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Abstrakt 

Tato diplomová práce je zaměřena na stabilizaci nekanonických struktur DNA pomocí 

rostlinných alkaloidů. Zkoumány byly dva protoberberinové alkaloidy – escholidin  

a kolumbamin, a jeden benzo[c]fenanthridinový alkaloid – fagaronin. Mezi zkoumanými 

strukturami byl paralelní a antiparalelní G-kvadruplex a tři i-motivy. Teploty tání čistých 

struktur i komplexů s ligandem byly stanoveny pomocí cirkulárního dichroismu. Tyto hodnoty 

byly porovnány a byl zjištěn stabilizační účinek alkaloidu na příslušnou strukturu.  

Bylo zjištěno, že všechny alkaloidy stabilizují struktury G-kvadruplexů, přičemž 

fagaronin nejvíce a escholidin nejméně. Na žádný z i-motivů neměly alkaloidy výraznější 

stabilizační vliv. U escholidinu a fagaroninu byly také provedeny titrace k určení asociační 

konstanty a stechiometrického poměru, ve kterém se alkaloid na strukturu váže. Escholidin 

interaguje se strukturami v poměru 1:4 nebo 1:5. Fagaronin se na G-kvadruplexy váže v poměru 

1:4, zatímco na i-motivy v poměru 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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Úvod 

Alkaloidy jsou dusíkaté sloučeniny běžně se vyskytující v organismech. Dnes jich 

známe více než 6000 a najdeme je nejčastěji v rostlinách, případně také v živočiších nebo 

houbách.1 Jedná se o sekundární metabolity aminokyselin, které v organismech zastávají 

primárně ochranou funkci. Jelikož se jedná o zásadité molekuly, bývají zpravidla velice hořké 

a zároveň vysoce toxické.1,2 I přes to jsou díky jejich psychotropním a bioaktivním vlastnostem 

využívány od pradávna v lékařství.3 Mezi nejznámější alkaloidy, se kterými se můžeme setkat 

v běžném životě nebo našly uplatnění v lékařství, patří např. kofein, chinin, kokain nebo 

morfin.  

Mezi rostlinné alkaloidy patří mimo jiné skupiny protoberberinových  

a benzo[c]fenanthridinových alkaloidů. Tyto alkaloidy se hojně vyskytují v čeledích 

Papaveraceae (makovité)4, Ranunculaceae (pryskyřníkovité)5, Rutaceae (routovité)6, 

Annonaceae (láhevníkovité)7 a dalších. Po staletí se rostliny obsahující tyto alkaloidy využívaly 

jako sedativa a analgetika, v protizánětlivé léčbě nebo jako antimalarika.8-10  

Bylo dokázáno, že alkaloidy mohou interagovat s nukleovými kyselinami v jádrech 

živých buněk.11,12 Po interakci s DNA mohou ovlivnit její stabilitu, proto se terčem zájmu staly 

nekanonické struktury (G-kvadruplex, i-motiv), jejichž výskyt může ovlivňovat běžné buněčné 

procesy, jakými jsou transkripce či replikace.13 Zvýšení stability nekanonických struktur 

prostřednictvím rostlinných alkaloidů může vést k inhibici nádorového bujení. Z tohoto důvodu 

jsou již některé alkaloidy využívány jako doplňky při léčbě rakoviny. 13,14 
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 Teoretická část 

1 Alkaloidy 

1.1 Escholidin 

Escholidin je jeden z přírodních kvartérních alkaloidů vyskytujících se v rostlinách 

Eschscholzia californica (Sluncovka kalifornská) a Hunnemannia fumariifolia (Hunemanie).15 

Tyto rostliny patří do řádu makovitých a rostou ve vyšších nadmořských výškách Severní 

Ameriky. Již původní obyvatelé používali tyto byliny k přípravě extraktů a tinktur ke zlepšení 

kvality spánku. Dnes se využívají k výrobě sedativ či analgetik.10,16,17  

              

            Obrázek č. 1 - Sluncovka kalifornská
18

                       Obrázek č. 2- Hunemanie
19

 

Escholidin patří mezi protoberberinové alkaloidy, jejichž základem je tetracyklická 

struktura protoberberinu založena na systému dibenzo[a,g]chinolizidinu.20 Ze skupiny 

protoberberinů se ve výše zmíněných rostlinách nachází ještě alkaloidy koptizin, kryptopin 

nebo hunemanin. Vedle protoberberinových alkaloidů obsahují velké množství 

benzo[c]fenanthridinových alkaloidů, těmi nejběžnějšími jsou sanguinarin, chelirubin nebo 

makarpin.17,21 

  

Obrázek č. 3 - Struktura escholidinu 
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1.2 Kolumbamin 

Kolumbamin se stejně jako escholidin řadí mezi protoberberinové alkaloidy.  

 

Obrázek č. 4 - Struktura kolumbaminu 

Kolumbamin se přirozeně vyskytuje ve velkém množství rostlin. Například v čeledích 

Annonaceae (láhevníkovité)7,22,23, Ranunculaceae (pryskyřníkovité)5,24,25 Berberidaceae 

(dřišťálovité)26,27, , Menispermaceae (lunoplodovité)28 nebo Papaveraceae (makovité)4. 

Rostlina Coptis chinensis (Koptis čínský) z čeledi Ranunculaceae se využívá v tradiční čínské 

medicíně k léčbě hypertenze, zánětů či rakoviny.8 Je také složkou kůry stromu Enantia 

chlorantha z čeledi Annonaceae, jehož extrakt se využívá k léčbě malárie v afrických zemích.22 

V rostlinách se často vyskytuje s velice podobnými alkaloidy jatrorrhizinem a palmatinem.29 

Kolumbamin také inhibuje proliferaci nádorových buněk v kostních nádorech, jeví se tak jako 

potenciální cytostatikum, které na rozdíl od ostatních cytostatických alkaloidů není příliš 

toxické.30 

                   

                      Obrázek č. 5 - Koptis čínský
31

                         Obrázek č. 6 - Enantia chlorantha
32
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1.3 Fagaronin 

Fagaronin se řadí mezi benzo[c]fenanthridinové alkaloidy. Poprvé byl extrahován  

z kořenů africké rostliny Fagara zanthoxyloïdes, která patří do čeledi Rutaceae (routovité). 

V dnešní době existuje již spousta syntetických cest, kterými se tento alkaloid připravuje.6,9,33  

      

Obrázek č. 7 - Struktura fagaroninu                          Obrázek č. 8 - Fagara zanthoxyloïdes
34

 

Fagaronin dokáže interkalovat do struktury DNA a jeho vysoce elektronegativní kyslík 

z OH skupiny tvoří vodíkové vazby s NH2 skupinou guaninu. Po navázání na DNA inhibuje 

aktivitu topoizomerázy I i II. Pozornost se také upíná na elektrofilní iminiovou vazbu přítomnou 

v benzo[c]fenanthridinových alkaloidech, která by mohla hrát roli v tvorbě komplexů 

s DNA.35,36 Při pokusech na myších byly dokázány antileukemické účinky fagaroninu, a proto 

je testován jako léčivo proti rakovinným onemocněním.6 Na druhou stranu je cytotoxický  

a způsobuje rozpad chromozomů a ztrátu spermií.37 Fagaronin je také prokázaným 

antimalarikem proti rodům Plasmodium (zimničky).9,38 Podobné účinky jako fagaronin mají 

také jeho deriváty nitidin a etoxidin.35,39  

 

2 Deoxyribonukleová kyselina (DNA) 

Deoxyribonukleová kyselina je nositelkou genetické informace a řídí buněčné procesy  

u většiny organismů. Výjimkou jsou některé nebuněčné organismy, kde ji nahrazuje 

ribonukleová kyselina (RNA). Poprvé byla popsána Watsonem a Crickem v roce 1953.40 

Stavbu DNA můžeme rozdělit do několika úrovní. Primární strukturu tvoří pořadí 

nukleotidů v řetězci, které je zásadní pro informační vlastnosti DNA. Každý nukleotid se skládá 

z deoxyribózy, fosfátu a nukleové báze. Deoxyribóza je pentóza ve furanové formě. Přes uhlíky 

3' a 5' se na ni esterovou vazbou vážou fosfáty a tvoří tzv. cukr-fosfátovou kostru DNA. Na  

1' uhlík se váže pomocí N-glykosidové vazby nukleová báze. Nukleové báze jsou dusíkaté 
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heterocyklické sloučeniny, které mají purinový nebo pyrimidinový základ. Základní purinové 

báze jsou adenin (A) a guanin (G), pyrimidinové jsou thymin (T) a cytosin (C). 

Polynukleotidová vlákna drží při sobě díky vodíkovým můstkům, které jsou tvořeny mezi 

komplementárními dvojicemi nukleových bází. Adenin se vždy váže s thyminem a tvoří mezi 

sebou dva vodíkové můstky. Guanin se vždy váže s cytosinem a tvoří tři vodíkové můstky.41,42  

 

Obrázek č. 9 - Struktura DNA
43

 

Sekundární struktura popisuje tvar a uspořádání makromolekuly DNA. Základní 

uspořádání je dvoušroubovice. Tvoří ji dvě vlákna DNA, která jsou spojena antiparalelním 

způsobem (každé směřuje jiným směrem) a společně se obtáčí kolem osy. Nejběžnějším typem 

dvoušroubovice je B-DNA, která je pravotočivá a na jednu otočku připadá 10,5 bází. Mezi 

méně v organismech zastoupené typy patří A-DNA, která je také pravotočivá, ale oproti  

B-DNA je více plochá, a proto na jednu otočku připadá 11 bází. V těle se může vyskytovat také 

Z-DNA, která je oproti výše popsaným levotočivá. DNA se tvaruje ještě do vyšších terciárních 

struktur, tento proces se nazývá nadšroubovicové vinutí.42,44   

Mezi méně obvyklé struktury, které mohou vznikat pouze při specifických podmínkách, 

patří například G-kvadruplexy a i-motivy, které nazýváme nekanonické struktury.42  

 

2.1 G-kvadruplex 

G-kvadruplex se tvoří na vláknech DNA s vysokým podílem guaninu. Každý  

G-kvadruplex je tvořen dvěma nebo více guaninovými tetrádami (G-kvartet), které jsou 

naskládány nad sebou. G-kvartet tvoří čtyři guaniny, které jsou v planárním uspořádání. Každé 

dva sousední guaniny jsou vzájemně pootočeny o 90° a spojují je dva Watson-Crick-

Hoogsteenovy vodíkové můstky (Obrázek č. 10).13,42 



13 
 

                         

Obrázek č. 10 - G-kvartet
45

                        Obrázek č. 11 - Struktura G-kvadruplexu 

Stabilita G-kvadruplexu závisí na počtu G-kvartetů, kdy s rostoucím počtem roste také 

stabilita celé struktury. Vliv má také délka a složení smyček spojující jednotlivá vlákna.46  

Kromě samotné stavby G-kvadruplexu má velký vliv na stabilitu teplota a přítomnost Na+, K+ 

a NH4
+ iontů, které se obvykle nacházejí uvnitř samotné struktury. Menší sodné ionty se mohou 

vyskytovat v rovině G-kvartetu, větší draselné nebo amonné pouze mezi jednotlivými 

rovinami.42,46-48 Stabilitu mohou ovlivňovat také některé větší molekuly, jako například 

rostlinné alkaloidy a jejich deriváty.49-51 

Podle seskupení můžeme rozlišit více druhů G-kvadruplexů. V závislosti na tom, kolik 

různých molekul DNA ho tvoří, rozlišujeme, intramolekulární, bimolekulární  

a tetramolekulární G-kvadruplexy. V intramolekulární struktuře tedy najdeme tři smyčky 

spojující jednotlivá vlákna, v bimolekulární dvě a v tetramolekulární žádnou, protože každé 

vlákno pochází z jiné molekuly DNA (Obrázek č. 12).46,52  

 

Obrázek č. 12 - Struktura intramolekulárního, bimolekulárního a tetramolekulárního  

G-kvadruplexu 
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Rozlišujeme tři typy smyček. Smyčka externí spojuje sousední vlákna v paralelním 

uspořádání, laterální v antiparalelním a smyčka diagonální spojuje protilehlá vlákna také 

v antiparalelním uspořádání. Orientace vlákna se popisuje od konce 5' po konec 3'. Paralelní  

G-kvadruplexy mají všechna vlákna se stejnou orientací, zatímco antiparalelní mají alespoň 

jedno vlákno s opačnou (Obrázek č. 13).47,53 

 

Obrázek č. 13 - Znázornění antiparalelního a paralelního G-kvadruplexu s popsanými 

smyčkami 

G-kvadruplexy přítomné v živém organismu splňují několik funkcí. Jejich vysoká 

koncentrace na telomerách reguluje jejich délku a zároveň chrání jejich konce.54-56 Předpokládá 

se, že hrají také roli při přepínání typu imunoglobulinů.57 Přítomnost  

G-kvadruplexů na vlákně DNA může ovlivňovat také běžné buněčné procesy, jakými jsou 

například transkripce nebo replikace. Při dostatečné stabilizaci G-kvadruplexu jsou tyto procesy 

výrazně omezeny, což vede k inhibici dělení genetické informace a s tím i souvisejícího 

buněčného dělení. Z tohoto důvodu jsou G-kvadruplexy terčem výzkumu při hledání nových 

protinádorových léčiv.14,58  

 

2.2 I-motiv 

I-motivy se tvoří na sekvencích DNA bohatých na cytosin, vznikají tedy na vláknech 

komplementárních k G-kvadruplexům. Strukturu i-motivu tvoří dva paralelní duplexy, které 

jsou do sebe interkalovány antiparalelně. Jednotlivá vlákna jsou pospojována smyčkami, jejichž 

počet se odvíjí od typu i-motivu (intramolekulární, bimolekulární a tetramolekulární) stejně 

jako tomu je u G-kvadruplexů.42,59-61  
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Obrázek č. 14 - Struktura i-motivu 

Vazbu mezi cytosiny tvoří tři vodíkové můstky, k jejichž vzniku je potřeba, aby jeden 

z nich byl v protonované formě (Obrázek č. 15). To je důvod, proč je tvorba i-motivů vysoce 

závislá na přítomném pH. Struktura dokáže existovat pouze v kyselých podmínkách, jelikož 

kolem pH 6,2 - 6,5 se cytosin deprotonuje, zanikají vodíkové můstky a tím i celá struktura.61,62 

 

Obrázek č. 15 - Znázornění vazby mezi dvěma cytosiny 

Krom pH má velký vliv na stabilitu i-motivu teplota, která také ovlivňuje vznik a zánik 

vodíkových můstků. Studie prokázaly, že stabilitu ovlivňují také smyčky, konkrétně jejich 

délka a nukleotidové složení. Brooks ve výzkumu z roku 2010 tvrdí, že s delší smyčkou roste 

také stabilita struktury.63 Ovšem Gurung ve výzkumu z roku 2015 tento fakt vyvrací a říká, že 

i-motivy s kratší smyčkou jsou stabilnější.64 



16 
 

Jelikož i-motivy potřebují k existenci kyselé podmínky, předpokládalo se, že nemohou 

existovat ve fyziologickém pH, a tak jim nebyla věnována taková pozornost jako  

G-kvadruplexům. Nedávné studie ovšem zjistily přítomnost i-motivů jak ve fyziologickém pH, 

tak v nádorových buňkách, ve kterých může pH klesnout až na hodnotu 6,2. V posledních letech 

se tedy staly atraktivním cílem výzkumu.60,65,66  

I-motiv stejně jako G-kvadruplex ovlivňuje funkci enzymů (helikáza, telomeráza) 

v živých organismech, což má vliv na replikaci či transkripci DNA. Předpokládá se, že i-motivy 

také ovlivňují regulaci a expresi genů.66,67  

 

3 Využité metody 

3.1 Fluorescenční spektroskopie 

Luminiscence je záření, které vzniká při zářivém přechodu elektronu z excitované 

hladiny do základní. Luminiscenční záření můžeme rozdělit na fluorescenci a fosforescenci. 

Fluorescence je přechod elektronu mezi singletovými stavy. Singletový stav je takový, kde má 

excitovaný i neexcitovaný elektron opačný spin. Excitovaný tak může sestoupit na nižší 

hladinu, aniž by byl porušen Pauliho vylučovací princip. Děje se tomu velice rychle, řádově  

10-7-10-9 s. Fluorescence dostala název podle minerálu fluoritu, u kterého byl tento jev poprvé 

zpozorován.68 

Fosforescence je jev, při kterém přechází elektron z tripletového (metastabilního) stavu 

na základní hladinu. Takový elektron nemůže sestoupit ihned, jako tomu bylo u fluorescence, 

protože má stejný spin jako elektron v základní hladině a byl by tak porušen Pauliho vylučovací 

princip. Excitovaný elektron musí prvně změnit svůj spin a až poté může sestoupit, proto 

fosforescence trvá 10-3-103 s. Oba tyto jevy popisuje Jablonského diagram (Obrázek č. 16).68 
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Obrázek č. 16 - Jablonského diagram 

Ne všechny látky mohou fluoreskovat. Ty, které toho jsou schopné, nazýváme 

fluorofory. Fluorofory jsou látky, které bývají zpravidla planární a aromatické. Z tohoto důvodu 

je fluorescence pozorována především u organických látek. Prvním pozorovaným fluoroforem 

byl již v polovině 19. století chinin, který je obsažen například v toniku. Také další fluorofory 

lze potkat v běžném životě. Například fluoreskující látky v barvivech, fluorescein či rhodamin 

v nemrznoucích směsích nebo fosforeskující látky v signalizačních a reflexních nátěrech. Lze 

je využít také jako fluorescenční značky při značení molekul.68  

Podle způsobu excitace můžeme rozlišit více druhů luminiscence:68 

fotoluminiscence - luminiscence vyvolání elektromagnetickým zářením 

elektroluminiscence - luminiscence vyvolána průchodem proudu 

chemiluminiscence - luminiscence vyvolána chemickou reakcí 

termoluminiscence - luminiscence vyvolána zvýšením teploty 

triboluminiscence - luminiscence vyvolána mechanicky 

radioluminiscence - luminiscence vyvolána ionizujícím zářením 

Fluorofor charakterizují dvě spektra – excitační a emisní. Excitační spektrum je měřeno 

při konstantní emisní vlnové délce a udává, při jakých vlnových délkách je fluorofor excitován 

a zároveň která z nich je k excitací nejúčinnější (vlnová délka maxima). Excitační spektrum je 

častokrát velice podobné absorpčnímu spektru. Emisní spektrum je měřeno při konstantní 

vlnové délce budícího záření a znázorňuje emitované vlnové délky s odpovídající intenzitou. 

Bývá zpravidla zrcadlovým obrazem excitačního spektra. Tyto spektra charakterizuje také 
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Stokesův posun, který udává rozdíl mezi vlnovou délkou maxima excitačního a emisního 

spektra.68 

 

Obrázek č. 17 - Excitační a emisní spektrum 

Každý fluorofor má odpovídající kvantový výtěžek ( ), který udává, s jakou 

pravděpodobností bude absorbovaný foton opět vyzářen. Může nabývat hodnot 0-1 a lze ho 

vypočítat jako poměr emitovaných fotonů ku absorbovaným. Čím vyšší má fluorofor kvantový 

výtěžek, tím je účinnější. Jedním z nejúčinnějším je například fluorescein, jehož kvantový 

výtěžek se blíží jedné.68 

       𝜑 =
𝑁𝑒𝑚

𝑁𝑎𝑏𝑠
                                                      (1) 

Fluorofor může být charakterizován také dobou života fluorescence, která udává střední 

hodnotu, jak dlouho se elektron nachází v excitovaném stavu. Tento jev se využívá v metodě 

časově rozlišené fluorescence, která zobrazuje pokles intenzity fluorescence v čase.  

𝐼𝑡 = 𝐼0𝑒
−𝑡

𝜏⁄                                                        (2) 

 𝐼𝑡 - Intenzita fluorescence v čase t 

 𝐼0 - Intenzita fluorescence v čase 0 

 𝜏 - Střední doba života fluorescence 

Intenzitu fluorescence lze vyhodnotit také pomoci Bougher-Lambert-Beerova zákona. 

𝐼𝐹 = 𝑘 ∙ 𝐼0 ∙ (1 − 10−𝜀∙𝑏∙𝑐 )                                     (3) 

 𝐼𝐹 - Intenzita fluorescence 

 𝑘 - Konstanta zahrnující podmínky měření 
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 𝐼0 - Intenzita budícího záření 

 

Instrumentace 

 Přístroje sloužící k měření fluorescence se nazývají spektrofluorimetry. Obsahují zdroj 

záření, ze kterého putuje polychromatické světlo na excitační monochromátor. Excitační záření 

dopadá na vzorek v kyvetě a fluorescence je pozorována pod úhlem 90°. Fluorescenční záření 

putuje přes emisní monochromátor na fotonásobič, kde se násobí jeho intenzita a je 

zaznamenáván signál. 

 

Obrázek č. 18 - Schéma spektrofluorimetru 

 

3.2 Cirkulární dichroismus (CD) 

Některé molekuly mohou obsahovat chirální centra, což jsou atomy, v případě 

organických molekul uhlíky, na které jsou v tetraedrickém uspořádání navázány čtyři různé 

substituenty. Substituenty mohou být poskládány na chirálním atomu v uspořádání R nebo S, 

což z nich dělá opticky aktivní molekuly. Tyto molekuly nazýváme enantiomery a jsou si 

navzájem zrcadlovým obrazem. Chirální molekuly stáčejí rovinu polarizovaného světla, což se 

využívá při získávání strukturních vlastností organických molekul.69  
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Elektromagnetické záření je příčné vlnění složené z magnetické a elektrické složky. 

Magnetickou složku popisuje vektor magnetické indukce a elektrickou složku vektor 

elektrického pole. Tyto vektory jsou navzájem kolmé a kmitají kolmo na směr šíření vlny. 

Běžné elektromagnetické záření kmitá ve všech směrech, proto se v CD spektroskopii využívá 

polarizátorů, které propustí pouze záření kmitající v jedné rovině – polarizované světlo. To se 

dá rozložit na kruhově polarizované složky – pravotočivou a levotočivou. V případě, že jsou 

obě tyto složky absorbovány stejně, jedná se o rovinně polarizované světlo. Ovšem opticky 

aktivní molekuly mohou absorbovat tyto složky rozdílně a získáváme tak elipticky polarizované 

světlo.69,70 

 

Obrázek č. 19 - Vznik elipticky polarizovaného světla 

 

CD spektroskopie využívá rozdílné absorpce pravotočivé a levotočivé složky 

polarizovaného záření. Tento rozdíl se dá vyjádřit jako rozdíl molárních absorpčních 

koeficientů. 

∆𝜀 = 𝜀𝑅 − 𝜀𝐿 =
(𝐴𝑅−𝐴𝐿)

𝑏∙𝑐
         [dm3·mol−1·cm−1]          (4) 

 Nejčastěji se CD signál vyjadřuje v jednotkách elipticity (𝜃), kterou lze vypočítat jako 

tangentu hlavní a vedlejší poloosy elipsy. Tyto poloosy vyjadřují součet a rozdíl molárních 

absorpčních koeficientů.70 

𝜃 =
𝜀𝑅−𝜀𝐿

𝜀𝑅+𝜀𝐿
                          [mdeg]                          (5) 

Tento vztah jde pro výpočetní účely zjednodušit na tvar: 
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𝜃 = 32,98 ∙ ∆𝐴                       [mdeg]                         (6) 

CD spektroskopie se využívá společně s NMR spektroskopií a RTG krystalografií ke 

studiu struktury molekul. Jelikož opticky neaktivní molekuly neposkytují CD signál, využívá 

se také ke studiu interakce molekul a zkoumání termodynamických vlastností biomolekul. 

Instrumentace 

CD spektrometry jsou vybaveny zdrojem polychromatického záření. To putuje přes 

monochromátor a polarizátor ke vzorku v kyvetě. Kyvetový prostor je vybaven termostatem  

a magnetickým mícháním. Pravotočivá i levotočivá složka světla je zaznamenávána na 

fotonásobiči. 
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 Experimentální část 
4 Použité přístroje 
 

CD spektrometr J-815, JASCO, Japonsko 

• kontinuální xenonová výbojka (450 W) 

• detektor: fotonásobič 

• mřížkový monochromátor 

• prostor pro kyvetu s termostatem a magnetickým mícháním 

• rozsah vlnových délek 163-1100 nm 

• rychlost snímání 1-10000 nm·min-1 

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

• kontinuální (150 W) a záblesková (7 W) xenonová výbojka 

• detektor: fotonásobič 

• 2 mřížkové monochromátory 

• rozsah vlnových délek 220-850 nm 

• rychlost snímání 3-6000 nm·min-1 

 

5 Použité chemikálie 
 

Oligonukleotidy: 

• DL40 (5'-GGTTTTGGCAGGGTTTTGGT-3'), HPLC čistota, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

• GG1 (5'-GGGCGGGCGCGAGGGAGGGT-3'), HPLC čistota, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

• nmyc01 (5'-ACCCCCTGCATCTGCATGCCCCCTCCCACCCCCT-3'), 

HPLC čistota, Thermo Fisher Scientific, USA 

• nmyc01m (5'-ACCCCCTGCATCTTTTTGCCCCCTCCCACCCCCT-3'), 

HPLC čistota, Thermo Fisher Scientific, USA 

• 22nt (5'-CCCTAACCCTAACCCTAACCCT-3'), HPLC čistota, Thermo Fisher 

Scientific, USA 
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Alkaloidy: 

• Escholidin (C20H18NO4
+), Lékařská fakulta, Masarykova univerzita, Brno 

• Kolumbamin chlorid (C20H20ClNO4+), Lékařská fakulta, Masarykova 

univerzita, Brno  

• Fagaronin (C21H20NO4
+), Lékařská fakulta, Masarykova univerzita, Brno 

Ostatní chemikálie:  

• Chlorid draselný (KCl), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká republika 

• Hydrogenfosforečnan draselný (K2HPO4), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká republika 

• Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká 

republika 

• Kyselina chlorovodíková (HCl), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká republika 

• Trihydrát octanu sodného (CH3COONa·3H2O), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká 

republika 

• Kyselina octová (CH3COOH), p.a., Lach-ner, s.r.o., Česká republika 

 

6 Metodika 

6.1 Příprava roztoků 

Roztok escholidinu 

Ve fosfátovém pufru s přídavkem 10% methanolu bylo rozpuštěno 7,7 mg escholidinu. Roztok 

byl kvantitativně převeden do odměrné baňky a doplněn po rysku. Výsledná koncentrace 

escholidinu byla 7·10-4 mol·l-1. 

Roztok kolumbaminu 

Ve vodě bylo rozpuštěno takové množství kolumbamin chloridu, že jeho výsledná koncentrace 

byla 1,4·10-4 mol·l-1. 

Roztok fagaroninu 

V 10 ml methanolu bylo rozpuštěno 1,08 mg fagaroninu. Výsledná koncentrace byla 3,11·10-4 

mol·l-1. 
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Fosfátový pufr pH 7 

Ve vodě bylo rozpuštěno 1,1582 g K2HPO4, 0,6460 g KH2PO4 a 0,7634 KCl. Pomocí HCl bylo 

upraveno pH na 7 a roztok byl kvantitativně převeden do 50 ml odměrné baňky a doplněn po 

rysku. 

Acetátový pufr pH 5 

Ve vodě bylo rozpuštěno 1,3580 g CH3COONa·3H2O. Pomocí CH3COOH bylo upraveno pH 

na 5 a roztok byl kvantitativně převeden do 50 ml odměrné baňky a doplněn po rysku. 

Roztoky oligonukleotidů 

Oligonukleotidy byly rozpuštěny ve vodě. Jejich výsledné koncentrace byly: 

cDL40 = 2,5·10-4 mol·l-1 

cGG1 = 2,39·10-4 mol·l-1 

cnmyc01 = 1·10-4 mol·l-1 

cnmyc01m = 2,5·10-4 mol·l-1 

c22nt = 1·10-4 mol·l-1 

 

6.2 Postup měření 

6.2.1 Teplota tání oligonukleotidů 

K určení teploty tání oligonukleotidů bylo využito metody cirkulárního dichroismu. 

Struktury G-kvadruplexů (DL40, GG1) byly připraveny ve vodě s přídavkem fosfátového pufru 

o pH 7 tak, aby výsledná koncentrace draselných iontů byla 0,005 mol·l-1. Výsledná 

koncentrace oligonukleotidu byla 2·10-6 mol·l-1 a alkaloidu 8·10-6 mol·l-1. Vzorek byl připraven 

do výsledného objemu 2 ml.  

Struktury i-motivů (nmyc01, nmyc01m, 22nt) byly připraveny v acetátovém pufru  

o koncentraci 2·10-6 mol·l-1 do celkového objemu 2 ml. Koncentrace alkaloidu byla opět  

8·10-6 mol·l-1. Všechny vzorky byly před samotným měřením zahřáty na 95 °C a poté 

ponechány k samovolnému ochlazení, aby byla zajištěna přítomnost dostatečného množství 

pozorované struktury.  
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Vzorek byl převeden do křemenné kyvety a vložen do CD spektrometru. Kyvetový 

prostor je vybaven termostatem a magnetickým míchadlem. Do kyvety byl přes víčko zaveden 

teploměr, který zaznamenával reálnou teplotu vzorku během měření.  

Jako první bylo naměřeno CD spektrum oligonukleotidu při 20 °C, aby byla potvrzena 

přítomnost pozorované struktury a zároveň k určení vlnové délky, při které CD signál dosahuje 

maximální intenzity. Poté byl CD spektrometr nastaven na zjištěnou vlnovou délku  

a oligonukleotid byl proměřen mezi 15-95 °C. Nárůst teploty byl nastaven na 1 °C/min, přičemž 

CD signál byl zaznamenán každých 0,2 °C. Stejné měření bylo provedeno také opačným 

směrem, kdy nebyl vzorek zahříván, ale chlazen, aby byl vyloučen vliv hystereze. Pro každý 

čistý oligonukleotid byla provedena nejméně dvě taková měření, pro komplex s alkaloidem 

nejméně šest měření. 

Každé měření poskytlo esovitou křivku závislosti CD signálu na teplotě při odpovídající 

vlnové délce (261 nm pro paralelní G-kvadruplex, 291 nm pro antiparalelní G-kvadruplex  

a 287 nm pro i-motiv). Esovitá křivka byla v programu Matlab proložena přímkami 

v základních liniích a pomocí funkce Fraction, vytvořené Dr. Gargallem, byly vypočteny 

termodynamické parametry.71,72 Z těchto hodnot byla pomocí vzorce 7 vypočtena teplota tání 

daného oligonukleotidu. Teplota tání oligonukleotidu je teplota, při níž zaniklo právě 50 % 

sledované struktury. Tato teplota odpovídá inflexnímu bodu esovité křivky.  

𝑇𝑚 =
∆𝐻°

∆𝑆°
                           [K]                        (7) 

 

6.2.2 Stanovení stechiometrie komplexu DNA:ligand a asociační konstanty 

Do kyvety bylo připraveno 600 µl roztoku alkaloidu (escholidin o koncentraci  

3·10-5 mol·l-1, fagaronin 5·10-5 mol·l-1). Roztok také obsahoval KCl o koncentraci  

0,005 mol·l-1 a pufr o koncentraci 0,01 mol·l-1 (fosfátový pufr o pH 7 pro struktury  

G-kvadruplexu, acetátový pufr o pH 5 pro struktury i-motivu).  

Ve vialce byl připraven roztok oligonukleotidu o takové koncentraci, aby po posledním 

přídavku tohoto roztoku do kyvety byla koncentrace oligonukleotidu přibližně stejná jako 

koncentrace alkaloidu. Roztok oligonukleotidu také obsahoval alkaloid, KCl i pufr o stejné 

koncentraci jako v roztoku alkaloidu, aby se neměnila jejich koncentrace v kyvetě. 
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Jako první bylo změřeno fluorescenční spektrum čistého roztoku alkaloidu. Poté byl 

roztok alkaloidu titrován roztokem oligonukleotidu a po každém přídavku bylo změřeno 

fluorescenční spektrum.  

Všechna spektra byla převedena do programu Matlab, kde byly pomocí funkce equispec 

proloženy křivkami odpovídajícím jednotlivým stechiometrickým poměrům. Metodou 

nejmenších čtverců bylo vybráno nejlepší proložení a tím byl určen stechiometrický poměr 

komplexu DNA:ligand. Funkce vypočítala také asociační konstantu. 

 

 

 

7 Stanovení teploty tání oligonukleotidů 

7.1 Oligonukleotid DL40 

Oligonukleotid DL40 tvoří strukturu antiparalelního G-kvadruplexu, který je složen ze 

dvou G-kvartetů. Jeho CD spektrum tvoří kladný pík okolo 295 nm, záporný pík okolo 265 nm 

a menší kladný pík okolo 245 nm. Pro výpočet teploty tání byly zaznamenávány hodnoty 

elipticity při 291 nm. 

 

Graf č. 1 - CD spektrum DL40 při 20 °C 

Hodnoty elipticity v závislosti na teplotě byly v programu Matlab proloženy přímkami 

v základních liniích. Funkcí Fraction byly vypočteny termodynamické parametry křivky  
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a z nich byla vypočtena teplota tání dané sktruktury. Dále byla vykreslena esovitá křivka tání, 

která znázorňuje podíl nerozpletené DNA v závislosti na teplotě.  

 

Graf č. 2 a 3 - Naměřená křivka proložena přímkami v základních liniích a esovitá křivka tání 

sledované struktury 

Teplota tání čistého DL40 byla změřena dvakrát.  

Chyba měření je uváděna jako směrodatná odchylka (s). 

Teploty v tabulkách jsou uváděny ve °C. 

Tm1  Tm2  T̃m  s  

28,1 29,4 28,8 0,9 

Tabulka č. 1 - Teplota tání pro čistý DL40 

 

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem escholidinem 

Teplota tání oligonukleotidu DL40 s escholidinem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

32,7 34,0 35,3 34,1 33,7 33,9 34,0 0,8 5,2 

Tabulka č. 2 - Naměřené teploty tání pro komplex DL40 + ED 

Pomocí vzorce 8 byl u každého měření vypočten počet stupňů volnosti, abychom získali 

kritickou hodnotu t-testu. Tato hodnota byla porovnána s výslednou hodnotou t-testu (vzorec 

9). Tento test slouží k porovnání dvou výsledků. 



28 
 

𝜈 =
(

𝑠1
2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2
)

2

1

𝑛1−1
(

𝑠1
2

𝑛1
)

2

+
1

𝑛2−1
(

𝑠2
2

𝑛2
)

2                                                 (8) 

 

𝑡 =  
|𝑥1−𝑥2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|28,8−34,0|

√0,92

2
+

0,82

6

= 7,72 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,2 = 4,30                                                                      (9) 

Teplota tání komplexu DL40 + escholidin je o 5,2 °C vyšší než teplota tání čistého 

DL40. T-test test prokázal, že tato změna je statisticky významná a escholidin tak stabilizuje 

strukturu antiparalelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem DL40. 

 

Graf č. 4- Porovnání esovitých křivek tání čistého DL40 a komplexu DL40 + ED (měření 2) 

 

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem kolumbaminem 

Teplota tání oligonukleotidu DL40 s kolumbaminem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

40,1 40,2 40,1 38,9 39,0 39,9 39,7 0,6 10,9 

Tabulka č. 3 - Naměřené teploty tání pro komplex DL40 + KLB 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|28,8 − 39,7|

√0,92

2
+

0,62

6

= 15,98 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,1 = 12,71  
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Teplota tání komplexu DL40 + kolumbamin je o 10,9 °C vyšší než teplota tání čistého 

DL40. T-test test dokázal, že tato změna je statisticky významná a kolumbamin tak stabilizuje 

strukturu antiparalelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem DL40. 

 

Graf č. 5- Porovnání esovitých křivek tání čistého DL40 a komplexu DL40 + KLB (měření 6) 

 

Interakce oligonukleotidu DL40 s alkaloidem fagaroninem 

Teplota tání oligonukleotidu DL40 s fagaroninem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

47,2 48,5 47,8 48,5 47,5 46,9 47,7 0,7 18,9 

Tabulka č. 4 - Naměřené teploty tání pro komplex DL40 + FAG 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|28,8 − 47,7|

√0,92

2
+

0,72

6

= 27,09 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,1 = 12,71  

Teplota tání komplexu DL40 + fagaronin je o 18,9 °C vyšší než teplota tání čistého 

DL40. T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a fagaronin tak stabilizuje 

strukturu antiparalelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem DL40. 
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Graf č. 6- Porovnání esovitých křivek tání čistého DL40 a komplexu DL40 + FAG (měření 3) 

 

7.2 Oligonukleotid GG1 

Oligonukleotid GG1 tvoří strukturu paralelního G-kvadruplexu, který je složen ze tří  

G-kvartetů. Jeho CD spektrum tvoří kladný pík okolo 265 nm a menší záporný pík okolo 240-

245 nm. Pro výpočet teploty tání byly zaznamenávány hodnoty elipticity při 261 nm. 

 

Graf č. 7- CD spektrum GG1 při 20 °C 
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Teplota tání čistého GG1 byla změřena třikrát.  

Tm1  Tm2 Tm3  T̃m  s  

47,6 48,3 48,4 48,1 0,4 

Tabulka č. 5 - Teplota tání pro čistý GG1 

 

Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem escholidinem 

Teplota tání oligonukleotidu GG1 s escholidinem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

49,6 48,9 50,4 49,3 50,4 50,4 49,8 0,6 1,7 

Tabulka č. 6 - Naměřené teploty tání pro komplex GG1 + ED 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|48,1 − 49,8|

√0,42

3
+

0,62

6

= 5,05 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,6 = 2,45  

Teplota tání komplexu GG1 + escholidin je o 1,7 °C vyšší než teplota tání čistého GG1. 

T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a escholidin tak stabilizuje strukturu 

paralelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem GG1. 

 

Graf č. 8 - Porovnání esovitých křivek tání čistého GG1 a komplexu GG1 + ED (měření 1) 
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Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem kolumbaminem 

Teplota tání oligonukleotidu GG1 s kolumbaminem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

77,8 74,3 76,6 74,6 75,3 74,9 75,6 1,4 27,5 

Tabulka č. 7 - Naměřené teploty tání pro komplex GG1 + KLB 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|48,1 − 75,6|

√0,42

3
+

1,42

6

= 44,61 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,6 = 2,45  

Teplota tání komplexu GG1 + kolumbamin je o 27,5 °C vyšší než teplota tání čistého 

GG1. T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a kolumbamin tak stabilizuje 

strukturu paralelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem GG1. 

 

Graf č. 9 - Porovnání esovitých křivek tání čistého GG1 a komplexu GG1 + KLB (měření 5) 

 

 

 

 

 



33 
 

Interakce oligonukleotidu GG1 s alkaloidem fagaroninem 

Teplota tání oligonukleotidu GG1 s fagaroninem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

76,8 76,0 76,2 78,5 75,3 75,2 76,3 1,2 28,2 

Tabulka č. 8 - Naměřené teploty tání pro komplex GG1 + FAG 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|48,1 − 76,3|

√0,42

3
+

1,22

6

= 52,07 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,7 = 2,37  

Teplota tání komplexu GG1 + fagaronin je o 28,2 °C vyšší než teplota tání čistého GG1. 

T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a fagaronin tak stabilizuje strukturu 

paralelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem GG1. 

 

Graf č. 10 - Porovnání esovitých křivek tání čistého GG1 a komplexu GG1 + FAG (měření 2) 

 

7.3 Oligonukleotid nmyc01 

Oligonukleotid nmyc01 tvoří strukturu i-motivu. Jeho CD spektrum tvoří kladný pík 

okolo 285-290 nm a menší záporný pík okolo 260 nm. Pro výpočet teploty tání byly 

zaznamenávány hodnoty elipticity při 287 nm. 
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Graf č. 11 - CD spektrum nmyc01 při 20 °C 

 

Teplota tání čistého nmyc01 byla změřena dvakrát.  

Tm1  Tm2  T̃m  s  

58,4 57,8 58,1 0,4 

Tabulka č. 9 - Teplota tání pro čistý nmyc01 

 

Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem escholidinem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01 s escholidinem byla změřena osmkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  Tm7 Tm8 T̃m  s  ΔTm  

57,7 55,8 57,4 55,3 58,6 59,6 58,3 59,7 57,8 1,6 -0,3 

Tabulka č. 10 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01 + ED 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|58,1 − 57,8|

√0,42

2
+

1,62

8

= 0,47 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,8 = 2,31  

Teplota tání komplexu nmyc01 + escholidin je o 0,3 °C nižší než teplota tání čistého 

nmyc01. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a escholidin tak nemá vliv na 

stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01. 
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Graf č. 12 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01 a komplexu nmyc01 + ED  

(měření 7) 

 

Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem kolumbaminem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01 s kolumbaminem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

59,0 58,3 58,0 58,6 57,8 58,3 58,3 0,4 0,2 

Tabulka č. 11 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01 + KLB 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|58,1 − 58,3|

√0,42

2
+

0,42

6

= 0,61 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,2 = 4,30 

Teplota tání komplexu nmyc01 + kolumbamin je o 0,2 °C vyšší než teplota tání čistého 

nmyc01. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a kolumbamin tak nemá vliv 

na stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01. 
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Graf č. 13 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01 a komplexu nmyc01 + KLB  

(měření 2) 

 

Interakce oligonukleotidu nmyc01 s alkaloidem fagaroninem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01 s fagaroninem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

60,2 59,2 58,1 58,7 58,6 60,1 59,1 0,8 1,0 

Tabulka č. 12 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01 + FAG 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|58,1 − 59,1|

√0,42

2
+

0,82

6

= 2,31 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,4 = 2,78  

Teplota tání komplexu nmyc01 + fagaronin je o 1,0 °C vyšší než teplota tání čistého 

nmyc01. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a fagaronin tak nemá vliv na 

stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01. 



37 
 

 

Graf č. 14 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01 a komplexu nmyc01 + FAG  

(měření 2) 

 

7.4 Oligonukleotid nmyc01m 

Oligonukleotid nmyc01m tvoří strukturu i-motivu. Od oligonukleotidu nmyc01 se liší 

stavbou smyčky. Zatímco smyčka nmyc01 má složení GCAT, nmyc01m je mutovaný a jeho 

smyčka má složení TTTT. Jeho CD spektrum tvoří kladný pík okolo 285-290 nm a menší 

záporný pík okolo 260 nm. Pro výpočet teploty tání byly zaznamenávány hodnoty elipticity při 

287 nm. 

 

Graf č. 15 - CD spektrum nmyc01m při 20 °C 
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Teplota tání čistého nmyc01m byla změřena čtyřikrát.  

Tm1  Tm2  Tm3 Tm4 T̃m  s  

55,2 54,8 56,5 56,5 55,8 0,9 

Tabulka č. 13 - Teplota tání pro čistý nmyc01m 

 

Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem escholidinem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01m s escholidinem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

55,5 53,9 54,7 54,3 55,8 56,8 55,2 1,1 -0,6 

Tabulka č. 14 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01m + ED 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|55,8 − 55,2|

√0,92

4
+

1,12

6

= 0,94 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,7 = 2,37  

Teplota tání komplexu nmyc01m + escholidin je o 0,6 °C nižší než teplota tání čistého 

nmyc01m. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a escholidin tak nemá vliv 

na stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01m. 

 

Graf č. 16 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01m a komplexu nmyc01m + ED 

(měření 5) 
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Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem kolumbaminem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01m s kolumbaminem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

54,9 55,0 54,8 55,4 54,6 55,1 55,0 0,3 -0,8 

Tabulka č. 15 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01m + KLB 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|55,8 − 55,0|

√0,92

4
+

0,32

6

= 1,72 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,1 = 12,71  

Teplota tání komplexu nmyc01m + kolumbamin je o 0,8 °C nižší než teplota tání čistého 

nmyc01m. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a kolumbamin tak nemá 

vliv na stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01m. 

 

Graf č. 17 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01m a komplexu nmyc01m + KLB 

(měření 2) 
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Interakce oligonukleotidu nmyc01m s alkaloidem fagaroninem 

Teplota tání oligonukleotidu nmyc01m s fagaroninem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

56,8 56,4 55,4 56,2 56,0 55,8 56,1 0,5 0,3 

Tabulka č. 16 - Naměřené teploty tání pro komplex nmyc01m + FAG 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|55,8 − 56,1|

√0,92

4
+

0,52

6

= 0,61 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,4 = 2,78  

Teplota tání komplexu nmyc01m + fagaronin je o 0,3 °C vyšší než teplota tání čistého 

nmyc01m. T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a fagaronin tak nemá vliv 

na stabilitu struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem nmyc01m. 

 

Graf č. 18 - Porovnání esovitých křivek tání čistého nmyc01m a komplexu nmyc01m + FAG 

(měření 4) 

 

7.5 Oligonukleotid 22nt 

Oligonukleotid 22nt tvoří strukturu i-motivu. Jeho CD spektrum tvoří kladný pík okolo 

285-290 nm a menší záporný pík okolo 260 nm. Pro výpočet teploty tání byly zaznamenávány 

hodnoty elipticity při 287 nm. 
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Graf č. 19 - CD spektrum 22nt při 20 °C 

 

Teplota tání čistého 22nt byla změřena dvakrát.  

Tm1  Tm2  T̃m  s  

51,5 51,4 51,5 0,1 

Tabulka č. 17 - Teplota tání pro čistý 22nt 

 

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem escholidinem 

Teplota tání oligonukleotidu 22nt s escholidinem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

52,5 52,2 51,3 52,7 52,1 52,4 52,2 0,5 0,7 

Tabulka č. 18 - Naměřené teploty tání pro komplex 22nt + ED 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|51,5 − 52,2|

√0,12

2
+

0,52

6

= 3,24 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,6 = 2,45  

Teplota tání komplexu 22nt + escholidin je o 0,7 °C vyšší než teplota tání čistého 22nt. 

T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a escholidin tak stabilizuje strukturu  

i-motivu tvořeného oligonukleotidem 22nt. 
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Graf č. 20 - Porovnání esovitých křivek tání čistého 22nt a komplexu 22nt + ED (měření 2) 

 

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem kolumbaminem 

Teplota tání oligonukleotidu 22nt s kolumbaminem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

51,4 50,2 50,4 50,1 50,6 50,2 50,5 0,5 -1,0 

Tabulka č. 19 - Naměřené teploty tání pro komplex 22nt + KLB 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|51,5 − 50,5|

√0,12

2
+

0,52

6

= 4,63 > 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,6 = 2,45  

Teplota tání komplexu 22nt + kolumbamin je o 1,0 °C nižší než teplota tání čistého 22nt. 

T-test dokázal, že tato změna je statisticky významná a kolumbamin tak destabilizuje strukturu 

i-motivu tvořeného oligonukleotidem 22nt. 
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Graf č. 21 - Porovnání esovitých křivek tání čistého 22nt a komplexu 22nt + KLB (měření 3) 

 

Interakce oligonukleotidu 22nt s alkaloidem fagaroninem 

Teplota tání oligonukleotidu 22nt s fagaroninem byla změřena šestkrát. 

Tm1  Tm2  Tm3  Tm4  Tm5  Tm6  T̃m  s  ΔTm  

51,9 51,6 51,2 51,1 51,0 51,1 51,3 0,4 -0,2 

Tabulka č. 20 - Naměřené teploty tání pro komplex 22nt + FAG 

 

𝑡 =  
|𝑥̃1 − 𝑥̃2|

√
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2

=  
|51,5 − 51,3|

√0,12

2
+

0,42

6

= 1,12 < 𝑡𝑘𝑟𝑖𝑡,6 = 2,45  

Teplota tání komplexu 22nt + fagaronin je o 0,2 °C nižší než teplota tání čistého 22nt. 

T-test dokázal, že tato změna je statisticky nevýznamná a kolumbamin tak nemá vliv na stabilitu 

struktury i-motivu tvořeného oligonukleotidem 22nt. 
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Graf č. 22 - Porovnání esovitých křivek tání čistého 22nt a komplexu 22nt + FAG (měření 3) 

 

 

 

8 Stanovení asociační konstanty a stechiometrického poměru 

DNA:ligand 

Titrace k určení asociačních konstant byly provedeny pro každou strukturu s escholidinem 

i fagaroninem. Titrace s kolumbaminem nebyly provedeny z důvodu nízkého kvantového 

výtěžku tohoto alkaloidu. 

 

8.1 Titrace escholidinu  

Koncentrace escholidinu v kyvetě byla 3·10-5 mol·l-1. Tento roztok byl titrován 

roztokem oligonukleotidu o koncentraci přibližně 6·10-5 mol·l-1. Přídavky byly 

1,1,2,2,2,4,3,5,10,20,20,30 a 40 µl.  

Excitační vlnová délka byla 285 nm. Spektra byla měřena v rozsahu 295-550 nm pro 

každý přídavek. Každá titrace byla provedena třikrát. 
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8.1.1 Titrace escholidinu oligonukleotidem DL40 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu DL40 o koncentraci 6,45·10-5 mol·l-1. 

 

Graf č. 23 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu DL40  

Při zvyšování koncentrace oligonukleotidu klesala intenzita fluorescence. Po posledním 

přídavku, kdy byly koncentrace escholidinu i oligonukleotidu DL40 přibližně stejné, 

fluorescence téměř vymizela. 

Naměřené hodnoty při 330 nm byly proloženy křivkou v programu Matlab (Graf č. 24)  

a byl vypočten stechiometrický poměr komplexu DNA:alkaloid a asociační konstanta.  

 

Graf č. 24 - Proložení naměřených hodnot při 330 nm 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid DL40 interaguje s escholidinem v poměru 1:4. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 18,46 ± 0,05. 
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8.1.2 Titrace escholidinu oligonukleotidem GG1 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu GG1 o koncentraci 5,58·10-5 mol·l-1. 

 

Graf č. 25 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu GG1 

Při zvyšování koncentrace oligonukleotidu GG1 výrazně klesla intenzita fluorescence.  

Bylo naměřeno, že oligonukleotid GG1 interaguje s escholidinem v poměru 1:5. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 22,39 ± 0,03. 

8.1.3 Titrace escholidinu oligonukleotidem nmyc01 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu nmyc01 o koncentraci 6,70 ·10-5 mol·l-1. 

 

Graf č. 26 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01 
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Při zvyšování koncentrace oligonukleotidu nmyc01 klesla intenzita fluorescence na 

minimum. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid nmyc01 interaguje s escholidinem v poměru 1:4. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 18,21 ± 0,17. 

 

8.1.4 Titrace escholidinu oligonukleotidem nmyc01m 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu nmyc01m o koncentraci 5,58 ·10-5 mol·l-1. 

 

Graf č. 27 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01m 

Při zvyšování koncentrace oligonukleotidu nmyc01m výrazně klesla intenzita 

fluorescence.  

Bylo naměřeno, že oligonukleotid nmyc01m interaguje s escholidinem v poměru 1:5. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 22,61 ± 0,08. 
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8.1.5 Titrace escholidinu oligonukleotidem 22nt 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu 22nt o koncentraci 5,58 ·10-5 mol·l-1. 

 

Graf č. 28 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu 22nt 

Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu 22nt mírně klesala intenzita fluorescence. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid 22nt interaguje s escholidinem v poměru 1:4. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 17,64 ± 0,12. 

 

 

8.2 Titrace fagaroninu 

Koncentrace fagaroninu v kyvetě byla 5 ·10-5 mol·l-1. Tento roztok byl titrován 

roztokem oligonukleotidu o koncentraci přibližně 1,6·10-4 mol·l-1. Přídavky byly 

1,1,2,2,4,5,10,15,20,40,60 a 90 µl.  

Excitační vlnová délka byla 272 nm. Spektra byla měřena v rozsahu 285-530 nm pro 

každý přídavek. Každá titrace byla provedena dvakrát. 
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8.2.1 Titrace fagaroninu oligonukleotidem DL40 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu DL40 o koncentraci 1,61 ·10-4 mol·l-1. 

 

Graf č. 29 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu DL40 

Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu DL40 mírně rostla intenzita fluorescence 

píku kolem 350 nm. Zároveň výrazně klesala fluorescence při 285 nm. 

Pro výpočet stechiometrického poměru a asociační konstanty byly prokládány naměřené 

hodnoty při 352 nm. Bylo naměřeno, že oligonukleotid DL40 interaguje s fagaroninem 

v poměru 1:4. Asociační konstanta pro tento poměr je 17,49 ± 0,96. 

8.2.2 Titrace fagaroninu oligonukleotidem GG1 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu GG1 o koncentraci 1,65 ·10-4 mol·l-1. 

 

Graf č. 30 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu GG1 
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Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu GG1 mírně rostla intenzita fluorescence 

píku kolem 350 nm. Zároveň výrazně klesala fluorescence při 285 nm. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid GG1 interaguje s fagaroninem v poměru 1:4. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 17,32 ± 1,01. 

 

8.2.3 Titrace fagaroninu oligonukleotidem nmyc01 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu nmyc01 o koncentraci 1,57 ·10-4 mol·l-1. 

 

Graf č. 31 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01 

Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01 mírně klesala intenzita 

fluorescence píku kolem 350 nm. Zároveň výrazně klesala fluorescence při 285 nm. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid nmyc01 interaguje s fagaroninem v poměru 1:3. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 14,82 ± 1,60. 
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8.2.4 Titrace fagaroninu oligonukleotidem nmyc01m 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu nmyc01m o koncentraci 1,57 ·10-4 mol·l-1. 

 

Graf č. 32 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01m 

Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu nmyc01m mírně klesala intenzita 

fluorescence píku kolem 350 nm. Zároveň výrazně klesala fluorescence při 285 nm. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid nmyc01m interaguje s fagaroninem v poměru 1:3. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 14,36 ± 1,04. 

 

8.2.5 Titrace fagaroninu oligonukleotidem 22nt 

Bylo titrováno roztokem oligonukleotidu 22nt o koncentraci 1,57 ·10-4 mol·l-1. 

 

Graf č. 33 - Naměřená emisní spektra při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu 22nt 
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Při zvyšující se koncentraci oligonukleotidu 22nt mírně klesala intenzita fluorescence 

píku kolem 350 nm. Zároveň výrazně klesala fluorescence při 285 nm. 

Bylo naměřeno, že oligonukleotid 22nt interaguje s fagaroninem v poměru 1:3. 

Asociační konstanta pro tento poměr je 14,97 ± 1,59. 
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 Diskuze 

Metodou cirkulárního dichroismu byly měřeny spektra jednotlivých oligonukleotidů. Bylo 

potvrzeno, že oligonukleotid DL40 tvoří strukturu antiparalelního G-kvadruplexu, který se 

vyznačuje kladnými píky při 245 a 295 nm a záporným píkem při 265 nm.73,74 Potvrzena byla 

také struktura paralelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem GG1, který se vyznačuje 

kladným píkem při 265 nm a záporným píkem okolo 240 nm.73,74 I-motivy se vyznačují v CD 

spektru kladným píkem okolo 290 nm a záporným píkem při 260 nm.75 Tomuto faktu 

odpovídají všechna tři námi naměřená spektra i-motivů tvořená oligonukleotidy nmyc01, 

nmyc01m a 22nt. 

Z naměřených CD spekter byly stanoveny teploty tání čistých struktur a komplexů 

s alkaloidy. Všechny naměřené hodnoty pro G-kvadruplexy jsou shrnuty v tabulce č. 21, pro  

i-motivy v tabulce č. 22.  

Teplota tání čistého oligonukleotidu DL40 je 28,8 °C, zatímco druhý z G-kvadruplexů 

GG1 má teplotu tání 48,1 °C. Tento rozdíl je způsoben především počtem kvartetů. 

Oligonukleotid DL40 tvoří G-kvadruplex pouze se dvěma kvartety, proto je jeho stabilita 

značně nižší než G-kvadruplexu GG1, který je tvořen třemi kvartety. Bylo naměřeno, že 

struktury obou G-kvadruplexů byly stabilizovány všemi třemi alkaloidy. V obou případech měl 

největší stabilizační vliv fagaronin, který stabilizoval paralelní G-kvadruplex o 18,9 °C  

a antiparalelní o 28,2 °C. Důvodem může být vysoce elektronegativní kyslík z OH skupiny, 

který se dokáže pomocí vodíkových můstků vázat na NH2 skupiny guaninů.35 Tyto výsledky 

také potvrdily, že benzo[c]fenanthridinové alkaloidy mají výrazný stabilizační vliv na struktury 

G-kvadruplexů, což ve svém výzkumu dokázali také Paroulek76 nebo Jarošová a spol.50,77 

Protoberberinové alkaloidy escholidin a kolumbamin dosahovaly menších stabilizačních 

účinků než fagaronin, což může být způsobeno horší planaritou těchto molekul. Escholidin 

stabilizoval antiparalelní G-kvadruplex DL40 o 5,2 °C, zatímco paralelní GG1 pouze o 1,7 °C. 

Kolumbamin stabilizoval G-kvadruplexy podstatně více, především paralelní, u kterého byla 

teplota tání zvýšena o 27,5 °C. Takto vysoký stabilizační vliv protoberberinovým alkaloidem 

je velice nevídaný. V minulosti byly provedeny měření s mnoha alkaloidy patřících do této 

skupiny, ovšem největší stabilizační vliv měli korysamin (ΔTm ~ 8 °C)76 nebo berberin  

(ΔTm ~ 16 °C)78. Důvodem takto vysoké stabilizace může být jeho relativně planární struktura 

vzhledem k některým protoberberinovým alkaloidům a také vysoce elektronegativní kyslík 

z OH skupiny, který mu umožňuje vázat se na DNA prostřednictvím vodíkových můstků. 
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Naopak velice nízká stabilizace escholidinem může být způsobena přítomnou methylovou 

skupinou na dusíku, která výrazně narušuje planaritu molekuly. 

Vzorek T̃m [°C] s [°C] ΔTm [°C] 

čistý DL40 28,8 0,9 - 

DL40 + ED 34,0 0,8 5,2 

DL40 + KLB 39,7 0,6 10,9 

DL40 + FAG 47,7 0,7 18,9 

čistý GG1 48,1 0,4 - 

GG1 + ED 49,8 0,6 1,7 

GG1 + KLB 75,6 1,4 27,5 

GG1 + FAG 76,3 1,2 28,2 

Tabulka č. 21 - Souhrn naměřených teplot tání pro G-kvadruplexy 

Teplota tání i-motivu nmyc01 je 58,1 °C. Jeho mutovaná verze nmyc01m má teplotu 

tání 55,8 °C. Tyto dva i-motivy se liší pouze složením smyčky, kde nmyc01 má ve smyčce báze 

TGCA, zatímco jeho mutovaná verze pouze TTTT. Fujii a spol. dokázali, že i-motivy se 

smyčkou složenou pouze z thyminů jsou méně stabilní než i-motivy, které mají ve své smyčce 

guaniny, které dokážou strukturu stabilizovat tvorbou vodíkových můstků.79 U třetího 

zkoumaného i-motivu 22nt byla naměřena teplota tání 51,5 °C. Po přidání alkaloidů ke 

strukturám i-motivu nebyla změna teploty tání více než 1 °C. V případě i-motivu 22nt byla 

zvýšena stabilita o 0,7 °C v kombinaci s escholidinem a snížena stabilita o 1,0 °C 

s kolumbaminem. Ačkoli oba tyto výsledky jsou statisticky významné, rozdíly jsou velice malé 

a nemůžeme s jistotou říct, zda byla struktura opravdu stabilizována, respektive 

destabilizována. V minulosti nebylo provedeno mnoho měření stabilizace i-motivů 

protoberberinovými ani benzo[c]fenanthridinovými alkaloidy. Pagano a spol. ve studii z roku 

2018 uvádí, že protoberberinový alkaloid berberin nemá stabilizační účinky na strukturu  

i-motivu.80 Tento výsledek potvrdili v roce 2021 Gargallo a spol.78 
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Vzorek T̃m [°C] s [°C] ΔTm [°C] 

čistý nmyc01 58,1 0,4 - 

nmyc01 + ED 57,8 1,6 -0,3 

nmyc01 + KLB 58,3 0,4 0,2 

nmyc01 + FAG 59,1 0,8 1,0 

čistý nmyc01m 55,8 0,9 - 

nmyc01m + ED 55,2 1,1 -0,6 

nmyc01m + KLB 55,0 0,3 -0,8 

nmyc01m + FAG 56,1 0,5 0,3 

čistý 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 č. 22 - Souhrn naměřených teplot tání pro i-motivy 

Titracemi alkaloidů byly stanoveny stechiometrické poměry a asociační konstanty 

k jednotlivým strukturám. Při titraci escholidinu slábl signál fluorescence s každým přídavkem 

oligonukleotidu z důvodu tvorby komplexu oligonukleotid:escholidin, který již nesvítil. 

V některých případech došlo téměr k úplnému vymizení fluorescence. Bylo naměřeno, že se 

escholidin váže na struktury G-kvadruplexů i i-motivů v poměru 1:4 nebo 1:5. Navzdory takto 

vysokému poměru neměl escholidin výraznější stabilizační vliv na žádnou strukturu vyjma 

antiparalelnímu G-kvadruplexu DL40. Můžeme tedy konstatovat, že fakt že se alkaloid váže na 

nekanonickou strukturu automaticky neznamená, že ovlivňuje také její stabilitu. Byly také 

stanoveny asociační konstanty pro odpovídající stechiometrické poměry. Pro stechiometrii 1:1 

vychází logaritmus asociační konstanty ~ 4,5. V minulosti bylo vydáno již několik publikací na 

protoberberinové alkaloidy. U některých z nich byly naměřeny asociační konstanty nižší než 

v našem případě (jatrorrhzin, berberin)78,81, u jiných naopak vyšší (sanguinarin, koptizin)51,81. 

Protoberberinové alkaloidy se tedy vzájemně velice liší afinitou k nekanonickým strukturám. 
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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 

nmyc01m 1:5 22,61 ± 0,08 

22nt 1:4 17,64 ± 0,12 

Tabulka č. 23 - Stechiometrické poměry a asociační konstanty pro escholidin 

Fagaronin se váže na struktury G-kvadruplexů v poměru 1:4, zatímco na i-motivy 

v poměru 1:3. Tento velký poměr DNA:fagaronin může vysvětlovat vysokou stabilizaci  

G-kvadruplexů naměřenou pomocí cirkulárního dichroismu. Při titrování fagaroninu 

oligonukleotidy nmyc01, nmyc01m a 22nt mírně klesala fluorescence píku při 350 nm. Toto 

snížení bylo nejpravděpodobněji způsobeno tvorbou komplexu i-motiv:fagaronin. Toto statické 

zhášení fluorescence můžeme lépe pozorovat při 285 nm, kdy ve všech spektrech klesla 

intenzita signálu na nulu. Zajímavý výsledek byl pozorován u titrací s G-kvadruplexy. Hlavní 

pík kolem 350 nm s přídavky oligonukleotidů DL40 i GG1 mírně rostl. Tento jev byl způsoben 

postupnou přeměnou iminiové formy fagaroninu na formu aminoalkoholu. Bhuiya a spol. 

dokázali s jiným benzo[c]fenanthridinovým alkaloidem – chelerythrinem, že alkaloid ve formě 

aminoalkoholu vykazuje vyšší fluorescenci než v iminiové formě.82 Tato přeměna je možná již 

při mírně bazickém pH a dochází při ní k navázání OH skupiny do struktury alkaloidu. Z tohoto 

důvodu byla přeměna pozorovaná pouze u měření G-kvadruplexů, 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 

nmyc01m 1:3 14,36 ± 1,04 

22nt 1:3 14,97 ± 1,59 

Tabulka č. 24 - Stechiometrické poměry a asociační konstanty pro fagaronin 
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 Závěr 

V této diplomové práci byla studována interakce a stabilizace nekanonických struktur 

DNA (G-kvadruplex, i-motiv) s rostlinnými alkaloidy escholidinem, kolumbaminem  

a fagaroninem. Tyto struktury plní na vlákně DNA ochranou funkci a předpokládá se, že také 

ovlivňují přepínání imunoglobulinů. Při zvýšení jejich stability navíc mohou značně ovlivnit 

běžné buněčné procesy, jakými jsou například transkripce nebo replikace DNA. Tuto 

skutečnost lze využít v léčbě nádorového bujení, které je při omezené replikaci DNA velice 

omezeno. 

Bylo zjištěno, že obě struktury G-kvadruplexu byly stabilizovány všemi třemi alkaloidy. 

V případě paralelního G-kvadruplexu tvořeného oligonukleotidem GG1 měli výrazný 

stabilizační vliv kolumbamin a fagaronin. Escholidin stabilizoval tuto strukturu pouze nepatrně. 

Antiparalelní G-kvadruplex tvořený oligonukleotidem DL40 stabilizoval nejvíce fagaronin, 

zatímco escholidin nejméně. 

U struktur i-motivů tvořených oligonukleotidy nmyc01 a nmyc01m nebyla pozorována 

žádná stabilizace, ačkoli bylo dokázáno, že všechny tři alkaloidy s těmito strukturami 

interagují. U i-motivu 22nt byla prokázána zvýšená stabilita komplexu s escholidinem a snížená 

stabilita komplexu s kolumbaminem oproti čisté struktuře. Oba tyto rozdíly byly však velice 

malé. 

Fluorescenčně monitorovanými titracemi bylo zjištěno, že se escholidin váže na 

nekanonické struktury v poměru 1:4 (DL40, nmyc01, 22nt) nebo 1:5 (GG1, nmyc01m). 

Fagaronin preferuje poměr 1:3 s i-motivy a 1:4 s G-kvadruplexy. 
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 Seznam zkratek 

G   Guanin 

C   Cytosin 

A   Adenin 

T   Thymin 

ED   Escholidin 

KLB   Kolumbamin 

FAG   Fagaronin 

CD   Cirkulární dichroismus 

Tm   Teplota tání 

Ka   Asociační konstanta 

GG1   Oligonukleotid tvořící paralelní G-kvadruplex 

DL40   Oligonukleotid tvořící antiparalelní G-kvadruplex 

nmyc01  Oligonukleotid tvořící i-motiv 

nmyc01m  Oligonukleotid tvořící i-motiv 

22nt   Oligonukleotid tvořící i-motiv 
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