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1. UVOD

Alkaloidy jsou rostlinné organické dusikaté latky". Biogenese vétsiny alkaloidi
se odviji od nékolika aminokyselin (fenylalanin, tryptofan, ornithin, lysin, histidin a

kyselina anthranilové)z. Poskytuji rostliné ochranu pred skadei®,

Spole¢nou vlastnosti alkaloidl je bazicita vyvoland pfitomnosti atomu dusiku v
molekule, a to nejcastéji dusiku umisténého v heterocyklu. Alkaloidy jsou ¢asto ve vodé
malo rozpustné. Jsou obsazeny piedevsim ve vyssich rostlinach, i kdyz byly prokazany i
v nékterych plavunich, pteslickach a houbach. Odhaduje se, ze 10—20 % vsech rostlin
obsahuje alkaloidy?.

Kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA) jsou nizkomolekularni
sekundarni rostlinné metabolity spadajici do rozsahlé¢ skupiny isochinolinovych
alkaloidt. V rostlindch se vyskytuji v minoritnim podilu, a to v ¢eledi Pryskyinikovité
(Ranunculacea), Zemédymovité (Fumariaceae), Routovité (Rutaceae) a Makovité
(Papaveraceae)®. Do posledni ¢eledi patii i u nas hojné se vyskytujici vlastovicnik vétsi
(Chelidonium majus). Tyto alkaloidy maji vyznamné biologické aktivity, za zminku

stoji zejména jejich antimikrobialni®, protizan&tlivé®, antiproliferaéni’ a antiapoptotické®

acinky.

Cilem ptedkladané bakalarské prace je podat piehled dostupnych informaci o
problematice interakci alkaloidit s DNA. V experimentalni ¢asti pak analyza interakci
sanguinarinu a jeho dihydrometabolitu s DNA. Ke studiu alkaloidd budou pouzity

elektrochemické metody.



2. TEORETICKA CAST



2.1 KVARTERNI BENZO[c]JFENANTHRIDINOVE ALKALOIDY

2.1.1 Struktura KBA

Zakladem struktury KBA je N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kation (Obr. 1).
Na ném jsou navazané hydroxylové, methoxylové a methylendioxylové skupiny. Ctyfi
spojené aromatické kruhy jsou oznacené pismeny A, B, C, D. Dusikovy atom se nachazi
v pozici 5 a nese methylovou skupinu a kladny naboj. Vazba mezi dusikem N5 a
uhlikem C6 se nazyva iminova (C=N") a je pravdépodobné nejreaktivngj§im mistem

v molekule®®.

Obr. 1: N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kation.



2.1.2 Chemické vlastnosti KBA

KBA jsou nachylné k nukleofilnimu ataku na iminiovou vazbu. Iminiova vazba
snadno podléhd redukci za vzniku dihydroderivati. Kvartérni kation alkaloidu je
barevny a ve vodé rozpustny, vznikly adukt s trojvaznym atomem dusiku je bezbarvy a
ve vodé nerozpustnys.

Jednim z nejvice studovanych KBA je sanguinarin (SG). V alkalickém prostiedi
se SG vyskytuje ve formé pseudobaze (alkanolaminu) a v acidickém prostiedi piechazi

na formu kvartérni*® (Obr. 2).

kvartérni forma pseudobaze

Obr. 2: Strukturni formy SG.
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2.1.3 Biologické ucinky a metabolismus KBA

KBA vykazuji fadu biologickych aktivit. V ptipadé SG byly potvrzeny anti-
komponenta pripravkii zabrafiujicich tvorb& zubniho plaku®, (b) v Zivo&isné vyrobé
jako aditivum do krmiv, na trhu nabizené pod obchodnim nazvem jako Sangrovitls, (©)
pii ochrané rostlin jako soucast fungicidnich a baktericidnich preparétﬁ“. Nicméné jsou
diskutovany mozné neptiznivé ucinky SG, jakozto slozky oleje semen rostlin rodu
Argemone, ktery mize byt kontaminantem potravy v rozvojovych zemich a zpisobuje
tzv. ,, Epidemic dropsy* syndrom - syndrom otoku kloubd™.

Biologicka aktivita KBA je ovlivnéna predevSim planaritou aromatického
skeletu, reaktivitou kvartérniho kationu, pozici a charakterem substituentd na Kruhu D’.
Biologicky G&innou strukturou KBA mize byt jak forma kvartérni', tak i forma
terciarni'® (viz Obr. 2). Pozorované biologické u¢inky KBA jsou vyrazné ovlivnény
schopnosti SG pronikat pfes rozhrani membran, rychlosti a typu biotransformace. Za
fyziologického pH (7,2—7,4) bunéénou membranou prochazi jak forma terciarni, tak i
kvartérni'’. Rychlost praniku obou forem alkaloidi do bunky se ligi v zavislosti na
velikosti rovnovazné konstanty tvorby pseudobaze'®. V organismu (gastrointestinalnim
traktu) SG konvertuje na DHSG™.

DHSG je metabolit, ktery milZze v organismu vznikat u¢inkem NAD(P)H jako
redukéniho kofaktoru. K redukci miize dochazet i piisobenim reduktaz. Vyznamné vyssi
uroveit DHSG byla v porovnani se SG pozorovdna v plasmé a jatrech, kde dochazi
k jeho dalsim prem&nam?®*'. Ve studii Kosiny et al® byly identifikovany metabolity
KBA (SG, CHE) na lidskych hepatocytech pomoci HPLC/ESI. Popsana byla I. a II. faze
biotransformace v organismu. Uvadi se, Ze alkaloid (SG) je redukovan NAD(P)H nebo
reduktazami na dihydrometabolit (DHSG), ktery miize byt oxido-reduktazou preveden
zpét na SG. V L. fazi biotransformace je dihydrometabolit nebo SG samotny oxidovan
cytochromem P450 na formy O-demethylenovaného/O-demethylovaného ¢i hydroxy
metabolitdt SG/DHSG. Ve Il. fazi biotransformace jsou metabolity s hydroxy skupinou
pomoci sulfotransferaz a glukoronosyltransferaz konjugovany a dochazi k jejich
eliminaci?®. Struktury metaboliti sanguinarinu jsou uvedeny na Obr. 3.

Utinek KBA je pleiotropni. KBA v organismu ovliviiuji funkci fady enzymi,

piikladem miize byt Na*/K'-ATPaza, ktera je pravdépodobné jednim z cili SG v buiice.
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Fluorimetrické experimenty prokézaly, Zze SG inhibuje Na'/K'-ATP4zu, coz nebylo

potvrzeno pro jeho metabolit DHSG?,
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Hydroxysanguinarin DHSG

SG

H5CO

OH

O-demethylované metabolity DHSG

Obr. 3: Struktury metabolitii SG/DHSG.
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2.2 NUKLEOVE KYSELINY A JEJICH INTERAKCE

Nukleové kyseliny slouzi v zivych organismech kuchovdvani a expresi
genetické informace vyjadiené sekvenci bazi®*. DNA je biologickd makromolekula -
polymer, dvousroubovice tvofena dvéma fetézci nukleotidii. Nukleotidy jsou slozeny z
cukru deoxyribdzy, fosfatové skupiny a jedné ze ¢tyi nukleovych bazi, jimiz mize byt
adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo thymin (T) (Obr. 4 a 5A). A a G patii mezi
puriny, C a T mezi pyrimidiny®. Mezi protilehlymi bazemi se vytvaii vodikové mustky,
a to vzdy mezi G a C nebo mezi A a T®?%,

DNA byla poprvé izolovana z bilych krvinek v roce 1869 F. Miescherem?’. V
prubéhu druhé poloviny 19. a prvni poloviny 20. stoleti bylo ve vyzkumu DNA u¢inéno
velké mnozstvi objevi. Patii sem vyznamny objev F. Griffitha, ktery uvedl souvislosti
DNA s pfenosem dédicné informace. Ve vyzkumu nukleovych kyselin byl dilezitym
meznikem (vroce 1953) objev chemické struktury DNA J. Watsonem a F.
Crickem?#®_ Dalsi vyvoj v oblasti vyzkumu DNA v druhé poloving 20. stoleti byl
zaméfeny na popis strukturnich forem (A, B, Z-DNA), lokalnich struktur DNA a popis
replikaéniho a transkripéniho procesu®>!,

Proces tvorby dvousroubovice DNA ze dvou komplementarnich vlaken ssDNA
je oznatovan jako renaturace®’. Dusikaté baze mohou v deoxyribonukleotidovém
fetézci vytvaret i jiné typy parovani, nez jak je tomu v piipadé Watson-Crickovy
dvousroubovice, proto je mozné za uritych podminek pozorovat tvorbu
»alternativnich® DNA struktur. Na zéklad¢ tzv. Hoogsteenova parovani bazi tak mohou
vznikat DNA struktury, jako jsou intramolekularni triplexy®. Také miZe dojit ke tvorb&
guaninovych tetrad stabilizovanych jednomocnymi kationty. Sekvence pievracenych
repetici mohou vytvaret kiizové formy DNA tvofené dvéma protilehlymi vlasenkami.
Vznik téchto strukturnich stavii a forem DNA je fizen pfedevsim poradim jednotlivych
nukleotidl v fetézci (polymorfismus DNA) a fada z nich je vytvafena a stabilizovana
negativnim nadsroubovicovym vinutim®"**,

Znalosti struktury DNA jsou dulezité pti studiu jeji reaktivity a jejiho poskozeni.
Struktura dsDNA sehrava dulezitou roli v pfipadé interkalaci planarnich organickych
sloucenin mezi pary bazi, pfi vazbé jinych typl sloucenin do zlabkl dvousroubovice a
zejména také pii interakcich DNA s proteiny31'35'36.

Mnohokrat prokdzanou skute€nosti je, Ze relaxované cirkularni DNA prokaryotnich

bun&k jsou biologicky neaktivni®’. Viechny dilezité funkce t&chto DNA jsou zavislé na

14


http://cs.wikipedia.org/wiki/Biologick%C3%A1_makromolekula
http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dvou%C5%A1roubovice
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cukr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Deoxyrib%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fosf%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleov%C3%A1_b%C3%A1ze
http://cs.wikipedia.org/wiki/Adenin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Guanin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cytosin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Thymin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Purin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pyrimidin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vod%C3%ADkov%C3%BD_m%C5%AFstek

nadSroubovicovém vinuti (supercoiling) (Obr. 5B), které mutze byt kladné nebo

zépomé29'38’39.
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Obr. 4: Struktura jednoretézcové DNA (ssDNA), upraveno viz citace®.
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Cukr

Fosfat scDNA
Par bazi

Adenin

Dusikata

Thymin ——

Guanin

Cytosin

Obr. 5:

A) Struktura dvouretézcové DNA (dsDNA), upraveno viz citace*’.

B) Struktura nadsroubovicové DNA (scDNA), upraveno viz citace®.
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2.2.1 Interakce nukleovych kyselin

Interakce mliZeme rozdélit na kovalentni a nekovalentni. Oba typy interakei hraji
dilezitou ulohu v biologickych systémech. Kovalentni vazby jsou zpravidla kratsi nez 2
A, zatimco nekovalentni interakce funguji v rozsahu né&kolika A. Vznik kovalentnich
vazeb vyzaduje prekryti caste¢né¢ obsazenych orbitali atomy, které poskytuji
elektronovy par®.

DNA je schopna reagovat nebo nekovalentné interagovat s Sirokym spektrem
latek. V pripadé kovalentnich vazeb vznikaji adukty, které obvykle nemohou za
fyziologickych podminek disociovat. Jinak je tomu v pfipadé nekovalentnich interakci,
kde je vazebna energie vyrazné nizs$i nez u kovalentni vazby. Energie vazby (disociaéni
energie) je jednou z charakteristik pevnosti vazby mezi dvéma atomy. Udava se
zpravidla v kJ.mol™. Souget energii jednotlivych vazeb je piiblizné totozny s atomizaéni
energii dané molekuly44. Pravé diky své reverzibilit¢ hraji nekovalentni interakce
klicovou ulohu pfi regulaci replikace a transkripce DNAZ#,

Interkalace je jeden z moznych zpisobt interakce nizkomolekularni slouceniny s
nukleovou kyselinou. Poprvé se s timto terminem setkavame v roce 1961, kdy byl pouZzit
pro vysvétleni silné a specifické vazby nékterych heteroaromatickych barviv s nukleovymi
kyselinami, zvlaste DNA®. Azobarviva patii do velké skupiny karcinogend, které pro svij
karcinogenni efekt vyzaduji metabolickou aktivaci (produkci reaktivnich metabolitt
iniciujicich poskozeni DNA tvorbou aduktt s DNA)*®. Podrobnym studiem se prokazalo, Ze
planarni (hetero)-aromaticka struktura interkaluje mezi pary basi dvojité Sroubovice DNA,
piiemz obvykle dochézi k jeji distorzi a denaturaci®”*’. Tyto zmé&ny mohou ovlivnit vazbu
fady enzymu na strukturu DNA, napf. pfi transkripci i replikaci. Interkalace sama o sobé
nezahrnuje vytvofeni kovalentni vazby, ale podili se na ni obvykle nékolik
nekovalentnich interakci, pfedev§im stohové (,,stacking®) interakce mezi sousednimi
pary bazi, van der Waalsovy interakce, vodikové vazby a elektrostatické interakce
zprostiedkované mezi funkénimi skupinami interkalatoru a DNA. Formu a rozsah
interakce ovlivituje jak charakter ligandu, vlastnosti prostfedi tak i sekvence cilové

molekuly nukleové kyseliny™,
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2.3 ELEKTROCHEMICKE METODY A JEJICH VYUZITI PRI STUDIU DNA
A JEJICH INTERAKCI

2.3.1 Elektrochemické metody

Podstatou elektrochemickych metod jako je voltametrie (amperometrie) je
méfeni slozky proudu v zavislosti na potencialu vkladaném na pracovni elektrodu, ktera
je ponofena do zkoumaného roztoku. Mgfit lze 1 dalsi elektrické veliiny ¢lanku:
potencial E, proud I, elektricky naboj Q, odpor R, vodivost G, kapacita C, relativni
permitivita ¢. Dalii sledovanou veli&inou je &as t*.

Pokud je analyt k dispozici povrchu pracovni elektrody, na kterou je vlozen
vhodny potencial, mizeme pozorovat vyménu elektrontt mezi elektrodou a studovanou
latkou (faradicky déj)49’50. Krom¢ proudovych zmén vyvolanych touto vyménou
elektroni mohou byt sledovany kinetick¢ proudy spojené s druhotnou chemickou
reakci, kterd probiha na povrchu elektrody nebo je proudova slozka ovlivnéna adsorpci

latky na povreh elektrody (adsorpénd-desorpéni dgje)® (Obr. 6).

Ox analyzovany Red
roztok
- — ﬂ ——————— % — — — Rozhrani elektrodafroztok
Ox Red
()
chamicka
reakce
Ox Red

I o= 1

—
OX 4y «—— Red (ads)

s
(A)
vyiména
\ikhmnﬁ

NN EEEESSEErEEE ELEKTRODA

Obr. 6.: Schematické zndzornéni faradickych (A), adsorpcné/desorpcnich (B) a
kinetickych (C) déjii probihajicich na povrchu elektrody. Ox/Red: oxidovand nebo

redukovand forma analytu, ads: adsorbovany stav, upraveno viz citace®.
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V predkladané praci byly pouzity dvé metody, cyklickéd voltametrie (CV) a voltametrie

s pravouhlym vkladanym napétim (square wave voltammetry - SWV).

CV je elektrochemickd metoda, pfi niz se cyklicky méni polarizacni napéti
elektrody a vysledny proud se méfi v zavislosti na tomto napéti (Obr. 7). Z toho lze
odvodit, ze zdkladnimi nastavitelnymi parametry experimentu jsou meze a rychlost
posuvu potencialu®>?,

Pii SWYV je na elektrodu taktéz vnasen linearné se ménici potencial modulovany
napeétovymi pulzy, které vSak jsou pozitivni a negativni vii€i potencialové rampé
(Obr. 7). Proud je mé&fen vzdy té€sné pied zménou potencialu, tj. ke konci kazdého
vlozeného pulzu. Odecitaji se od sebe hodnoty proudu na pozitivnim pulzu a

y ; I 52,53
pfedchozim negativnim pulzu™".

A) B)

Obr. 7: Schéma zavislosti polarizacnich napéti pri CV (A) a SWV (B); schematicky tvar

E-¢ zavislosti.
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2.3.2 Elektrody pouZivané pro analyzu DNA

Pracovni polarizovatelné elektrody ve voltametrii byvaji z tuhych materiala
(Pt, Au, rizné formy uhliku) nebo rtutové. Elektrody mohou mit rizny tvar. Pracovni
elektroda mize byt ponofena do studovaného roztoku, v takovém pifipad¢ jsou analyty
dopravovany k jejimu povrchu prostou difuzi. Pfi praci byly pouzity 2 techniky.
Voltametricka analyza in situ (Obr. 8c), kdy je vzorek adsorbovan na povrch elektrody
pii akumula¢nim potencidlu a nasledné je zaznamenan voltamogram. Pfi adsorpci ex
situ, neboli adsorpéni pienosové technice, (Obr. 8) je mozné adsorbovat vzorek
Z podstatné menSiho mnozstvi objemﬁsz. Pomocné elektrody mivaji podstatné vétsi
povrch nez elektrody pracovni, takze jsou prakticky nepolarizovatelné; obvykle jsou
tvofeny platinovym nebo uhlikovym dratkem ¢i tyCinkou. Referentni elektrody jsou
obvykle elektrodami 1l. druhu (kalomelovd, argentchloridova)®**.  Mezi
nejpouzivanéjsi pracovni elektrody v elektrochemii DNA patfi rtutové a uhlikové
elektrody.

Rtut’ je idealni elektrodovy materidl, ktery ma diky vysokému piepéti vodiku
znaéné §iroky potencialovy interval v katodickém smé&ru®. Na povrchu rtuti dochézi (v
zavislosti na pH elektrolytu) k ireverzibilni redukci cytosinu a adeninu pfi potencialech
kolem —1,45 V, naproti tomu elektrochemicky ireverzibilni redukce guaninu probiha az
ve zna¢né negativnich potencidlech E < —1,6V. Experimenty s rtutovymi elektrodami
poskytuji velmi reprodukovatelné vysledky a byly aplikovany pro stanoveni DNA
ruznymi elektrochemickymi metodami®**°. Mezi nejcastéji pouzivané typy rtutovych
elektrod patii kapkova rtutova elektroda, visici (stacionarni) rtutova kapkova
elektroda®, rtutova filmova elektroda a amalgamové elektrody®®,

Uhlikové elektrody se pomérné jednoduse Cisti, pouzivaji se riizné¢ modifikace
uhliku, jejichz povrch se da obrousit, napt. jemnym brusnym papirem. Komplikace vSak
zpuisobuje jejich porovitost, kterd ma za nasledek zadrZzovani roztoku. To vede
k vysokym nadbyte¢nym proudiim a ke $patné reprodukovatelnosti méteného signélusg.
Porovitost se snizuje impregnaci elektrody nebo pouzitim pyrolytického grafitu, ¢i
skelného uhliku. Na rozdil od rtutovych elektrod, umoznuji pozorovat oxidacni déje,
které probihaji pfi pozitivnich potenciélech56’6o.

Z kovovych materialii se pro pevné elektrody pouzivaji platina, zlato, nékdy
méd’. Mén¢ uslechtilé materialy nejsou vhodné, podléhaji totiz vedlejSim reakcim se

slozkami roztoku. Povrch elektrod musi byt vétsinou modifikovan®.
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EX situ voltametrie (Adsorpéni pienosova technika)

ex situ

Vzorek
— —
a b c \ /

in situ

Obr. 8: Schéma ex situ techniky. Vzorek (a) je adsorbovin na povrch pracovni
elektrody, (b) odmyti interferujicich latek, (c) elektrochemické méreni, upraveno viz

citace™®.
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2.4 INTERAKCE ALKALOIDU S DNA

2.4.1 Interakce vybranych alkaloidi s CtDNA

Byly studovany interakce alkaloidi s DNA, nejcastéji s

DNA izolované

Z teleciho brzliku a synteticky pfipravenymi oligonukleotidy. Zkoumana byla afinita

KBA, morfinovych, B-karbolinovych, protoberberinovych, oxoisoaporphinovych a

indolovych alkaloidu, viz. Tabulka 1.

Metoda stanoveni

Skupina alkaloidu Alkaloid interakce Podminky inkubace Reference
SG, CHE, chelirubin,
KBA sanguilutin, Fluorescenc¢ni teplota - 20°C Urbanova,
chelilutin, makarpin spektroskopie fosfatovy pufr; pH 5,3 | J.akol. ®
teplota - 20°; 45°C
Morfinové morfin Britton-Robinsonuv Li, JF.,
alkaloidy Fluorescenc¢ni pufr Dong, C.a
spektroskopie Tris-HCI; pH 7,4 kol %
harmin, harman,
J — karbolinové harmalin, harmalol,
alkaloidy tryptolin FTIR teplota — n.u.* Nafisi, S. a
UV-spektroskopie | fosfatovy pufr; pH7,0 | kol.%
Oxoisoaporphinové derivaty 9-
alkaloidy aminoalkanamido-1- [ Fluorescen¢ni teplota - 20°C Tang, H. a
azabenzanthronu spektroskopie fosfatovy pufr; pH 7,0 kol
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Alkaloid

Metoda stanoveni

Skupina alkaloidi interakce Podminky inkubace | Reference
Fluorescencni
spektroskopie
KBA SG, CHE, nitidin UV-VIS teplota- 18+ 1°C Bai, L. a
spektroskopie | fosfatovy pufr; pH5,3 |  kol.®®
ESI-MS
berberin, palmatin, spektroskopie
jatrorrhizin, Fluorescenc¢ni teplota — 20°C Kluza, J. a
; ‘i ; ; . 66
Protoberberinové berberrubin, coptisin spektroskopie Tris-HCI; pH 6,35 kol.
alkaloidy Absorpcni kakodylat sodny; pH | Chen, W. a
spektroskopie 7,0 kol.®’
4-(1H-indol-3-
Indolové alkaloidy | Doutanova kyselina; FI éni teplota - 26,85°C
ndolové alkaloidy 3-(1H-indol-3-yl) uorescencni p ,
propanova kyselina; spektroskopie fosfatovy pufr; pH 7,5 | Pandya, P.
1H-indol-3-ylethanova . 68
Volumetrie a kol.

kyselina

*N.U. — neni uvedeno

Tabulka 1: Interakce vybranych alkaloidit s CtDNA
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2.4.2 Interakce SG s DNA

Bylo potvrzeno, ze SG muZze interagovat s jadernou a mitochondrialni DNA. In
vitro se SG interkaluje do dsDNA. Analyza ‘H-NMR potvrdila, Ze SG se interkaluje do
DNA izolované z teleciho brzliku. Interakce SG s DNA vyhodnocena kombinaci dat z
absorpénich a fluorescenc¢nich spekter ukazala, ze vazba SG s DNA je zavisla na
iontové sile, sloZeni roztoku a primarni sekvenci DNA. Vazebna afinita SG na DNA

byla stanovena v fadu 10° mol.I"* *

. Pseudobaze nevaze DNA, ale ptitomnost vétsSiho
mnozstvi DNA, miZe vést k pfeméné na iminiovou formu’®. Das a spol. studovali
interakci SG s B-, Z-, a H'-formami DNA pomoci cirkularniho dichroismu a
spektrofotometricky®’. D¥iv&jsi studie uvadgji, ze SG ve formé kvartérniho kationtu se
vaze na B-formu DNA interkalaci, pfednostné na sekvence bohaté na GC. SG
neinteraguje s formami Z- a H-- DNA, ale méni je na B-formu. Studie potvrdily, ze
v molekule DNA pii interakci SG s GC sekvencemi dochazi ke konformac¢nim
zmé&nam®"™,

Metodou kapilarni elektroforézy bylo prokazano, ze za fyziologick¢ho pH
nedochazi ke kovalentni vazbé SG s DNA. Jejich vzijemnd interakce je zalozena na

1015 Ke tvorbg

vzniku nevazebnych komplexti pomoci slabé intermolekularni sily
kovalentni vazby SG/DNA mitiZze dochéazet pouze po metabolické aktivaci.

Dale literatura uvadi®, ze SG* ma vys8i vazebnou afinitu k dvouSroubovicové
DNA nez pseudobize SG. SG* se tedy interkaluje do struktury DNA, kdezto
pseudobaze a DHSG se neinterkaluji z dlivodu ztraty planarity, snizené rozpustnosti ve
vodé a nepfitomnosti kladného naboje, ktery hraje dalezitou roli pfi interkalaci do

DNA, kterd ma naboj zaporny™°.

Pro studium interakci SG byly v praci Vespalce et al*® vybrany molekuly
cysteinu a merkaptoethanolu obsahuji v molekule skupinu -SH. Bylo dolozeno, ze SG
chemicky nereaguje stouto -SH skupinou pii pH 7,4 a Ze se pii této reakci tvofi

, . 16
nekovalentni interakce™.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 CHEMIKALIE

SG byl izolovan zrostliny Macleaya cordata (Willd.) R. Br. o ¢istoté 95%.
Dihydroderivat alkaloidu (DHSG) byl pfipraven v Cistoté¢ 99% redukci SG s NaBH,
vV metanolu, ovéfeno MS (viz. Odstavec 3.3 a Obr. 9). Pro vice informaci o izolaci

alkaloidu, viz. literatura™"

. Methanol byl ziskdn od firmy Merck (Darmstadt,
Némecko), pufry a dalsi chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Inc. (St.
Louis, MO, USA). Vsechny roztoky byly pfipraveny pomoci deionizované vody
(Ultrapur, Watrex, Praha, Ceskéa republika). Dusik a helium (99,999% pro oba) byly
ziskané od Linde Gas (Praha, Ceska republika). Byla pouzita plasmidova [pBSK(')]

DNA, ktera byla pripravena dle metodiky’.

3.2 ELEKTROCHEMICKA ANALYZA

SG byl analyzovan pomoci in situ voltametrie (s pracovni elektrodou ponofenou
v zakladnim elektrolytu obsahujicim SG) a/nebo ex situ voltametrie (adsorpéni
prenosové techniky), kde byla PGE ponofena do 5-pl vzorku. Po uplynuti doby
akumulace, byla elektroda nasledné omyta deionizovanou vodou a umisténa
Vv elektrochemické cele obsahujici zakladni elektrolyt. SG byl rozpustén v roztoku
methanolu o koncentraci 0,5 mg ml™ a fedén zakladnim elektrolytem a/nebo 0.2 mol.I™
acetatovym pufrem (pH 5) pro in situ a/nebo ex situ voltametrii. VSechna
elektrochemicka (CV a SWV) méteni byla provedena pii laboratorni teploté (pokud
neni uvedeno jinak) pomoci analyzatoru pAutolab III (Eco-Chemie, Utrecht, Nizozemi)
v tiielektrodovém provedeni (AglAgCl|3M KCI elektroda jako referencni a platinovy
drat jako pomocna elektroda). Nastaveni pro CV a SWV, jakoz i koncentrace alkaloidu
a akumulac¢ni doba (ta) jsou uvedeny v legend¢ obrazka. Argon byl pouzit k odstranéni

kysliku ze zakladniho elektrolytu.
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3.3 ESI/MS a HPLC alkaloidu

Byl pouzit HPLC chromatograficky systém Shimadzu (Shimadzu, Kyoto, japan)
vybaven SCL-10Avp kontrolorem, vakuovym odplynovac¢em, binarni pumpou (LC-
10ADvp), autoinjektorem (SIL-10ADpv), kolonou (CTO-10ACvp) a UV-detektorem
(SPD10Avp, 280 nm). Systém byl propojen on-line s ESI/MS.

Byla pouzita chromatografickd kolona (150 x 2,1 mm, Sum) Eclipse XDB-CN
(Santa Clara, USA). Objem nastfiku byl 10 pl. Mobilni faze sloZzena z methanolu
(solvent B)/1 % octové kyseliny v 10 % vodném roztoku methanolu, linearni gradient
eluce (%, v): 0-9 min (10-55 % B), 9-12 min (55-60 % B), 12-12.1 min (60-10 % B),
12.1-16 min (10 % B). Pritok mobilni faze byl 0.4 ml.min™, teplota automatického
davkovace byla 10 °C a kolony 30 °C.

Pro analyzu byl pouzit piistroj MS LCQ Fleet - s kvadrup6lovou iontovou pasti
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), sionizaci elektrosprejem vzorku
Vv pozitivnim médu. ESI/MS parametry byly: napéti (4.75 kV), teplota kapilary (37 °C)
a napéti na kapilatfe (30 V). Dusik byl pouZzit jako suSici plyn a helium jako kolizni plyn.
Susiciho plynu bylo 50, 5 a 1 (jako arbitrarni jednotky). Cetnost MS? fragmenti (SG
332.17 — 304.17, DHSG 334.17 — 319.17 m/z) byla monitorovana pii ovéfeni Cistoty

alkaloidq.
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3.4 VYSLEDKY A DISKUZE
CV a SWV alkaloidii

Pro studium oxidace SG a DHSG na PGE byla pouzita ex situ CV. Alkaloidy
(koncentrace 50 umol.l'l) byly adsorbovany na povrch elektrody po dobu 60 s.
Alkaloidem modifikovana PGE byla po promyti interferent pfenesena do zakladniho
elektrolytu, Britton-Robinsonova (B-R) pufru. Cyklické voltamogramy obou alkaloida
jsou uvedeny na Obr. 10, kde je v alkalickém B-R pufru mozné pozorovat pik oxidace
SG (Obr. 10A) pii potencidlu kolem +0,7 V. Oxida¢ni pik DHSG (Obr. 10B) byl
pozorovan pii potencialu ~50 mV nizSim nez pro SG, a to pouze v kyselém médiu.
Jestlize byla elektroda polarizovand od 0 do +1,5 V, nebyla pozorovana proudova
odpovéd’ v katodické vétvi cyklického voltamogramu. Vrstva tvofena oxida¢nimi
produkty pravdépodobné brani transportu elektroni mezi adsorbovanou vrstvou
alkaloidu a elektrodovym povrchem. V piipad¢, Ze neni elektroda polarizovana
potencidlem piesahujicim +1,0 V byly pozorovany piky také v katodické vétvi
cyklického voltamogramu. Vysledky naznacuji, Ze oxida¢ni produkty SG a DHSG na
PGE mohou byt ¢astecné redukovatelné.

SWV byla pouzita podobné jako CV pro méfeni alkaloidd ex situ. SWV
voltamogramy SG a DHSG jsou uk4zany na Obr. 11A pro SG (pik A) a Obr. 11B pro
DHSG (pik A*). Pro experimenty SWV a CV prezentované v této praci nebyl kyslik
odstranén ze zakladniho elektrolytu, nebot jeho pfitomnost nijak vyznamné
neovlivitovala proudovou odpovéd’ alkaloidi. To bylo ovéfeno na zakladé porovnani

voltamogramu alkaloida pted a po probublani zakladniho elektrolytu argonem.
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Obr. 10: Anodicka vétev cyklickych voltamogrami SG (A) a DHSG (B).
Experimentalni podminky (ex situ CV), rizné doby akumulace: 30 s, 60 s, koncentrace
alkaloidt: 50 pmol.l'1 (rozpusténé v 0,2 mol.I" acetatovém pufru pH 5,0), zékladni
elektrolyt: Britton-Robinsoniv pufr (pH 9,7 pro SG a pH 3,2 pro DHSG), CV
parametry: pocatecni potencial (0 V), rychlost polarizace elektrody 1 Vst
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Obr. 11: SWV voltamogramy SG (A) a DHSG (B). Experimentalni podminky (ex situ
SWV), doba akumulace: 60 s, koncentrace alkaloidii: 50 pmol.l™ (rozpuiténé v 0,2
mol.I"* acetatovém pufru pH 5,0), zékladni elektrolyt: Britton-Robinsoniiv pufr (pH 9,75
pro SG a pH 4,5 pro DHSG), SWV parametry: pocate¢ni potencial (0 V), frekvence 200
Hz, amplituda 25 mV.
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Adsorpce alkaloidit na povrch PGE a interakce alkaloidit s DNA

Déle byla studovana adsorpce SG a DHSG na povrch PGE. Bylo prokazano, ze
povrch elektrody je nasycen 5 pmol.I”" SG & DHSG po uplynuti doby adsorpce (ta) 80
s (Obr. 12). Na povrch PGE se také mize adsorbovat DNA, ¢ehoz bylo vyuzito pro
studium interakci DNA s alkaloidy dle zavedené metody. Alkaloidy byly inkubovany
(20 min) pti 37 °C v B-R pufru (pH 7,4) za ptitomnosti nebo nepiitomnosti sScDNA (25
ng.ml™). Po inkubaci byly vzorky analyzovany uZitim AdT SWV, kde byl v piipadg
samotného SG postupny narist vysky piku A pozorovan v zdvislosti na jeho
koncentraci (Obr. 13). Pro smés SG a scDNA nebyl pozorovan pik A do koncentraci SG
<10 umol.l’l. Nepftitomnost piku za téchto podminek byla ptiCinou interkalace SG do
struktury dvouSroubovicové DNA. Shoduje se s rozdily vySek piku A pro samotny SG
(s elektrochemickou odezvou) a pro smés s scDNA (bez elektrochemické odezvy). Pro
koncentraci vy$§i nez 10 pmol.lI™" pik SG narista s jeho zvySujici se koncentraci za
pritomnosti scDNA, ale vySka piku SG je vyznamné niz$i nez piky pozorované
Vv nepiitomnosti sScDNA. Toto je zptasobeno koadsorpci obou slozek (SG a scDNA) a
jejich kompetici o povrch elektrody. Po Gplné saturaci scDNA, je volny SG v roztoku
k dispozici pro adsorpci a oxidaci na povrchu PGE. Saturace scDNA byla pozorovana
pii 10 umol.l'1 koncentraci alkaloidu, kterd odpovida poméru SG/par baze 1:4. Interakce
DHSG s scDNA byly také studovany stejnym experimentalnim provedenim jako pro
SG. V protikladu s vysledky obdrzenymi se SG, zavislost vysky piku DHSG na jeho
koncentraci je provazena proporciondlnim nartistem piku A* bez ohledu na pfitomnost
¢i nepfitomnost scDNA. JelikoZz molekula DHSG neni planarnim aromatickym

systémem jako SG", interkalace do struktury dvousroubovice DNA neni pozorovana.
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Obr. 13: SWV vysky piki A SG (A) a piku A* DHSG (B) v pfitomnosti scDNA. Efekt
odlisnych koncentraci SG a DHSG na piku A a A* v pritomnosti sScDNA v kultiva¢ni
smési (doba inkubace 20 min, pii 37 °C, v Britton-Robinsonové pufru pH 7,4).
Experimentalni podminky (ex situ SWV), doba akumulace: 60 s, koncentrace alkaloidi:
5 umol.I", rozpusténé v 0,2 moll™t acetdtovém pufru pH 5,0, zakladni elektrolyt:
Britton-Robinsontv pufr (pH 8,5 pro SG a pH 3,5 pro DHSG), SWV parametry:
pocatecni potencial (0 V), frekvence 200 Hz, amplituda 25 mV.
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Pozorovani, ze SG* ma vyssi vazebnou afinitu k dvousroubovicové DNA nez
pseudobaze SG je ve shod¢ s literatutou, kterad se touto problematikou jiz zabyvala. Bylo
potvrzeno, ze vazebna afinita pseudobaze SG k DNA je omezena vzhledem Kk jeho
neutralité a struktute, ktera neni planérniGg. Vazba DHSG k DNA je omezena, podobné
jako u pseudobdze, coz bylo potvrzeno AdT SWV.

In situ a ex situ voltametrii alkaloidi na PGE, konkrétné doxorubicinu, se jiz

zabyval Vacek et al™

. CV a SWV voltametrii pouzili ke sledovani reversibilni redukce
DOX a specifické interakce DOX s SCDNA. Jako v ptipadé SG se potvrdila interkalace

do dvousroubovicové struktury dsDNA i u DOX.

35



4. ZAVER

Prace popisuje oxidaci SG a DHSG na povrchu PGE. Oba alkaloidy se siln¢
adsorbuji na povrch PGE. Na méfeni byla pouzita ex situ voltametrie (AdT CV a SWV).
Oxidace obou alkaloidii byla siln¢ ovlivnéna pH zakladniho elektrolytu s nejlépe
vyvinutou voltametrickou odpovédi pozorovatelnou v alkalickém prostfedi pro SG a
acidickém prosttedi pro DHSG. Oxidac¢ni piky SG a DHSG byly pozorovany pfti
potencidlu kolem +0,7 Vv zavislosti na experimentalnich podminkach. Ziskané
elektrochemické vysledky byly nasledné pouzity pro studii interakci SG a DHSG
SDNA in vitro pomoci optimalizované metody AdT SWV. Analyza interakci
alkaloid/DNA byla zalozena na pozorovani vysky oxida¢nich piki SG a DHSG po
jejich inkubaci s scDNA [pBSK()]. Vysledky naznacuji, ze se SG interkaluje do
dvousroubovicové struktury scDNA. Ponévadz DHSG nema strikn€ plandrni
molekularni strukturu jako SG" jeho interkalace do struktury scDNA nebyla potvrzena.
Vysledky poskytuji solidni zaklad pro studium oxidace isochinolinovych alkaloidi
voltametrickymi metodami a dopliuji poznatky o interakcich SG a DHSG s DNA.
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Seznam zkratek

A angstrem

AdT adsorp¢ni prenos

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

B-R Britton-Robinsonav pufr

CtDNA DNA izolovana z teleciho brzliku

CVv cyklicka voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOX doxorubicin

dsDNA dvourétézcova DNA

ESI elektrosprej

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GC plynové chromatografie

HPLC vysokoucinna kaplinova chromatografie

CHE chelerytrin

KBA kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy

MALDI technika laserové desorpce/ionizace za ucasti matrice
MS hmotnostni spektrometrie

NMR nuklearni magneticka rezonance

PGE pyrolyticka grafitova elektroda

RNA ribonukleova kyselina

SCDNA nadsroubovicovd DNA

SG sanguinarin

SSDNA jednorétézcova DNA

SWvV voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim (Square Wave)
ta akumulacni Cas

TLC chromatografie na tenké vrstveé

TOF pruletovy analyzator (Time of Flight)
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