA)
- 50 uM (pro 0,25 pg/pl DNA)
- 60 uM (pro 0,37 ug/ul DNA)

pro 515 nm: - 28 uM (pro 0,13 pg/ul DNA)
- 57 uM (pro 0,25 pg/pl DNA)

- 73 uM (pro 0,37 pg/ul DNA)

bez DNA, 340 nm

bez DNA 515 nm

0,13 pg/ul DNA, 340 nm
0,13 pg/ul DNA, 515 nm
0,25 pg/ul DNA, 340 nm
0,25 pg/ul DNA, 515 nm
0,37 pg/ul DNA, 340 nm
0,37 pg/ul DNA, 515 nm

0,5 +
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0,3 1

0,2 +
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0,1

0,0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Koncentrace alkaloidu [uM]

Obr. 7 — Zavislost absorbance na vinové délce pro 340 nm (body vyse) a 515 nm (body

nize) pro vSechny koncentrace DNA
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A rozdil absorbanci pro 0 a 0,37 pg/ul DNA
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Obr. 8 — Zavislost rozdilu absorbanci pfi 340 nm na vlnové délce
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Obr. 9 — Zavislost rozdilu absorbanci pti 515 nm na vinové délce
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Vyuzitim téchto hodnot a na zéklad¢ znalosti celkového objemu v kyveté mizeme

spocitat latkové mnozstvi navdzaného stavu na 1 pg DNA vyuZitim vzorce

kde n je latkové mnozstvi, c koncentrace a V objem.

pro 340 nm:

- pro 0,13 pg/ul DNA: 22120 pmol na 100 pg DNA » 221,2 pmol na 1 pg DNA
- pro 0,25 pg/ul DNA: 39500 pmol na 200 ug DNA » 197,5 pmol na 1 ug DNA

- pro 0,37 ug/ul DNA: 47400 pmol na 300 ug DNA » 158 pmol na 1 pg DNA

pro 515 nm:

- pro 0,13 pg/ul DNA: 22120 pmol na 100 ng DNA » 221,2 pmol na 1 pg DNA
- pro 0,25 pg/ul DNA: 45030 pmol na 200 ug DNA » 225,2 pmol na 1 pg DNA

- pro 0,37 pg/ul DNA: 57670 pmol na 300 ug DNA » 192,2 pmol na 1 ug DNA

Vyskot uvadi ve svém Piehledu vyvojové biologie a genetiky (1999), Ze 1 pg
DNA odpovida piiblizng 10° part bazi. O n&co piesn&j§i hodnotu pak udava J. Dolezel

(2003) a to 1 pg DNA = 978 Mbp.

Pokud hodnoty v molech pfevedeme na pocet molekul tim, ze je vyndsobime
Avogadrovou konstantou a nasledné ziskané hodnoty dame do souvislosti s hodnotou
od Dolezela (2003), dostaneme hodnotu odpovidajici, na kolik part bazi se navazuje

jedna molekula alkaloidu:

pro 340 nm: - 7,34 (pro 0,13 pg/ul DNA)
- 8,22 (pro 0,25 pg/ul DNA)
- 10,28 (pro 0,37 pg/ul DNA)

pro 515 nm: - 7,34 (pro 0,13 pg/ul DNA)
- 7,21 (pro 0,25 pg/ul DNA)

- 8,45 (pro 0,37 pg/ul DNA)
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Zpraméerovanim vSech hodnot pak ziskame 8 + 1, coz je Cislo reprezentujici
stechiometrii vazby alkaloidu na DNA, tedy pocet par bazi, na kolik se navazuje jedna

molekula alkaloidu.

7.5.Absorpéni spektra — redukovana forma NK-109

Byla prométena absorp¢ni spektra redukované formy alkaloidu NK-109 se Ctyfmi
riznymi koncentracemi DNA — 0; 0,02; 0,05 a 0,07 pg/ul DNA. Tvar charakteristického
spektra pro 0,07 pg/ul DNA s postupnym titrovanim redukované formy alkaloidu NK-
109 od 1,14 do 17,75 uM miizeme sledovat na obr. 10. Obdobné¢ jak tomu bylo u
predeslého alkaloidu, i tady mizeme pozorovat pokles hodnot absorbanci se zvysujici

se koncentraci DNA v roztoku.

—— 1,14 M
0,16 ———3,15 M
——— 4,46 uM
0,14 557 uM
727 M
- 8,83uM

0,12

Absorbance

T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
A [nm]

Obr. 10 — Charakteristicka spektra redukované formy alkaloidu NK-109 pro 0,07 pg/pl
DNA, A — vlnova délka
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Obr. 11 — Zavislost absorbance na vinové délce pro 340 nm (4 kiivky umisténé vyse) a

515 nm (4 kiivky umisténé nize) pro vSechny koncentrace DNA pro redukovanou

formu NK-109

Na obr. 11 je ukdzana zavislost hodnot absorbanci pro 340 nm a 515 nm pro

vSechny naméfené koncentrace DNA. Regresni rovnice pro spektra bez DNA pro 340

nm ma tvar y = 0,0096x + 0,014 s korelacnim koeficientem r = 0,992, pro 515 nm ma

regresni rovnice tvar y = 0,0048x + 0,006 s korelacnim koeficientem r = 0,994.

Zpraméerované hodnoty vSech tfi opakovani miiZzeme pozorovat na obr. 12 a 13, ze

kterych odecteme stav nasyceni, obdobn¢ jako jsme to udélali pro neredukovanou

formu alkaloidu NK-109. Stav nasycenti je pro jednotlivé koncentrace DNA nésledujici:

pro 340 nm: - 4,5 uM (pro 0,02 pg/ul DNA)

- 11,88 uM (pro 0,05 pg/ul DNA)

- 16,3 uM (pro 0,07 pg/ul DNA)
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pro 515 nm: -5,5 uM (pro 0,02 pg/ul DNA)
- 11,88 uM (pro 0,05 pg/ul DNA)
- 17,8 uM (pro 0,07 pg/ul DNA)
Vyuzitim vztahu (1) vypocteme latkové mnozstvi navazaného stavu na 1 pg DNA:
pro 340 nm:
- pro 0,02 pg/ul DNA: 2790 pmol na 15 pug DNA » 186 pmol na 1 ug DNA

- pro 0,05 pg/ul DNA: 7365,6 pmol na 30 ug DNA » 245,5 pmol na 1 ug DNA

- pro 0,07 pg/ul ul DNA: 10106 pmol na 45 pg DNA » 224,6 pmol na 1 pg DNA

pro 515 nm:
- pro 0,02 pg/ul DNA: 3410 pmol na 15 pg DNA » 227,3 pmol na 1 ng DNA
- pro 0,05 pg/ul DNA: 7365,6 pmol na 30 pg DNA » 245,5 pmol na 1 ug DNA

- pro 0,07 pg/ul DNA: 11036 pmol na 45 pg DNA » 245,2 pmol na 1 pg DNA

rozdil absorbanci pro 0 a 0,02 ng/ul DNA
® rozdil absorbanci pro 0 a 0,05 pg/ul DNA

A rozdil absorbanci pro 0 a 0,07 pg/ul DNA
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Obr. 12 — Zavislost rozdili absorbanci pfi 340 nm na vlnové délce pro redukovanou

formu NK-109
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Obr. 13 — Zavislost rozdilt absorbanci pfi 515 nm na vlnové délce pro redukovanou

formu NK-109

Po ptevedeni téchto hodnot na pocet molekul a porovnanim s hodnotou od Dolezela

(2003), dostavame:

pro 340 nm: - 8,73 (pro 0,02 png/ul DNA)
- 6,62 (pro 0,05 pg/ul DNA)
- 7,23 (pro 0,07 pg/ul DNA)
pro 515 nm: - 7,14 (pro 0,02 pg/ul DNA)
- 6,62 (pro 0,05 pg/ul DNA)
- 6,62 (pro 0,07 pug/ul DNA)

Zprumérovanim vsSech hodnot pak ziskdme 7,2 + 0,8 (Cislo reprezentujici pocet

part bazi, na kolik se navazuje jedna molekula alkaloidu).
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8. DISKUSE

Alkaloidy podléhaji v organismu metabolickym pfeméndm. Vzniklé metabolity
mohou byt stale biologicky aktivni, avSak s jinymi vlastnostmi a G¢inky neZ ptvodni
latka. Proto je neméné dulezité studovat nejen prvotni latku ale také jeji metabolity.
Fluorescen¢ni a absorp¢ni spektroskopie umoziiuji sledovat celou fadu parametrl, ze
kterych mizeme zjistit informace o fyzikalné-chemickych vlastnostech studovanych
alkaloidii a jejich interakcich s biomolekulami. Benzo[c]fenantridinové alkaloidy
sanguinarin  (SG) a chelerytrin (CHE) se nachdzeji v rostlinach uZzivanych
v medicinskych oborech a jsou soucasti slozek fady komercnich piipravkl. Jednou z
metabolickych reakci, kterou mohou tyto alkaloidy podléhat, je demetylace. Na
studovanych molekulach existuje vice mist, kde mize k demetylaci dochdzet, a proto
byly synteticky pfipraveny analogy, které by mohly demetylaci SG nebo CHE

vzniknout.

Alkaloidy SG a CHE tvofi stabilni komplex s DNA. Pfi rozdilnych koncentracich
DNA ma CHE 4 absorp¢ni pasy pti vlnovych délkach 267, 316, 338 a 402 nm, zatimco
SG ma 3 absorp¢ni pasy pii vinovych délkach 267, 327 a 470 nm. V pfitomnosti DNA
vykazuji absorp¢ni spektra obou alkaloidi hypochromni efekt a batochromni posun.
CHE vykazuje cerveny posun a mizeme pozorovat 3 dobie definované isobestické
body, které indikuji ptitomnost volného alkaloidu a alkaloidu v komplexu s nukleovou
kyselinou. Vysledky pro SG jsou velice podobné, avSak isobesticky bod nelze urcit
(Junfen Li a kol., 2012). Pii titraci alkaloidu NK-109 mtzeme pozorovat dva absorp¢ni
pasy pii vinovych délkach 340 a 515 nm. V pfitomnosti DNA dochazi
k hypochromnimu efektu (s rostouci koncentraci DNA se zvétSuje tento efekt), avSak
bez posunu spektra do modra & do &ervena. Zadny isobesticky bod neni pozorovan.
Redukovana forma NK-109 vykazuje obdobné vlastnosti v absorpénich spektrech jako

forma neredukovana.
Pfi studiu benzo[c]fenantridinovych alkaloidii byva s vyhodou vyuZzivana jejich
autofluorescence. Emisni spektrum CHE je charakteristické pikem pi1 570 nm (pfi

excitaci 340 nm). Intenzita fluorescence roste s rostouci koncentraci DNA a emisni pas

je typicky modrym posunem o 11 nm. Naopak SG ma emisni pas pii 589 nm a dochazi
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ke zhaSeni intenzity fluorescence pii interakci s DNA a k posunu ke krat§im vlnovym
délkam o 14 nm. Tzn. je pozorovan hypsochromni posun v emisnich spektrech (Junfen
Li a kol., 2012). Emisni spektrum redukované formy NK-109 vykazuje snizeni intenzity
fluorescence v pritomnosti DNA. Mlzeme pozorovat emisi pii vinové délce 405 nm a
minoritni pas pii 550 nm.

Z poméru absorpcnich spekter pfi vlnovych délkach 340 a 515 nm sledujeme
zavislost NK-109 na ptitomnosti metanolu. Experimenty ukazaly, Ze na absorbanci ma
vliv specifickd interakce tohoto alkaloidu s OH-skupinou metanolu a mulzeme
pozorovat systematicky pokles. Na druhou stranu, jestlize do roztoku piidame 5%
metanol, pozorujeme konstantni hodnotu absorbance. Tento alkaloid nemé schopnost se
rozpoustét v tetrahydrofuranu, dioxanu a isopropanolu, zatimco v metanolu, etanolu a
destilované vodé se rozpousti. Redukovana forma NK-109 rozpusténd v destilované
vodé nevykazuje fluorescenci v piitomnosti DNA, avSak po pfidavku metanolu mizeme
fluorescenci pozorovat, tzn. ze pfitomnost metanolu ma pro tento alkaloid zasadni vliv,
kdezto pfitomnost DNA vliv na fluorescenci nema. Z tohoto diivodu jsme od dalSich

fluorescencnich experimentt s redukovanou formou NK-109 upustili.

Po redukci NK-109 interakci s NaBH, vznika redukovana forma alkaloidu, ktera
ztraci dvojnou vazbu mezi kationtem dusiku a atomem uhliku (C=N"). V absorpé&nich
spektrech se tato skutecnost projevuje ztratou absorpéniho pasu v dlouhovinné oblasti,
pfiCemz je pozorovatelny pouze pas v oblasti kratkovinné (Biler, 2011). Na obr. 10
muzeme vSak sledovat dva absorpéni pasy — jak v kratkovinné tak i ve dlouhovinné
oblasti spektra. Pravdépodobné je to zpiisobeno tim, Ze pifi hledani vhodného
rozpoustédla jsme alkaloid rozpustili v etanolu a dioxanu (zjistili jsme jeho
nerozpustnost v té€chto rozpoustédlech), proto jsme je odparili a rozpustili v destilované
vodg, kde je alkaloid jiz rozpustny. Je pravdépodobné, ze redukovana forma alkaloidu si
ponechala funk¢éni skupiny téchto dvou rozpoustédel a Ze se tudiz nejednd o Cistou
redukovanou formu alkaloidu NK-109. Neredukovana forma NK-109 byla rozpusténa
pfimo v H,O.

Jiné vyzkumy SG, CHE a jejich derivatu patiicich také do skupiny
benzo[c]fenantridinovych alkaloidt studovaly jejich interakci s nukleovymi kyselinami.

Stechiometrie vazby na DNA pro SG a CHE byla zjiSténa na 5 nukleotidii na jednu
molekulu SG nebo CHE (Junfen Li a kol,, 2012). NaSe experimenty zjistily
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stechiometrii vazby v poméru 1 molekula NK-109 na 8 + 1 part bazi a jedna molekula

redukované formy NK-109 na 7,2 + 0,8 part bazi DNA.
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9. ZAVER

Alkaloidy mohou v organismu podléhat fadé¢ metabolickych transformaci, které
ovlivituji jejich biologické interakce. Tato diplomova prace si kladla za hlavni cil
proméiit zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti alkaloidu NK-109 a jeho redukované
formy a interakci téchto alkaloidl s nukleovymi kyselinami. Byla proméfena absorp¢ni
a fluorescencni spektra pro 4 rtizné koncentrace DNA a pro rozdilné koncentrace
alkaloidd. Bylo zjiSténo, Ze na absorpci alkaloidu NK-109 ma vliv jeho specificka
interakce s metanolem. Byla také zjiSténa nerozpustnost NK-109 pro rozpoustédla THF,
dioxan a isopropanol. Déle byla proméfena zavislost redukované formy NK-109 na
pritomnosti metanolu a bylo zjisténo, ze na fluorescenci tohoto alkaloidu ma zasadni
vliv pouze jeho specifickd interakce s metanolem a nikoliv s DNA. Z titracnich
experimentll pak byla urCena stechiometrie vazby na DNA. NK-109 se navazuje
v poméru 1 molekula na 8 £ 1 parii bazi a redukovand forma NK-109 se navazuje

v poméru 1 molekula na 7,2 + 0,8 parti bazi DNA.
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