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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméiena na stabilizaci nekanonickych struktur DNA pomoci
rostlinnych alkaloidi. Zkoumany byly dva protoberberinové alkaloidy — escholidin
a kolumbamin, a jeden benzo[c]fenanthridinovy alkaloid — fagaronin. Mezi zkoumanymi
strukturami byl paralelni a antiparalelni G-kvadruplex a tfi i-motivy. Teploty tani Cistych
struktur i komplexut s ligandem byly stanoveny pomoci cirkularniho dichroismu. Tyto hodnoty

byly porovnany a byl zjistén stabilizacni ucinek alkaloidu na ptisluSnou strukturu.

Bylo zjisténo, ze vSechny alkaloidy stabilizuji struktury G-kvadruplext, pificemz
fagaronin nejvice a escholidin nejméné. Na zadny z i-motivii nemély alkaloidy vyrazné&jsi
stabiliza¢ni vliv. U escholidinu a fagaroninu byly také provedeny titrace k urceni asociaéni
konstanty a stechiometrického poméru, ve kterém se alkaloid na strukturu vaze. Escholidin
interaguje se strukturami v poméru 1:4 nebo 1:5. Fagaronin se na G-kvadruplexy vaze v poméru

1:4, zatimco na i-motivy v poméru 1:3.

Abstract

This thesis focuses on stabilizing non-canonical DNA structures by plant alkaloids. Two
protoberberine alkaloids were studied — escholidine and columbamine, and one
benzo[c]phenanthridine alkaloid — fagaronine. Among researched structures, there were parallel
and antiparallel G-quadruplex and three i-motifs. Melting points of pure structures and
oligonucleotide:ligand complex were obtained by circular dichroism measurements. These

values were compared, and the degree of stabilization was determined.

All three alkaloids stabilized G-quadruplex structures, with fagaronine the most and
escholidine the least. Any of the alkaloids did not stabilize i-motifs. Escholidine and fagaronine
were also titrated to determine the association constant and stoichiometric ratio at which the
alkaloid binds to the structure. Escholidine interacts in ratio 1:4 or 1:5. Fagaronine binds with

G-quadruplexes in ratio 1:4, while with i-motifs 1:3.
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’
Uvod

Alkaloidy jsou dusikaté slouceniny bézné se vyskytujici v organismech. Dnes jich
zname vice nez 6000 a najdeme je nejcastéji v rostlinach, pfipadné také v zivociSich nebo
houbach.! Jedna se o sekundarni metabolity aminokyselin, které v organismech zastavaji
primarné ochranou funkci. JelikoZ se jedné o zésadité molekuly, byvaji zpravidla velice hotké
a zaroven vysoce toxické.1? I pfes to jsou diky jejich psychotropnim a bioaktivnim vlastnostem
vyuzivany od pradavna v Iékafstvi.> Mezi nejznaméjsi alkaloidy, se kterymi se miZeme setkat
vV bézném Zivoté nebo naSly uplatnéni v Iékatstvi, patfi napt. kofein, chinin, kokain nebo

morfin.

Mezi rostlinné alkaloidy patii mimo jiné skupiny protoberberinovych
a benzo[c]fenanthridinovych alkaloidid. Tyto alkaloidy se hojné vyskytuji Vv ¢eledich
Papaveraceae (makovité)*, Ranunculaceae (pryskyinikovité)®, Rutaceae (routovité)®,
Annonaceae (lahevnikovité)” a dalsich. Po staleti se rostliny obsahujici tyto alkaloidy vyuzivaly

jako sedativa a analgetika, v protizanétlivé 1é¢bé& nebo jako antimalarika.810

Bylo dokézéano, ze alkaloidy mohou interagovat s nukleovymi kyselinami v jadrech
zivych bunék.**12 Po interakci s DNA mohou ovlivnit jeji stabilitu, proto se teréem zajmu staly
nekanonické struktury (G-kvadruplex, i-motiv), jejichz vyskyt mize ovliviiovat bézné bunééné
procesy, jakymi jsou transkripce &i replikace.'® ZvySeni stability nekanonickych struktur
prostiednictvim rostlinnych alkaloidi mtze véstk inhibici nddorového bujeni. Z tohoto diivodu

jsou jiz n&které alkaloidy vyuzivany jako dopliiky pii 1é¢bé rakoviny. 1314



Teoreticka ¢éast

1 Alkaloidy
1.1 Escholidin

Escholidin je jeden z pfirodnich kvartérnich alkaloidii vyskytujicich se v rostlinach
Eschscholzia californica (Sluncovka kalifornska) a Hunnemannia fumariifolia (Hunemanie).
Tyto rostliny patfi do fadu makovitych a rostou ve vyssich nadmotskych vyskach Severni
Ameriky. Jiz ptivodni obyvatelé pouzivali tyto byliny k pfipravé extraktl a tinktur ke zlepSeni

kvality spanku. Dnes se vyuzivaji k vyrob& sedativ ¢i analgetik.0:16.17

Obrazek &. 1 - Sluncovka Kkalifornska®® Obrazek &. 2- Hunemanie®®

Escholidin patii mezi protoberberinové alkaloidy, jejichz zédkladem je tetracyklicka
struktura protoberberinu zaloZena na systému dibenzo[a,g]chinolizidinu.?® Ze skupiny
protoberberind se ve vySe zminénych rostlinach nachazi jesté alkaloidy koptizin, kryptopin
nebo hunemanin. Vedle protoberberinovych alkaloidd obsahuji velké mnozstvi
benzo[c]fenanthridinovych alkaloidt, témi nejbéznéjsimi jsou sanguinarin, chelirubin nebo

makarpin.t’?

Obrazek €. 3 - Struktura escholidinu



1.2 Kolumbamin

Kolumbamin se stejné jako escholidin fadi mezi protoberberinové alkaloidy.

_CH,

HC” SN
/
CH,

OH

Obrazek €. 4 - Struktura kolumbaminu

Kolumbamin se ptirozen¢ vyskytuje ve velkém mnozstvi rostlin. Naptiklad v ¢eledich
Annonaceae (lahevnikovité)’?223, Ranunculaceae (pryskyinikovité)>?4?> Berberidaceae
(diistalovité)?%27, | Menispermaceae (lunoplodovité)® nebo Papaveraceae (makovité)?.
Rostlina Coptis chinensis (Koptis ¢insky) z ¢eledi Ranunculaceae se vyuziva v tradi¢ni ¢inské
medicing k 1é¢bé hypertenze, zanéth ¢i rakoviny.® Je také slozkou klry stromu Enantia
chlorantha z ¢eledi Annonaceag, jehoz extrakt se vyuziva k 16¢bé& malarie v africkych zemich.??
V rostlinach se ¢asto vyskytuje s velice podobnymi alkaloidy jatrorrhizinem a palmatinem.?°
Kolumbamin také inhibuje proliferaci nadorovych bunék v kostnich nadorech, jevi se tak jako
potencialni cytostatikum, které na rozdil od ostatnich cytostatickych alkaloidG neni pfilis

toxické.30

Obrazek &. 5 - Koptis ¢insky® Obrazek & 6 - Enantia chlorantha®
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1.3 Fagaronin
Fagaronin se fadi mezi benzo[c]fenanthridinové alkaloidy. Poprvé byl extrahovan
z kotenu africké rostliny Fagara zanthoxyloides, ktera patii do ¢eledi Rutaceae (routovité).

V dnesni dobé existuje jiz spousta syntetickych cest, kterymi se tento alkaloid ptipravuje.5933

Obrdazek ¢ 7 - Struktura fagaroninu Obrdzek ¢ 8 - Fagara zanthoxyloides™

Fagaronin dokéaze interkalovat do struktury DNA a jeho vysoce elektronegativni kyslik
z OH skupiny tvofti vodikové vazby s NH> skupinou guaninu. Po navazani na DNA inhibuje
aktivitu topoizomerazy 11 II. Pozornost se také upina na elektrofilni iminiovou vazbu pfitomnou
v benzo[c]fenanthridinovych alkaloidech, ktera by mohla hrat roli v tvorbé komplext
s DNA 336 Pij pokusech na mysich byly dokazany antileukemické u¢inky fagaroninu, a proto
je testovan jako 1é¢ivo proti rakovinnym onemocnénim.® Na druhou stranu je cytotoxicky
a zplsobuje rozpad chromozomd a ztratu spermii.’’ Fagaronin je také prokazanym
antimalarikem proti rodiim Plasmodium (zimnicky).®* Podobné ucinky jako fagaronin maji

také jeho derivéty nitidin a etoxidin.35%

2  Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace a fidi bunécné procesy
u veétSiny organismu. Vyjimkou jsou nékteré nebunéfné organismy, kde ji nahrazuje

ribonukleova kyselina (RNA). Poprvé byla popsiana Watsonem a Crickem v roce 1953.40

Stavbu DNA mizeme rozdé€lit do nékolika tGrovni. Primdrni strukturu tvofi potadi
nukleotidl v fetézci, které je zasadni pro informacni vlastnosti DNA. Kazdy nukleotid se sklada
z deoxyribozy, fosfatu a nukleové baze. Deoxyriboza je pentdza ve furanové formé. Pres uhliky
3'a 5' se na ni esterovou vazbou vazou fosfaty a tvoii tzv. cukr-fosfatovou kostru DNA. Na

1' uhlik se vaze pomoci N-glykosidové vazby nukleova baze. Nukleové baze jsou dusikaté

11



heterocyklické slouceniny, které maji purinovy nebo pyrimidinovy zaklad. Zakladni purinové
baze jsou adenin (A) a guanin (G), pyrimidinové jsou thymin (T) a cytosin (C).
Polynukleotidova vlakna drzi pfi sob¢ diky vodikovym mustkiim, které jsou tvofeny mezi
komplementarnimi dvojicemi nukleovych bazi. Adenin se vzdy vaze s thyminem a tvoii mezi

sebou dva vodikové miistky. Guanin se vzdy vaze s cytosinem a tvoii tii vodikové miistky.*14?

Obrizek &. 9 - Struktura DNA*

Sekundarni struktura popisuje tvar a uspofadani makromolekuly DNA. Zakladni
uspotradani je dvousSroubovice. Tvofi ji dvé vlakna DNA, kterd jsou spojena antiparalelnim
zpusobem (kazdé smétuje jinym smerem) a spolecné se obtaci kolem osy. Nejbéznéjsim typem
dvousroubovice je B-DNA, kterd je pravotociva a na jednu otocku ptipadd 10,5 bazi. Mezi
méné Vv organismech zastoupené typy patii A-DNA, ktera je také pravotociva, ale oproti
B-DNA je vice plocha, a proto na jednu otocku ptipadéa 11 bazi. V téle se mize vyskytovat také
Z-DNA, ktera je oproti vyse popsanym levotociva. DNA se tvaruje jesté do vyssich terciarnich

struktur, tento proces se nazyva nadsroubovicové vinuti.*?44

Mezi méné obvyklé struktury, které mohou vznikat pouze pii specifickych podminkach,

patii naptiklad G-kvadruplexy a i-motivy, které nazyvame nekanonické struktury.*?

2.1 G-kvadruplex

G-kvadruplex se tvofi na vldknech DNA s vysokym podilem guaninu. Kazdy
G-kvadruplex je tvofen dvéma nebo vice guaninovymi tetradami (G-kvartet), které jsou
naskladany nad sebou. G-kvartet tvofi ¢tyfi guaniny, které jsou v planarnim uspotadani. Kazdé
dva sousedni guaniny jsou vzajemné pootoCeny o 90° a spojuji je dva Watson-Crick-

Hoogsteenovy vodikové mistky (Obrazek &. 10).1342

12
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Obrazek &. 10 - G-kvartet® Obrazek & 11 - Struktura G-kvadruplexu

Stabilita G-kvadruplexu zavisi na poc¢tu G-kvartett, kdy s rostoucim poctem roste také
stabilita celé struktury. VIiv ma také délka a sloZzeni smycek spojujici jednotliva vladkna.*®
Krom¢ samotné stavby G-kvadruplexu ma velky vliv na stabilitu teplota a ptitomnost Na*, K*
a NH4" iontd, které se obvykle nachazeji uvnitt samotné struktury. Mensi sodné ionty se mohou
vyskytovat v roviné¢ G-kvartetu, vét$i draselné nebo amonné pouze mezi jednotlivymi
rovinami.4>46-4¢ Stabilitu mohou ovlivitovat také nékteré vétsi molekuly, jako napiiklad

rostlinné alkaloidy a jejich derivaty.4%-5?

Podle seskupeni mizeme rozlisit vice druhtt G-kvadruplexii. V zavislosti na tom, kolik
riznych molekul DNA ho tvofi, rozliSujeme, intramolekularni, bimolekularni
a tetramolekularni G-kvadruplexy. V intramolekularni struktufe tedy najdeme tfi smycky
spojujici jednotliva vldkna, v bimolekularni dvé a v tetramolekularni zadnou, protoze kazdé

vlakno pochazi z jiné molekuly DNA (Obrazek ¢. 12).46:52

Obrazek ¢. 12 - Struktura intramolekularniho, bimolekularniho a tetramolekularniho
G-kvadruplexu

13



RozliSujeme tfi typy smycek. Smycka externi spojuje sousedni vldkna v paralelnim
usporadani, lateralni v antiparalelnim a smycka diagonalni spojuje protilehla vlakna také

Vv antiparalelnim uspofadani. Orientace vlakna se popisuje od konce 5' po konec 3'. Paralelni

G-kvadruplexy maji vSechna vlakna se stejnou orientaci, zatimco antiparalelni maji alespon
jedno vlakno s opa¢nou (Obrazek ¢. 13).47:53

Diagonalni
."J\‘-

Lateralni Externi

Obrazek ¢. 13 - Znazornéni antiparalelniho a paralelniho G-kvadruplexu s popsanymi
smyckami

G-kvadruplexy pfitomné v zivém organismu spliuji nékolik funkei. Jejich vysoka

koncentrace na telomerach reguluje jejich délku a zaroven chrani jejich konce.>*° Pedpoklada
imunoglobulind.’”  Pfitomnost

hraji také roli pfi prepinani typu

se, ze
G-kvadruplext na vlakné DNA muze ovliviiovat také bézné bunécné procesy, jakymi jsou
napiiklad transkripce nebo replikace. Pii dostate¢né stabilizaci G-kvadruplexu jsou tyto procesy

vyrazné omezeny, coz vede k inhibici d€leni genetické informace a s tim i souvisejiciho

bunécného déleni. Z tohoto diivodu jsou G-kvadruplexy tercem vyzkumu pii hledani novych

protinadorovych 1é¢iv. 1458

2.2 I-motiv
I-motivy se tvofi na sekvencich DNA bohatych na cytosin, vznikaji tedy na vlaknech
komplementarnich k G-kvadruplextim. Strukturu i-motivu tvofi dva paralelni duplexy, které
jsou do sebe interkalovany antiparalelné. Jednotliva vlakna jsou pospojovana smyckami, jejichz

pocet se odviji od typu i-motivu (intramolekularni, bimolekularni a tetramolekularni) stejné

jako tomu je u G-kvadruplexi.*259-61
14



LDt
"
e

Obrazek ¢. 14 - Struktura i-motivu
Vazbu mezi cytosiny tvofi tii vodikové mastky, K jejichz vzniku je potieba, aby jeden
z nich byl v protonované formé (Obrazek ¢. 15). To je diivod, pro¢ je tvorba i-motivil vysoce
zavisla na pritomném pH. Struktura dokéaze existovat pouze v kyselych podminkach, jelikoz

kolem pH 6,2 - 6,5 se cytosin deprotonuje, zanikaji vodikové mistky a tim i cel4 struktura.5%62

dR
H\ H-"" \]/
@H' N
)\ ...-H \H

dR

Obrazek €. 15 - Znazornéni vazby mezi dvéma cytosiny

Krom pH ma velky vliv na stabilitu i-motivu teplota, ktera také ovliviiuje vznik a zanik
vodikovych mustkil. Studie prokézaly, Ze stabilitu ovliviiuji také smycky, konkrétné jejich
délka a nukleotidové slozeni. Brooks ve vyzkumu z roku 2010 tvrdi, Ze s del$i smyc¢kou roste
také stabilita struktury.®® OvSem Gurung ve vyzkumu z roku 2015 tento fakt vyvraci a k4, ze

i-motivy s krat$i smyckou jsou stabilngjsi.5

15



Jelikoz i-motivy potiebuji k existenci kyselé podminky, piedpokladalo se, Ze nemohou
existovat ve fyziologickém pH, a tak jim nebyla vénovana takova pozornost jako
G-kvadruplexiim. Nedavné studie ovSem zjistily pfitomnost i-motivi jak ve fyziologickém pH,
tak v nadorovych buikach, ve kterych mtze pH klesnout az na hodnotu 6,2. V poslednich letech

se tedy staly atraktivnim cilem vyzkumu.6%:6566

I-motiv stejné jako G-kvadruplex ovliviiuje funkci enzymut (helikaza, telomeraza)
v zivych organismech, coz ma vliv na replikaci ¢i transkripci DNA. Predpoklada se, ze i-motivy

také ovliviiuji regulaci a expresi genti.6:67

3  Vyuzité metody

3.1 Fluorescenc¢ni spektroskopie

Luminiscence je zafeni, které vznikd pii zatfivém piechodu elektronu z excitované
hladiny do zékladni. Luminiscen¢ni zafeni miZeme rozdélit na fluorescenci a fosforescenci.
Fluorescence je ptechod elektronu mezi singletovymi stavy. Singletovy stav je takovy, kde ma
excitovany i neexcitovany elektron opacny spin. Excitovany tak muze sestoupit na nizsi
hladinu, aniz by byl porusen Pauliho vyluc¢ovaci princip. Déje se tomu velice rychle, fadoveé
10-7-107 s. Fluorescence dostala nazev podle mineralu fluoritu, u kterého byl tento jev poprvé

zpozorovan.®

Fosforescence je jev, pii kterém prechazi elektron z tripletového (metastabilniho) stavu
na zakladni hladinu. Takovy elektron nemuze sestoupit ihned, jako tomu bylo u fluorescence,
protoze ma stejny spin jako elektron v zékladni hladin€ a byl by tak porusen Pauliho vyluc¢ovaci
princip. Excitovany elektron musi prvné zménit svij spin a az poté muize sestoupit, proto

fosforescence trva 103-10% s. Oba tyto jevy popisuje Jablonského diagram (Obrazek ¢&. 16).58
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Obrazek €. 16 - Jablonského diagram

Ne vSechny latky mohou fluoreskovat. Ty, které¢ toho jsou schopné, nazyvame
fluorofory. Fluorofory jsou latky, které byvaji zpravidla planarni a aromatické. Z tohoto divodu
je fluorescence pozorovana predevsim u organickych latek. Prvnim pozorovanym fluoroforem
byl jiz v poloving 19. stoleti chinin, ktery je obsazen napftiklad v toniku. Také dalsi fluorofory
Ize potkat v bézném zivoté. Napiiklad fluoreskujici latky v barvivech, fluorescein ¢i rhodamin

v nemrznoucich smésich nebo fosforeskujici latky v signaliza¢nich a reflexnich natérech. Lze

je vyuzit také jako fluorescenéni zna¢ky pii znaceni molekul.®®

Podle zptisobu excitace miizeme rozlisit vice druhii luminiscence:®

fotoluminiscence - luminiscence vyvolani elektromagnetickym zafenim

elektroluminiscence - luminiscence vyvolana prichodem proudu

chemiluminiscence - luminiscence vyvolana chemickou reakci

termoluminiscence - luminiscence vyvolana zvySenim teploty

triboluminiscence - luminiscence vyvolana mechanicky

radioluminiscence - luminiscence vyvolana ionizujicim zafenim

Fluorofor charakterizuji dvé spektra — excita¢ni @ emisni. Excita¢ni spektrum je méfeno
pii konstantni emisni vinové délce a udava, pti jakych vinovych délkach je fluorofor excitovan
a zaroven ktera z nich je k excitaci neju¢innéjsi (vinova délka maxima). Excita¢ni spektrum je
Castokrat velice podobné absorpénimu spektru. Emisni spektrum je métfeno pii konstantni
vlnové délce budiciho zéafeni a zndzornuje emitované vinové délky s odpovidajici intenzitou.

Byva zpravidla zrcadlovym obrazem excitaéniho spektra. Tyto spektra charakterizuje také



Stokestiv posun, ktery udava rozdil mezi vinovou délkou maxima excitatniho a emisniho

spektra.®8

Stokes(v posun
t—

Intenzita

e - - 5(')0 - - a1 - —
Vinova délka (nm)

Obrazek €. 17 - Excita¢ni a emisni spektrum

Kazdy fluorofor ma odpovidajici kvantovy vytézek (¢), ktery udava, s jakou

pravdépodobnosti bude absorbovany foton opét vyzafen. Muze nabyvat hodnot 0-1 a Ize ho

vypoéitat jako pomér emitovanych fotontl ku absorbovanym. Cim vy$si ma fluorofor kvantovy

vytézek, tim je UCinnéjsi. Jednim z nejucinnéj$Sim je naptiklad fluorescein, jehoz kvantovy
vytézek se blizi jedné.®

Nem

=N 1)

Fluorofor mize byt charakterizovan také dobou zivota fluorescence, ktera udava stredni

hodnotu, jak dlouho se elektron nachazi v excitovaném stavu. Tento jev se vyuziva v metodé

casove rozlisené fluorescence, ktera zobrazuje pokles intenzity fluorescence v Case.
I, =Ie @)
I; - Intenzita fluorescence v Case t
I, - Intenzita fluorescence v case 0
T - Stfedni doba Zivota fluorescence
Intenzitu fluorescence 1ze vyhodnotit také pomoci Bougher-Lambert-Beerova zakona.

Ir =k-I,-(1—107b¢) 3)

I - Intenzita fluorescence

k - Konstanta zahrnujici podminky métent
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I - Intenzita budiciho zafeni

Instrumentace

Pristroje slouzici k méfeni fluorescence se nazyvaji spektrofluorimetry. Obsahuji zdroj
zafeni, ze kterého putuje polychromatické svétlo na excitaéni monochromator. Excita¢ni zafeni
dopadé na vzorek v kyveté a fluorescence je pozorovana pod thlem 90°. Fluorescen¢ni zatreni
putuje pfes emisni monochromator na fotonasobi¢, kde se ndsobi jeho intenzita a je

zaznamenavan signal.

Kyveta se
vzorkem
Excitacni
monochromator

A2 <

| KI 4 ——

\ / >

<_// >

Zdroj polychromatického
zareni
Emisn’ o
monochromator

Fotonasobid

Obrazek €. 18 - Schéma spektrofluorimetru

3.2 Cirkularni dichroismus (CD)

Neékteré molekuly mohou obsahovat chirdlni centra, coz jsou atomy, V piipadé
organickych molekul uhliky, na které jsou V tetraedrickém uspotadani navazany Ctyii rizné
substituenty. Substituenty mohou byt posklddany na chirdlnim atomu Vv uspofddani R nebo S,
coz znich déla opticky aktivni molekuly. Tyto molekuly nazyvame enantiomery a jsou si
navzajem zrcadlovym obrazem. Chiralni molekuly staceji rovinu polarizovaného svétla, coz se

vyuziva pii ziskdvani strukturnich vlastnosti organickych molekul.5
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Elektromagnetické zafeni je pficné vinéni sloZené z magnetické a elektrické slozky.
Magnetickou slozku popisuje vektor magnetické indukce a elektrickou slozku vektor
elektrického pole. Tyto vektory jsou navzajem kolmé a kmitaji kolmo na smér Sifeni viny.
Bézné elektromagnetické zateni kmita ve vSech smérech, proto se v CD spektroskopii vyuziva
polarizatori, které propusti pouze zafeni kmitajici v jedné rovin€ — polarizované svétlo. To se
da rozlozit na kruhové polarizované slozky — pravotoc¢ivou a levotocivou. V piipadé, ze jsou
ob¢ tyto slozky absorbovany stejné, jedna se 0 rovinné polarizované svétlo. Ovsem opticky
aktivni molekuly mohou absorbovat tyto slozky rozdilné a ziskavame tak elipticky polarizované

svétlo.89.70

Obrazek €. 19 - Vznik elipticky polarizovaného svétla

CD spektroskopie vyuziva rozdilné absorpce pravotocivé a levotoCivé slozky
polarizovaného zafeni. Tento rozdil se da vyjadfit jako rozdil molarnich absorpénich

koeficientu.

_ (Ar—-4AL)

Ase =¢ep —¢ = p_— [dm3mol t-cm™] 4)

Nejcastéji se CD signal vyjadiuje v jednotkach elipticity (8), kterou Ize vypocitat jako
tangentu hlavni a vedlejsi poloosy elipsy. Tyto poloosy vyjadiuji soucet a rozdil molarnich

absorpénich koeficientt.”®
g =2t [mdeg] 5)

ERtEL

Tento vztah jde pro vypocetni ucely zjednodusit na tvar:
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0 =32,98-AA [mdeg] (6)

CD spektroskopie se vyuziva spolecné s NMR spektroskopii a RTG krystalografii ke
studiu struktury molekul. JelikoZ opticky neaktivni molekuly neposkytuji CD signal, vyuziva

se také ke studiu interakce molekul a zkoumani termodynamickych vlastnosti biomolekul.
Instrumentace

CD spektrometry jsou vybaveny zdrojem polychromatického zéateni. To putuje pies
monochromator a polarizator ke vzorku v kyveté. Kyvetovy prostor je vybaven termostatem
a magnetickym michanim. PravotoCiva 1 levoto¢ivd slozka svétla je zaznamenavana na

fotonasobici.
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Experimentalni ¢ast

4 PouZzité pristroje

CD spektrometr J-815, JASCO, Japonsko

kontinudlni xenonova vybojka (450 W)

detektor: fotonasobic

miizkovy monochroméator

prostor pro kyvetu s termostatem a magnetickym michanim
rozsah vinovych délek 163-1100 nm

rychlost snimani 1-10000 nm-min-!

Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2, model FA-357, Thermo Spectronic, USA

5

kontinualni (150 W) a zableskova (7 W) xenonova vybojka

detektor: fotonasobic

2 mitizkové monochromatory

rozsah vinovych délek 220-850 nm

rychlost snimani 3-6000 nm-min!

Pouzité chemikalie

Oligonukleotidy:

DL40 (5'-GGTTTTGGCAGGGTTTTGGT-3'), HPLC ¢istota, Thermo Fisher
Scientific, USA

GGl (5-GGGCGGGCGCGAGGGAGGGT-3Y), HPLC ¢istota, Thermo Fisher
Scientific, USA

nmyc01 (5-ACCCCCTGCATCTGCATGCCCCCTCCCACCCCCT-3),
HPLC ¢istota, Thermo Fisher Scientific, USA

nmyc01lm (5-ACCCCCTGCATCTTTTTGCCCCCTCCCACCCCCT-3),
HPLC ¢istota, Thermo Fisher Scientific, USA

22nt (5'-CCCTAACCCTAACCCTAACCCT-3"), HPLC ¢istota, Thermo Fisher
Scientific, USA
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Alkaloidy:

e Escholidin (C20H1sNO4"), Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno
e Kolumbamin chlorid (C20H20CINO4*), Lékaiska fakulta, Masarykova
univerzita, Brno

e Fagaronin (C21H20NO4%), Lékatska fakulta, Masarykova univerzita, Brno
Ostatni chemikalie:

e Chlorid draselny (KCI), p.a., Lach-ner, s.r.o0., Ceska republika

e Hydrogenfosfore¢nan draselny (K2HPO,), p.a., Lach-ner, s.r.o., Ceska republika

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH.POs), p.a., Lach-ner, s.r.o., Ceska
republika

e Kyselina chlorovodikova (HCI), p.a., Lach-ner, s.r.o., Ceska republika

e Trihydrat octanu sodného (CH3COONa-3H;0), p.a., Lach-ner, s.r.o., Ceska
republika

e Kyselina octova (CH3COOH), p.a., Lach-ner, s.r.0., Ceska republika

6 Metodika

6.1 Priprava roztoki

Roztok escholidinu

Ve fostatovém pufru s ptfidavkem 10% methanolu bylo rozpusténo 7,7 mg escholidinu. Roztok
byl kvantitativné¢ pfeveden do odmérné baiky a doplnén po rysku. Vysledna koncentrace

escholidinu byla 7-10* mol-I.
Roztok kolumbaminu

Ve vodé bylo rozpusténo takové mnozstvi kolumbamin chloridu, Ze jeho vysledna koncentrace

byla 1,4-10"* mol-I.
Roztok fagaroninu

V 10 ml methanolu bylo rozpusténo 1,08 mg fagaroninu. Vysledna koncentrace byla 3,11-104

mol-I-1.
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Fosfatovy pufr pH 7

Ve vodé bylo rozpusténo 1,1582 g KoHPO4, 0,6460 g KH2PO4 a 0,7634 KCI. Pomoci HCI bylo
upraveno pH na 7 a roztok byl kvantitativné pfeveden do 50 ml odmérné banky a doplnén po

rysku.
Acetatovy pufr pH 5

Ve vodé bylo rozpusténo 1,3580 g CH3COONa-3H,0. Pomoci CH3COOH bylo upraveno pH

na 5 a roztok byl kvantitativné ptfeveden do 50 ml odmérné banky a doplnén po rysku.
Roztoky oligonukleotidii

Oligonukleotidy byly rozpustény ve vodé. Jejich vysledné koncentrace byly:
Cowao = 2,5:10* mol-I2

Cee1 = 2,39-10** mol-I:

Comycor = 1-104 mol-I1

Cnmycoim = 2,5-10 mol I

Coont = 1-:104 mol-I1

6.2  Postup méreni

6.2.1 Teplota tani oligonukleotidii

Kurceni teploty tani oligonukleotidi bylo vyuzito metody cirkularniho dichroismu.
Struktury G-kvadruplext (DL40, GG1) byly pfipraveny ve vod¢ s pridavkem fosfatového pufru
o pH 7 tak, aby vyslednd koncentrace draselnych iontd byla 0,005 mol-I"t. Vysledna
koncentrace oligonukleotidu byla 2-10¢ mol-I* a alkaloidu 8-10°¢ mol-IX. Vzorek byl pfipraven

do vysledného objemu 2 ml.

Struktury i-motivi (nmycO1, nmycOlm, 22nt) byly pfipraveny v acetatovém pufru
o koncentraci 2-10° mol-I* do celkového objemu 2 ml. Koncentrace alkaloidu byla opét
8:10° mol-It. Vsechny vzorky byly pfed samotnym méfenim zahiaty na 95 °C a poté
ponechdny k samovolnému ochlazeni, aby byla zajisténa pfitomnost dostatecného mnozstvi

pozorované struktury.
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Vzorek byl pteveden do kiemenné kyvety a vlozen do CD spektrometru. Kyvetovy
prostor je vybaven termostatem a magnetickym michadlem. Do kyvety byl pies vicko zaveden

teplomér, ktery zaznamenaval realnou teplotu vzorku béhem méfeni.

Jako prvni bylo naméfeno CD spektrum oligonukleotidu pti 20 °C, aby byla potvrzena
pritomnost pozorované struktury a zarovein k urceni vinové délky, pti které CD signal dosahuje
maximalni intenzity. Pot¢ byl CD spektrometr nastaven na zjiSténou vinovou délku
a oligonukleotid byl proméfen mezi 15-95 °C. Narust teploty byl nastaven na 1 °C/min, pti¢emz
CD signal byl zaznamenan kazdych 0,2 °C. Stejné méfeni bylo provedeno také opaénym
smérem, kdy nebyl vzorek zahtivan, ale chlazen, aby byl vyloucen vliv hystereze. Pro kazdy
Cisty oligonukleotid byla provedena nejméné dvé takova méteni, pro komplex s alkaloidem
nejméné Sest méfeni.

Kazdé méfeni poskytlo esovitou kiivku zavislosti CD signélu na teploté pii odpovidajici
vinové délce (261 nm pro paralelni G-kvadruplex, 291 nm pro antiparalelni G-kvadruplex
a 287 nm pro i-motiv). Esovitd kiivka byla v programu Matlab proloZena piimkami
v zakladnich liniich a pomoci funkce Fraction, vytvofené Dr. Gargallem, byly vypocteny
termodynamické parametry.’>"? Z téchto hodnot byla pomoci vzorce 7 vypoétena teplota tani
daného oligonukleotidu. Teplota tani oligonukleotidu je teplota, pfi niz zaniklo pravé 50 %
sledované struktury. Tato teplota odpovida inflexnimu bodu esovité kiivky.

_ARP

T, =
m ASO

[K] (M

6.2.2 Stanoveni stechiometrie komplexu DNA:ligand a asociacni konstanty

Do kyvety bylo pfipraveno 600 pl roztoku alkaloidu (escholidin o koncentraci
3-10° mol-I%, fagaronin 5-10° mol-I1). Roztok také obsahoval KCl o koncentraci
0,005 mol-I* a pufr o koncentraci 0,01 mol-I? (fosfatovy pufr o pH 7 pro struktury
G-kvadruplexu, acetatovy pufr o pH 5 pro struktury i-motivu).

Ve vialce byl ptipraven roztok oligonukleotidu o takové koncentraci, aby po poslednim
piidavku tohoto roztoku do kyvety byla koncentrace oligonukleotidu pfiblizné stejna jako
koncentrace alkaloidu. Roztok oligonukleotidu také obsahoval alkaloid, KCI i pufr o stejné

koncentraci jako v roztoku alkaloidu, aby se neménila jejich koncentrace v kyvete.
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Jako prvni bylo zméteno fluorescenéni spektrum ¢istého roztoku alkaloidu. Poté byl
roztok alkaloidu titrovan roztokem oligonukleotidu a po kazdém piidavku bylo zméteno

fluorescencni spektrum.

Vsechna spektra byla ptfevedena do programu Matlab, kde byly pomoci funkce equispec
proloZzeny kifivkami odpovidajicim jednotlivym stechiometrickym pomérim. Metodou
nejmensich ¢tvercl bylo vybrano nejlepsi prolozeni a tim byl uren stechiometricky pomér

komplexu DNA:ligand. Funkce vypocitala také asociacni konstantu.

7 Stanoveni teploty tani oligonukleotidu

7.1  Oligonukleotid DL40

Oligonukleotid DL40 tvofi strukturu antiparalelniho G-kvadruplexu, ktery je slozen ze
dvou G-kvartett. Jeho CD spektrum tvoii kladny pik okolo 295 nm, zaporny pik okolo 265 nm
a mensi kladny pik okolo 245 nm. Pro vypocet teploty tani byly zaznamenavéany hodnoty

elipticity pfi 291 nm.

6,

D 2[
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g
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Vinova délka [nm]

Graf €. 1 - CD spektrum DL40 pti 20 °C

Hodnoty elipticity v zavislosti na teplot¢ byly v programu Matlab prolozeny pfimkami

v zékladnich liniich. Funkci Fraction byly vypocteny termodynamické parametry kiivky
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a z nich byla vypoctena teplota tani dané sktruktury. Dale byla vykreslena esovita kiivka tani,

ktera znazornuje podil nerozpletené DNA v zévislosti na teploté.
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Graf ¢. 2 a 3 - Namérena krivka proloZena primkami v zakladnich liniich a esovita kiivka tani
sledované struktury

Teplota tani Cist¢tho DL40 byla zmétena dvakrat.
Chyba méfeni je uvadéna jako smérodatna odchylka (s).
Teploty v tabulkach jsou uvadény ve °C.

T Tm2 Tm S
28,1 29,4 28,8 0,9
Tabulka €. 1 - Teplota tani pro ¢isty DL40

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem escholidinem
Teplota tani oligonukleotidu DL40 s escholidinem byla zmétfena Sestkrat.

Tm Tm2 Tm3 Tma Tms Tme Tm s ATm
32,7 34,0 35,3 341 33,7 33,9 34,0 0,8 5,2
Tabulka ¢. 2 - Namérené teploty tani pro komplex DL40 + ED
Pomoci vzorce 8 byl u kazdého méteni vypocten pocet stupiii volnosti, abychom ziskali
kritickou hodnotu t-testu. Tato hodnota byla porovnana s vyslednou hodnotou t-testu (vzorec
9). Tento test slouzi k porovnani dvou vysledku.

27



2

2 2
1,58
np

1
Vv = 8
SV, L 3 ©
n1—1\n1 ' T‘Lz—l\nz
X1—X 28,8—34,0
= Bkl PO 595 > teries = 4,30 9)
2 2 0,9 0,8 ’
Js—lﬁ—z JT*T
ng nz

Teplota tani komplexu DL40 + escholidin je o 5,2 °C vyssi nez teplota tani Cistého
DL40. T-test test prokazal, ze tato zména je statisticky vyznamna a escholidin tak stabilizuje

strukturu antiparalelniho G-kvadruplexu tvofeného oligonukleotidem DL40.
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Graf ¢. 4- Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého DL40 a komplexu DL40 + ED (méfeni 2)

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem kolumbaminem

Teplota tani oligonukleotidu DL40 s kolumbaminem byla zmétena Sestkrat.

Tm Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATm
40,1 40,2 40,1 38,9 39,0 39,9 39,7 0,6 10,9
Tabulka €. 3 - Namérené teploty tani pro komplex DL40 + KLB

1% - %, [288-397]

0,92 0,62
Ji+ﬁ S+ 0

= 15,98 > tyyie1 = 12,71
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Teplota tani komplexu DL40 + kolumbamin je o 10,9 °C vyssi nez teplota tani Cistého
DL40. T-test test dokazal, ze tato zména je statisticky vyznamna a kolumbamin tak stabilizuje

strukturu antiparalelniho G-kvadruplexu tvofené¢ho oligonukleotidem DL40.
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Graf ¢. 5- Porovnani esovitych kifivek tani ¢istého DL40 a komplexu DL40 + KLB (méfeni 6)

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem fagaroninem

Teplota tani oligonukleotidu DL40 s fagaroninem byla zméfena Sestkrat.

Tmi Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S AT
47,2 48,5 47,8 48,5 47,5 46,9 47,7 0,7 18,9
Tabulka €. 4 - Namérené teploty tani pro komplex DL40 + FAG

|%, —%,| 28,8 —477|
= = = 27,09 > Ckrit1 = 12,71

092 0,72
jﬁ e

n; n;

Teplota tani komplexu DL40 + fagaronin je o 18,9 °C vyssi nez teplota tani Cistého
DL40. T-test dokazal, Zze tato zména je statisticky vyznamnd a fagaronin tak stabilizuje

strukturu antiparalelniho G-kvadruplexu tvoteného oligonukleotidem DL40.
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Graf ¢. 6- Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého DL40 a komplexu DL40 + FAG (méfeni 3)

7.2

Oligonukleotid GG1

Oligonukleotid GG1 tvofi strukturu paralelniho G-kvadruplexu, ktery je slozen ze tii

G-kvartetti. Jeho CD spektrum tvofii kladny pik okolo 265 nm a mensi zaporny pik okolo 240-

245 nm. Pro vypocet teploty tani byly zaznamenavany hodnoty elipticity pfi 261 nm.
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Graf ¢&. 7- CD spektrum GG1 pri 20 °C
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Teplota tani Cist¢tho GG1 byla zméfena trikrat.

47,6 48,3 48,4 48,1 04
Tabulka €. 5 - Teplota tani pro ¢isty GG1

Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem escholidinem

Teplota tani oligonukleotidu GG1 s escholidinem byla zmétena Sestkrat.

49,6 48,9 50,4 49,3 50,4 50,4 49,8 0,6 1,7
Tabulka ¢. 6 - Namérené teploty tani pro komplex GG1 + ED

1%, — %,  |48,1 —49,8|
t= = = 5,05 > typie = 245

2 2 0,42 0,62
Js—l + 2 \/ 3 "6
ny

n;

Teplota tani komplexu GG1 + escholidin je o 1,7 °C vyssi nez teplota tani ¢istého GG1.
T-test dokazal, Ze tato zmeéna je statisticky vyznamnd a escholidin tak stabilizuje strukturu

paralelniho G-kvadruplexu tvofené¢ho oligonukleotidem GG1.
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Graf ¢. 8 - Porovnani esovitych kfivek tani ¢istého GG1 a komplexu GG1 + ED (méfeni 1)
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Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem kolumbaminem

Teplota tani oligonukleotidu GG1 s kolumbaminem byla zméfena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATnm
77,8 74,3 76,6 74,6 75,3 74,9 75,6 14 27,5
Tabulka €. 7 - Namérené teploty tani pro komplex GG1 + KLB

_ |f1 _f2| _ |48I1_75l6|

0,42 1,42
F+ﬁ JE 22

Teplota tdni komplexu GG1 + kolumbamin je o 27,5 °C vySsi nez teplota tani Cistého

= 44,61 > tyyir g = 2,45

GG1. T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky vyznamna a kolumbamin tak stabilizuje

strukturu paralelniho G-kvadruplexu tvofeného oligonukleotidem GG1.
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Graf ¢. 9 - Porovnani esovitych kfivek tani ¢istého GG1 a komplexu GG1 + KL.B (méfeni 5)
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Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem fagaroninem
Teplota tani oligonukleotidu GG1 s fagaroninem byla zméfena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATnm
76,8 76,0 76,2 78,5 75,3 75,2 76,3 1,2 28,2
Tabulka €. 8 - Namérené teploty tani pro komplex GG1 + FAG

_ 1% =%l _ 1481-763]

t
0,42 1,22
\/—512+—S22 \/ 3 76

= 52,07 > typirs = 2,37

n Ny

Teplota tani komplexu GG1 + fagaronin je o 28,2 °C vyssi nez teplota tani Cist¢ého GG1.
T-test dokazal, ze tato zména je statisticky vyznamna a fagaronin tak stabilizuje strukturu

paralelniho G-kvadruplexu tvoieného oligonukleotidem GGI1.

T [ T I

\
.‘ [ . %o o .'0 -
N r ‘W - ..5’. ....I . Y P X Y * -, g (':ISW GG1 ||
1 ’O.o{ .??..'"?&: L] ‘e ..‘-.y~ ..':o '-.';:..‘ -°* "’.o'.n * GG1+FAG
» * * ¢ . -o"t. ’ (A
» 2 ot
<08+ L ® olm |
zZ 3 of
@) *n * R,
N o o Cos®
GC) 0.6L - 0.'.- -
Q0. i %e
(0] %
a e "\
N
O L] L]
‘G_) 04r "0 . :‘~ |
jo St ..\
g o Tz
£o02r Voae e 1
"."‘..4.‘ .
....N‘ ) 0 .“.l .‘ % °
ok R I Vo
| 1 \ I | I
30 40 50 60 70 80 90
Teplota [°C]

Graf ¢. 10 - Porovnani esovitych krivek tani ¢istého GG1 a komplexu GG1 + FAG (méfeni 2)

7.3 Oligonukleotid nmyc01
Oligonukleotid nmyc01 tvofi strukturu i-motivu. Jeho CD spektrum tvofi kladny pik
okolo 285-290 nm a mensi zaporny pik okolo 260 nm. Pro vypocet teploty tani byly

zaznamenavany hodnoty elipticity pii 287 nm.
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Graf ¢. 11 - CD spektrum nmyc01 pii 20 °C

Teplota tani ¢ist¢ého nmycO01 byla zméfena dvakrat.

58,4 57,8 58,1 0,4
Tabulka ¢. 9 - Teplota tani pro ¢isty nmyc01

Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem escholidinem

Teplota tani oligonukleotidu nmyc01 s escholidinem byla zmétena osmkrat.

57,7 55,8 57,4 55,3 58,6 59,6 58,3 59,7 578 1,6 -0,3
Tabulka ¢. 10 - Namérené teploty tani pro komplex nmyc01 + ED

_ IXI_XZI _ |58l1_5758|
0,42 1,62
\/i+ﬁ \/2 78

Teplota tani komplexu nmyc01 + escholidin je o 0,3 °C nizsi nez teplota tani Cistého

= 0,4’7 < tkTit,S = 2,31

nmycO01. T-test dokazal, ze tato zména je statisticky nevyznamna a escholidin tak nema vliv na

stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmycO1.
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Graf ¢. 12 - Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého nmycO1 a komplexu nmyc01 + ED
(méieni 7)
Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem kolumbaminem

Teplota tani oligonukleotidu nmyc01 s kolumbaminem byla zméfena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATnm
59,0 58,3 58,0 58,6 57,8 58,3 58,3 0,4 0,2
Tabulka €. 11 - Namévtené teploty tani pro komplex nmyc01 + KLLB

% —%,| _ 1581 —583]

B 042 042
Ji+ﬁ S+

Teplota tani komplexu nmyc01 + kolumbamin je o 0,2 °C vyssi nez teplota tani Cistého

= 0,61 < tipic, = 4,30

nmyc01. T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky nevyznamna a kolumbamin tak nema vliv

na stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmycO1.
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Graf ¢. 13 - Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého nmyc01 a komplexu nmyc01 + KLB
(méieni 2)
Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem fagaroninem

Teplota tani oligonukleotidu nmycO1 s fagaroninem byla zmé&fena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATnm
60,2 59,2 58,1 58,7 58,6 60,1 59,1 0,8 1,0
Tabulka €. 12 - Namévtené teploty tani pro komplex nmyc01 + FAG

% —%,| _ 1581 —59,1]|

B 042 0,82
Ji+ﬁ S+

Teplota tani komplexu nmycO1 + fagaronin je o 1,0 °C vyssi nez teplota tani Cistého

=231 < typirs = 2,78

nmycO01. T-test dokdzal, Ze tato zména je statisticky nevyznamna a fagaronin tak nema vliv na

stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmycO1.
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7.4  Oligonukleotid nmycO01lm

Podil nerozpletené DNA
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Graf ¢. 14 - Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého nmyc01 a komplexu nmyc01 + FAG

(méfeni 2)

75

Oligonukleotid nmycOlm tvofi strukturu i-motivu. Od oligonukleotidu nmycO1 se lisi

stavbou smycky. Zatimco smycka nmyc01 mé slozeni GCAT, nmycOlm je mutovany a jeho

smycka ma slozeni TTTT. Jeho CD spektrum tvoii kladny pik okolo 285-290 nm a mensi

zaporny pik okolo 260 nm. Pro vypocet teploty tani byly zaznamenavany hodnoty elipticity pii
287 nm.
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Graf ¢. 15 - CD spektrum nmyc01m pii 20 °C
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Teplota tani ¢istého nmyc01m byla zmé&fena Ctytikrat.

55,2 54,8 56,5 56,5 55,8 0,9
Tabulka ¢. 13 - Teplota tani pro ¢isty nmyc01m

Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem escholidinem

Teplota tani oligonukleotidu nmycOlm s escholidinem byla zméfena Sestkrat.

55,5 53,9 54,7 54,3 55,8 56,8 55,2 1,1 -0,6
Tabulka ¢. 14 - Namérené teploty tani pro komplex nmyc01m + ED

Iil - 562' |5518 - 55'2|
t= - = 0,94 < tyrigy = 2,37

2 2 0,92 1,12
js—l +2 \/T 6
n, n

Teplota tdni komplexu nmycOlm + escholidin je o 0,6 °C niz§i nez teplota tani ¢istého
nmyc01m. T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky nevyznamnd a escholidin tak nema vliv

na stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmycO1m.
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Graf ¢. 16 - Porovnani esovitych kfivek tani ¢istého nmyc01lm a komplexu nmycO0lm + ED
(méfeni 5)
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Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem kolumbaminem

Teplota tani oligonukleotidu nmycO1m s kolumbaminem byla zméfena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tm3 Trma Tms Tme T S ATm
54,9 55,0 54,8 55,4 54,6 55,1 55,0 0,3 -0,8
Tabulka €. 15 - Namérené teploty tini pro komplex nmyc01m + KLB

_ |f1 _f2| _ |55I8_55l0|
0,92 0,32
F+ﬁ NN

Teplota tani komplexu nmyc01m + kolumbamin je 0 0,8 °C niZ8i nez teplota tani Cistého

= 1,72 < tkTit,l = 12,71

nmyc01lm. T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky nevyznamna a kolumbamin tak nema

vliv na stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmycO1m.
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Graf €. 17 - Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého nmycO01m a komplexu nmyc01m + KLLB
(méveni 2)
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Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem fagaroninem

Teplota tani oligonukleotidu nmycO1lm s fagaroninem byla zmétfena Sestkrat.

Tm1 Tm2 Tm3 Trma Tms Tme T S ATm
56,8 56,4 95,4 56,2 56,0 55,8 56,1 0,5 0,3
Tabulka €. 16 - Naméiené teploty tini pro komplex nmyc01m + FAG

_ |f1_i2| _ |55I8_56l1|

2 2
[ VT

Teplota tani komplexu nmycO1m + fagaronin je o 0,3 °C vySssi neZ teplota tani ¢istého

= 0,61 < typics = 2,78

nmyc01lm. T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky nevyznamna a fagaronin tak nema vliv

na stabilitu struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem nmyc01m.
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Graf €. 18 - Porovnani esovitych krivek tani ¢istého nmycO01m a komplexu nmyc01m + FAG
(méreni 4)

7.5 Oligonukleotid 22nt

Oligonukleotid 22nt tvoii strukturu i-motivu. Jeho CD spektrum tvofi kladny pik okolo
285-290 nm a mensi zaporny pik okolo 260 nm. Pro vypocet teploty tani byly zaznamenavany

hodnoty elipticity pii 287 nm.
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Graf ¢. 19 - CD spektrum 22nt pri 20 °C

Teplota tani ¢istého 22nt byla zmétena dvakrat.

51,5 51,4 51,5 0,1
Tabulka ¢. 17 - Teplota tani pro Cisty 22nt

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem escholidinem

Teplota tani oligonukleotidu 22nt s escholidinem byla zméfena Sestkrat.

52,5 52,2 51,3 52,7 52,1 52,4 52,2 0,5 0,7
Tabulka ¢. 18 - Namérené teploty tani pro komplex 22nt + ED

_ IXI_XZI _ |51l5_5252|
0,12 | 0,52
\/i+ﬁ \/2 *76

Teplota tani komplexu 22nt + escholidin je o 0,7 °C vyssi nez teplota tani ¢istého 22nt.

== 3,24 > tkrit,ﬁ - 2,4‘5

T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky vyznamna a escholidin tak stabilizuje strukturu

i-motivu tvofeného oligonukleotidem 22nt.
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Graf €. 20 - Porovnani esovitych kiivek tani ¢istého 22nt a komplexu 22nt + ED (méfeni 2)

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem kolumbaminem

Teplota tani oligonukleotidu 22nt s kolumbaminem byla zmétfena Sestkrat.

Tml
51,4

Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S
50,2 50,4 50,1 50,6 50,2 50,5 0,5
Tabulka €. 19 - Namérené teploty tani pro komplex 22nt + KLLB

ATm
-1,0

[51,5 — 50,5|
= = 4,63 > trire = 245
\/0,12 N 0,52
2 6

70

Teplota tani komplexu 22nt + kolumbamin je o 1,0 °C niZ8i nez teplota tani ¢istého 22nt.

T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky vyznamna a kolumbamin tak destabilizuje strukturu

i-motivu tvofeného oligonukleotidem 22nt.
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Graf ¢. 21 - Porovnani esovitych krivek tani ¢istého 22nt a komplexu 22nt + KL B (méfeni 3)

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem fagaroninem
Teplota tani oligonukleotidu 22nt s fagaroninem byla zmétena Sestkrat.

Tm Tm2 Tms Tma Tms Tme Tm S ATm
51,9 51,6 51,2 51,1 51,0 o011 51,3 0,4 -0,2
Tabulka €. 20 - Namérené teploty tani pro komplex 22nt + FAG

_ |f1_i2| _ |5155_5113|

0,12 0,42
Ji+ﬁ S+

Teplota tani komplexu 22nt + fagaronin je 0 0,2 °C niz$i nez teplota tani ¢istého 22nt.

= 1,12 < tkT‘it,() = 2,4‘5

T-test dokazal, Ze tato zména je statisticky nevyznamna a kolumbamin tak nema vliv na stabilitu

struktury i-motivu tvofeného oligonukleotidem 22nt.
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Graf &. 22 - Porovnani esovitych krivek tani Cistého 22nt a komplexu 22nt + FAG (méfeni 3)

8 Stanoveni asocia¢ni konstanty a stechiometrického poméru

DNA:ligand

Titrace k uréeni asocia¢nich konstant byly provedeny pro kazdou strukturu s escholidinem
i fagaroninem. Titrace s kolumbaminem nebyly provedeny z divodu nizkého kvantového

vytézku tohoto alkaloidu.

8.1 Titrace escholidinu

Koncentrace escholidinu v kyveté¢ byla 3-10° mol-I1. Tento roztok byl titrovan
roztokem oligonukleotidu o koncentraci pfiblizné 6-10° mol-I1. Pfidavky byly
1,1,2,2,2,4,3,5,10,20,20,30 a 40 pl.

Excita¢ni vinova délka byla 285 nm. Spektra byla méfena v rozsahu 295-550 nm pro
kazdy ptidavek. Kazda titrace byla provedena tfikrat.
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8.1.1 Titrace escholidinu oligonukleotidem DL40

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu DL40 o koncentraci 6,45-107 mol-I.
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Graf €. 23 - Namérena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu DL40

Pii zvySovani koncentrace oligonukleotidu klesala intenzita fluorescence. Po poslednim
pfidavku, kdy byly koncentrace escholidinu 1 oligonukleotidu DL40 piiblizné stejné,

fluorescence téméf vymizela.

Nameétené hodnoty pii 330 nm byly prolozeny kiivkou v programu Matlab (Graf ¢. 24)

a byl vypocten stechiometricky pomér komplexu DNA:alkaloid a asocia¢ni konstanta.
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Graf ¢. 24 - ProloZeni namérenych hodnot p¥i 330 nm

Bylo naméteno, ze oligonukleotid DL40 interaguje s escholidinem v poméru 1:4.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 18,46 + 0,05.
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8.1.2 Titrace escholidinu oligonukleotidem GG1

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu GG1 o koncentraci 5,58 -10° mol-I-L.
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Graf ¢. 25 - Namétena emisni spektra pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu GG1
Pii zvySovani koncentrace oligonukleotidu GG1 vyrazné klesla intenzita fluorescence.

Bylo naméfeno, Ze oligonukleotid GG1 interaguje s escholidinem v poméru 1:5.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 22,39 + 0,03.

8.1.3 Titrace escholidinu oligonukleotidem nmyc01

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu nmyc01 o koncentraci 6,70 -10° mol-I,
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Graf ¢. 26 - NaméFena emisni spektra pri zvysSujici se koncentraci oligonukleotidu nmyc01
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Pii zvySovani koncentrace oligonukleotidu nmycO1 klesla intenzita fluorescence na

minimum.

Bylo naméfeno, Ze oligonukleotid nmycOl interaguje s escholidinem v poméru 1:4.

Asociaéni konstanta pro tento pomér je 18,21 +0,17.

8.1.4 Titrace escholidinu oligonukleotidem nmycO1m

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu nmyc01m o koncentraci 5,58 -10° mol-I2.
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Graf ¢. 27 - Naméfena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu nmyc01m

Pii zvySovéani koncentrace oligonukleotidu nmycOlm vyrazné klesla intenzita

fluorescence.

Bylo naméteno, ze oligonukleotid nmycO1m interaguje s escholidinem v poméru 1:5.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 22,61 + 0,08.
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8.1.5 Titrace escholidinu oligonukleotidem 22nt

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu 22nt o koncentraci 5,58 10 mol-I,

Intenzita fluorescence [a.u.]

300 350 400 450
Vinova délka [nm]

Graf ¢. 28 - Namérena emisni spektra pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu 22nt

Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu 22nt mirné klesala intenzita fluorescence.

Bylo naméfeno, ze oligonukleotid 22nt interaguje s escholidinem v poméru 1:4.

Asociaéni konstanta pro tento pomér je 17,64 +0,12.

8.2  Titrace fagaroninu

Koncentrace fagaroninu v kyveté byla 5 -10° mol-I1. Tento roztok byl titrovan
roztokem oligonukleotidu o koncentraci pfiblizné 1,6:10% mol-I"t. Pridavky byly
1,1,2,2,4,5,10,15,20,40,60 a 90 pl.

Excita¢ni vinova délka byla 272 nm. Spektra byla méfena v rozsahu 285-530 nm pro
kazdy pridavek. Kazda titrace byla provedena dvakrat.
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8.2.1 Titrace fagaroninu oligonukleotidem DL40

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu DL40 o koncentraci 1,61 -10* mol-I2.

Intenzita fluorescence

O o . | 1
300 350 400 450
Vinova délka [nm]

Graf €. 29 - Namérena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu DL40

Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu DL40 mirn¢ rostla intenzita fluorescence

piku kolem 350 nm. Zaroven vyrazné klesala fluorescence pti 285 nm.

Pro vypocet stechiometrického poméru a asociacni konstanty byly prokladany naméfené
hodnoty pti 352 nm. Bylo naméfeno, ze oligonukleotid DL40 interaguje s fagaroninem

v poméru 1:4. Asocia¢ni konstanta pro tento pomér je 17,49 + 0,96.

8.2.2 Titrace fagaroninu oligonukleotidem GG1
Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu GG1 o koncentraci 1,65 <10 mol-I2.
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Graf ¢. 30 - Naméi‘ena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu GG1
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Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu GG1 mirné€ rostla intenzita fluorescence

piku kolem 350 nm. Zaroven vyrazné klesala fluorescence pti 285 nm.

Bylo naméteno, ze oligonukleotid GG1 interaguje s fagaroninem v poméru 1:4.

Asociaéni konstanta pro tento pomér je 17,32 + 1,01.

8.2.3 Titrace fagaroninu oligonukleotidem nmycO1

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu nmyc01 o koncentraci 1,57 -10** mol-I.
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Graf ¢. 31 - NaméFena emisni spektra pri zvysSujici se koncentraci oligonukleotidu nmyc01

Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu nmycOl mirn€ klesala intenzita

fluorescence piku kolem 350 nm. Zaroven vyrazné klesala fluorescence pti 285 nm.

Bylo naméfeno, ze oligonukleotid nmycO1 interaguje s fagaroninem v poméru 1:3.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 14,82 + 1,60.
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8.2.4 Titrace fagaroninu oligonukleotidem nmycOlm

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu nmyc01m o koncentraci 1,57 -10* mol-I2.
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Graf €. 32 - Namérena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu nmyc01m
Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu nmycOlm mirn¢ klesala intenzita

fluorescence piku kolem 350 nm. Zaroven vyrazné klesala fluorescence pti 285 nm.

Bylo naméfeno, Ze oligonukleotid nmycO1lm interaguje s fagaroninem v poméru 1:3.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 14,36 + 1,04.

8.2.5 Titrace fagaroninu oligonukleotidem 22nt

Bylo titrovano roztokem oligonukleotidu 22nt o koncentraci 1,57 -10** mol-I.
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Graf ¢. 33 - NaméFena emisni spektra pri zvySujici se koncentraci oligonukleotidu 22nt
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Pii zvySujici se koncentraci oligonukleotidu 22nt mirné klesala intenzita fluorescence

piku kolem 350 nm. Zaroven vyrazné klesala fluorescence pti 285 nm.

Bylo naméifeno, Ze oligonukleotid 22nt interaguje s fagaroninem v pomeéru 1:3.

Asociacni konstanta pro tento pomér je 14,97 + 1,59.
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Diskuze

Metodou cirkularniho dichroismu byly méfeny spektra jednotlivych oligonukleotidt. Bylo
potvrzeno, ze oligonukleotid DL40 tvoii strukturu antiparalelntho G-kvadruplexu, ktery se
vyznacuje kladnymi piky pii 245 a 295 nm a zapornym pikem pii 265 nm.’34 Potvrzena byla
také struktura paralelniho G-kvadruplexu tvofeného oligonukleotidem GG1, ktery se vyznacuje
kladnym pikem pfi 265 nm a zdpornym pikem okolo 240 nm.’®™ I-motivy se vyznacuji v CD
spektru kladnym pikem okolo 290 nm a zapornym pikem pii 260 nm.” Tomuto faktu
odpovidaji vSechna tfi ndmi naméfend spektra i-motivl tvofena oligonukleotidy nmycO1,

nmycOlm a 22nt.

Z naméfenych CD spekter byly stanoveny teploty tani Cistych struktur a komplexti
s alkaloidy. VSechny naméfené hodnoty pro G-kvadruplexy jsou shrnuty v tabulce ¢. 21, pro

i-motivy v tabulce ¢. 22.

Teplota tani Cistého oligonukleotidu DL40 je 28,8 °C, zatimco druhy z G-kvadruplext
GGl ma teplotu tani 48,1 °C. Tento rozdil je zplsoben ptedevSim poctem kvartetl.
Oligonukleotid DL40 tvoii G-kvadruplex pouze se dvéma kvartety, proto je jeho stabilita
znaéné nizsi nez G-kvadruplexu GGI, ktery je tvofen tfemi kvartety. Bylo naméieno, ze
struktury obou G-kvadruplext byly stabilizovany v§emi tifemi alkaloidy. V obou ptipadech mél
nejvetsi stabilizacni vliv fagaronin, ktery stabilizoval paralelni G-kvadruplex o 18,9 °C
a antiparalelni o 28,2 °C. Divodem miize byt vysoce elektronegativni kyslik z OH skupiny,
ktery se dokaze pomoci vodikovych miistkii vazat na NH; skupiny guanini.®® Tyto vysledky
také potvrdily, Ze benzo[c]fenanthridinové alkaloidy maji vyrazny stabilizacni vliv na struktury
G-kvadruplexi, coz ve svém vyzkumu dokazali také Paroulek’® nebo Jarosova a spol.>%77
Protoberberinové alkaloidy escholidin a kolumbamin dosahovaly mensich stabiliza¢nich
ucinkt nez fagaronin, coz muze byt zpisobeno horsi planaritou téchto molekul. Escholidin
stabilizoval antiparalelni G-kvadruplex DL40 o 5,2 °C, zatimco paralelni GG1 pouze o 1,7 °C.
Kolumbamin stabilizoval G-kvadruplexy podstatné vice, pfedevS§im paralelni, u kterého byla
teplota tani zvysena o 27,5 °C. Takto vysoky stabiliza¢ni vliv protoberberinovym alkaloidem
je velice nevidany. V minulosti byly provedeny méfeni s mnoha alkaloidy patficich do této
skupiny, oviem nejvétsi stabilizaéni vliv méli korysamin (ATm ~ 8 °C)’® nebo berberin
(ATm ~ 16 °C)®. Divodem takto vysoké stabilizace miize byt jeho relativné planarni struktura
vzhledem Kk nékterym protoberberinovym alkaloidim a také vysoce elektronegativni kyslik

z OH skupiny, ktery mu umoziiuje vazat se na DNA prostiednictvim vodikovych mistki.
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Naopak velice nizkd stabilizace escholidinem mutize byt zplisobena pfitomnou methylovou

skupinou na dusiku, kterd vyrazn€ narusuje planaritu molekuly.

Vzorek Tm [°C] s [°C] ATm [°C]

&isty DL40 28,8 0,9 -

DL40 + ED 34,0 0,8 5,2
DL40 + KLB 39,7 0,6 10,9
DL40 + FAG 477 0,7 18,9
&isty GG1 48,1 0,4 -

GG1+ED 49,8 0,6 1,7
GGl + KLB 75,6 1,4 27,5
GGl + FAG 76,3 1,2 28,2

Tabulka €. 21 - Souhrn namérenych teplot tani pro G-kvadruplexy

Teplota tani i-motivu nmyc01 je 58,1 °C. Jeho mutovana verze nmyc0Olm ma teplotu
tani 55,8 °C. Tyto dva i-motivy se li§i pouze sloZenim smyc¢ky, kde nmyc01 ma ve smycce baze
TGCA, zatimco jeho mutovana verze pouze TTTT. Fujii a spol. dokazali, ze i-motivy se
smyckou sloZzenou pouze z thyminl jsou méné¢ stabilni neZ i-motivy, které maji ve své smycce
guaniny, které dokaZou strukturu stabilizovat tvorbou vodikovych mistkd.”® U tietiho
zkoumaného i-motivu 22nt byla naméiena teplota tani 51,5 °C. Po ptidani alkaloidi ke
strukturam i-motivu nebyla zména teploty tani vice nez 1 °C. V piipadé i-motivu 22nt byla
zvySena stabilita o 0,7 °C v kombinaci s escholidinem a snizena stabilita o 1,0 °C
s kolumbaminem. Ac¢koli oba tyto vysledky jsou statisticky vyznamné, rozdily jsou velice malé
a nemiZeme s jistotou fict, zda byla struktura opravdu stabilizovana, respektive
destabilizovana. V minulosti nebylo provedeno mnoho méfeni stabilizace i-motivia
protoberberinovymi ani benzo[c]fenanthridinovymi alkaloidy. Pagano a spol. ve studii z roku
2018 uvadi, Ze protoberberinovy alkaloid berberin nema stabilizacni ucinky na strukturu

i-motivu.?’ Tento vysledek potvrdili v roce 2021 Gargallo a spol.”
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Vzorek Tm [°C] s [°C] ATm [°C]

¢isty nmyc01 58,1 04 -

nmyc01 + ED 57,8 1,6 -0,3
nmycOl + KLB 58,3 04 0,2
nmyc0l + FAG 59,1 0,8 1,0
¢isty nmycOlm 55,8 0,9 -

nmyc0lm + ED 55,2 1,1 -0,6
nmycO0lm + KLB 55,0 0,3 -0,8
nmyc01lm + FAG 56,1 0,5 0,3
cisty 22nt 51,5 0,1 -

22nt + ED 52,2 0,5 0,7
22nt + KLB 50,5 0,5 -1,0
22nt + FAG 51,3 0,4 -0,2

Tabulka €. 22 - Souhrn namérenych teplot tani pro i-motivy

Titracemi alkaloidi byly stanoveny stechiometrické poméry a asociacni konstanty
K jednotlivym strukturam. Pfi titraci escholidinu slabl signal fluorescence s kazdym piidavkem
oligonukleotidu z divodu tvorby komplexu oligonukleotid:escholidin, ktery jiz nesvitil.
V nékterych piipadech doslo témér k Gplnému vymizeni fluorescence. Bylo naméteno, Ze se
escholidin vaze na struktury G-kvadruplexd i i-motivi Vv poméru 1:4 nebo 1:5. Navzdory takto
vysokému poméru nemél escholidin vyraznéjsi stabiliza¢ni vliv na zadnou strukturu vyjma
antiparalelnimu G-kvadruplexu DL40. Mizeme tedy konstatovat, ze fakt ze se alkaloid vaze na
nekanonickou strukturu automaticky neznamena, ze ovliviiuje také jeji stabilitu. Byly také
stanoveny asociacni konstanty pro odpovidajici stechiometrické poméry. Pro stechiometrii 1:1
vychazi logaritmus asociac¢ni konstanty ~ 4,5. VV minulosti bylo vydano jiz nékolik publikaci na

protoberberinové alkaloidy. U nékterych z nich byly namétfeny asocia¢ni konstanty nizsi nez

)78,81 )51’81.

V nasem piipadé¢ (jatrorrhzin, berberin , U jinych naopak vyssi (sanguinarin, koptizin

Protoberberinové alkaloidy se tedy vzajemné velice lisi afinitou k nekanonickym strukturam.
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Oligonukleotid Stechiometrie Log Ka

DL40 1:4 18,46 + 0,05
GG1 1:5 22,39+ 0,03
nmyc01 1:4 18,21 +0,17
nmyc01lm 1.5 22,61 +£0,08
22nt 1:4 17,64 £0,12

Tabulka €. 23 - Stechiometrické poméry a asociacni konstanty pro escholidin

Fagaronin se vaze na struktury G-kvadruplexi v poméru 1:4, zatimco na i-motivy
v poméru 1:3. Tento velky pomér DNA:fagaronin muize vysvétlovat vysokou stabilizaci
G-kvadruplexi naméfenou pomoci cirkuldrniho dichroismu. Pfi titrovani fagaroninu
oligonukleotidy nmyc01, nmycO1lm a 22nt mirné klesala fluorescence piku pii 350 nm. Toto
snizeni bylo nejpravdépodobné;ji zptisobeno tvorbou komplexu i-motiv:fagaronin. Toto statické
zhaSeni fluorescence muzeme lépe pozorovat pii 285 nm, kdy ve vSech spektrech klesla
intenzita signalu na nulu. Zajimavy vysledek byl pozorovan u titraci s G-kvadruplexy. Hlavni
pik kolem 350 nm s ptidavky oligonukleotidi DL40 i GG1 mirné rostl. Tento jev byl zptisoben
postupnou pfeménou iminiové formy fagaroninu na formu aminoalkoholu. Bhuiya a spol.
dokazali s jinym benzo[c]fenanthridinovym alkaloidem — chelerythrinem, Ze alkaloid ve formé
aminoalkoholu vykazuje vyssi fluorescenci nez v iminiové formé.8? Tato pfeména je mozna jiz
pti mirné bazickém pH a dochazi pii ni k navazani OH skupiny do struktury alkaloidu. Z tohoto

dtivodu byla pfeména pozorovana pouze u méteni G-kvadruplext, kde se pracovalo s pH 7.

Oligonukleotid Stechiometrie Log Ka
DL40 1:4 17,49 £ 0,96
GG1 1:4 17,32 +£1,01
nmyc01 1:3 14,82 +£1,60
nmyc0lm 1:3 14,36 £ 1,04
22nt 1:3 14,97 £1,59

Tabulka ¢. 24 - Stechiometrické poméry a asocia¢ni konstanty pro fagaronin
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Zavér
V této diplomové praci byla studovana interakce a stabilizace nekanonickych struktur
DNA (G-kvadruplex, i-motiv) srostlinnymi alkaloidy escholidinem, kolumbaminem
a fagaroninem. Tyto struktury plni na vlakn€ DNA ochranou funkci a pfedpoklada se, ze také
ovliviiuji pfepindni imunoglobulint. Pfi zvySeni jejich stability navic mohou znaéné ovlivnit
bézné bunécné procesy, jakymi jsou naptiklad transkripce nebo replikace DNA. Tuto
skute¢nost I1ze vyuzit v 1é€beé nddorového bujeni, které je pti omezené replikaci DNA velice

omezeno.

Bylo zjisténo, ze ob¢ struktury G-kvadruplexu byly stabilizovany vSemi tiemi alkaloidy.
V ptipadé paralelniho G-kvadruplexu tvofeného oligonukleotidem GGI1 méli vyrazny
stabiliza¢ni vliv kolumbamin a fagaronin. Escholidin stabilizoval tuto strukturu pouze nepatrn¢.
Antiparalelni G-kvadruplex tvofeny oligonukleotidem DL40 stabilizoval nejvice fagaronin,

zatimco escholidin nejmén¢.

U struktur i-motivt tvofenych oligonukleotidy nmycO1 a nmycOlm nebyla pozorovana
zaddna stabilizace, ackoli bylo dokazano, Ze vSechny tfi alkaloidy s témito strukturami
interaguji. U i-motivu 22nt byla prokazana zvysena stabilita komplexu s escholidinem a snizena
stabilita komplexu s kolumbaminem oproti Cisté struktufe. Oba tyto rozdily byly vsak velice

malé.

Fluorescencné¢ monitorovanymi titracemi bylo zjiSt€no, Ze se escholidin vaze na
nekanonické struktury v poméru 1:4 (DL40, nmycOl, 22nt) nebo 1:5 (GGI, nmycOlm).

Fagaronin preferuje pomér 1:3 s i-motivy a 1:4 s G-kvadruplexy.
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GG1
DL40
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nmyc0lm
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Seznam zkratek

Guanin

Cytosin

Adenin

Thymin

Escholidin

Kolumbamin

Fagaronin

Cirkuldrni dichroismus

Teplota tani

Asociacni konstanta

Oligonukleotid tvofici paralelni G-kvadruplex
Oligonukleotid tvofici antiparalelni G-kvadruplex
Oligonukleotid tvofici i-motiv

Oligonukleotid tvofici i-motiv

Oligonukleotid tvofici i-motiv
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