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ABSTRAKT

Text abstraktu v ceStiné

SERRS spektra biologickych materidli jsou velmi komplexni, nebot’ zahrnuji dohromady
signaly vSech ptfitomnych molekul. Svoji pozornost jsem zaméfila zejména na SERRS spektra
protinadorovych latek a jejich komplexti s dvousroubovici DNA. Bylo studovano Ié¢ivo
doxorubicin a jeho derivaty, jenz by mohly byt vyuzity pii 1écbé nadorovych onemocnéni.
Doxorubicin, ktery patfi do skupiny antracyklinovych antibiotik, se jiz pouziva pfi
potla¢ovani bujeni rakovinovych bunék, ale hledaji se nové moznosti 1éCby s vyssi efektivitou
a s niz8i urovni nezddoucich ucinkti. SERRS predstavuje jednu z moznosti studia téchto latek
a jejich interakci s DNA.

ABSTRACT

Text abstraktu v angli¢tiné

SERRS spektra of biological materials are very komplex, because they consist of signals
from all molecules present in cells. In this text are presented SERRS spektra of antitumor
drugs and its komplex with DNA. Experimental are rated on doxorubicin and another
antitumor druha and on study of theirs potential by treatment for tumors. Doxorubicin belong
to clase antracycline antibiotics and is used for stop of tumor cells reproduction. Scientists
found still new ways, new drugs. SERRS is one of possibilities for study of this drugs and
theirs interaction with DNA.

KLICOVA SLOVA

Ramanova spektroskopie, vibra¢ni spektroskopie SERRS, DNA, protinddorova 1éciva,
doxorubicin
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Raman spectroscopy, vibrating spectroscopy, SERRS, DNA, antitumor drugs, doxorubicin
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I. Uvod

Tato diplomova prace navazuje na praci bakalarskou (Metody stanoveni zmén struktury
proteinti metodami vibraéni spektroskopie). Zajimavé se ukazaly hlavné moznosti Ramanovy
spektroskopie a to pfevdzné povrchové zcitlivéné (rezonancni) Ramanovy spektroskopie,
SE(R)RS. Tuto metodu lze vyuzit jak pfi analyze potravin, jejich slozek tak pii studiu 1é¢iv
pro ucely mediciny. Nazev prace je Ramanova spektroskopie biologicky aktivnich latek a
protinadorovych 1é¢iv, ale je zaméfend pfevazné na studium protinddorovych 1é¢iv pomoci
SERRS. Tyké se to hlavné¢ doxorubicinu a 1é¢iv od néj odvozenych. Ty se interkaluji do
dvousroubovice DNA a tim ovliviiuji dalsi prab¢h nemoci, zabranuji intenzivnimu bujeni.

Pro pochopeni mechanismu na molekularni Urovni je ale nutnd detailni znalost
mezimolekularnich interakci napf. systému vodikovych vazeb, nabojového rozlozeni atp.,
kterou v tfadé piipadu nelze jednoznacné odvodit ze znamé tifidimenzionalni struktury
biomolekuly. Proto pro feSeni mnoha problému vztahu struktury je nutna dalsi experimentalni
metoda poskytujici jedineCnou a komplementarni informaci o zkoumaném systému. Tou
mize byt pravé SERRS. Vibraéni spektroskopie, do niz SERRS patii, se zabyvéa studiem
molekularnich vibraci, a to prostfednictvim interakce molekuly se zafenim, kterd vede k
vibra¢nim pfechodiim molekuly.

SERRS (obecné vSechny metody vibracni spektroskopie) umoznuje studovat biologické
latky v jejich pfirozeném prostiedi, tedy ve vodnych roztocich. Sledovat mizeme nejen
zmény struktury vyvolané zménou fyzikalné-chemickych parametrti naptiklad zménou pH,
iontové sily, teploty, vlhkosti..., ale i dynamiku strukturnich pfechodu.

Doxorubicin, antracyklinové antibiotikum, je uz delsi dobu pouzivan pfi Ié€eni nadorovych
onemocnéni. Cytostaticky efekt antracyklinii se zaméfuje na DNA v jadie bunky.
Antracykliny maji schopnost interkalace mezi pary bazi DNA a inhibice funkce
topoizomerazy II. Diisledkem je inhibice replikace a transkripce DNA a RNA.

Vyvoj jde stale kuptedu, hledaji se nové varianty tohoto antibiotika, které nebudou mit,
nize v textu zminéné, nezadouci ucinky doxorubicinu. Studium moznych nadhrad doxorubicinu
s vyssi u€innosti a s méné vedlejSimi G€inky byl jeden z cili prace.



II. Teoreticka cast

2.1 Ramanova spektroskopie

Je moderni analytickd metoda zaloZend na tzv. Ramanové jevu (Ramanové rozptylu).
Prochazi-1i svételny paprsek n¢jakym prostiedim, je urcita jeho ¢ast absorbovana, ¢ast projde
beze zmény a cast je rozptylena. Svételny paprsek dopadd na molekuly latky a je-li srazka
dokonale pruzna, svétlo se rozptyli beze zmény vlnové délky. Je-li srazka nepruznd, dojde k
rozptylu (zméné sméru Sifeni svétla) a souCasné¢ se zméni vinova délka svétla. Pokud je
dopadajici svétlo monochromatické, bude ve spektru rozptyleného zatfeni jisty pocet Car,
jejichz vinova délka bude ve srovndni s pivodni vinovou délkou posunuta. Zdrojem
monochromatického zéafeni (obvykle ve viditelné oblasti spektra) je laser. [1]

Ramanova spektroskopie je zalozena na neelastickém rozptylu ultrafialového (o vinové
délce priblizng 250 — 400 nm, tj. 25 000 - 40 000 cm™), viditelného (o vlnové délce pFibliznd
400 — 700 nm, tj. 14 300 - 5 000 cm™") nebo téz blizkého IC zateni molekulou, piicemsz rozdil
mezi energii dopadajiciho a rozptyleného fotonu odpovidd vzdy nékterému z vibracnich
energetickych prechodi v molekule. Intenzita rozptylu je umérna zméné polarizovatelnosti
molekuly pfi pfechodu. [2]

Metodu lze pouzit na vzorky plynné, kapalné i pevné. Mohou to byt roztoky, suspenze,
gely, tenké vrstvy, vlakna nebo monokrystalické, praSkové ¢i amorfni vzorky. Data ziskana na
vzorku v daném morfologickém stavu jsou pfenosnd na stejny vzorek v jiném morfologickém
stavu. Lze studovat organické i anorganické latky. Méteni Ize provadét 1 na krystalograficky
presné orientovaném monokrystalu. Dalsi vyhodou metody je malé mnozstvi vzorku potiebné
k analyze. V soucasnosti jsou nejuzivanéjsi ptistroje umoznujici analyzu jednotlivych objektl
o velikosti 5 — 10 um, tzv. mikrospektrometry. [1]

Kazdé Ramanovsky aktivni normalni vibraci molekuly pfislusi pas ve spektru Ramanova
rozptylu (pfesnéji feceno dva pasy, jeden ve Stokesové a druhy v anti-Stokesové oblasti,
béZné¢ se méfi Ramanova spektra pouze ve Stokesové oblasti). Ramanovo spektrum
predstavuje zavislost intenzity Ramanova rozptylu (osa y) na vinoctu Ramanova posunu
(osa x). Mezi vibra¢ni spektroskopie nalezi také infracervena spektroskopie.[2]

Principem metody IC je absorpce infraderveného zafeni pii priichodu vzorkem, pfi niz
dochézi ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach
dip6lového momentu molekuly. Analytickym vystupem je infraCervené spektrum, které je
grafickym zobrazenim funkéni zavislosti energie, vétSinou vyjaddiené v procentech
transmitance (T) nebo jednotkach absorbance (A) na vinové délce dopadajiciho zaieni.

Vibrace indukujici zménu dipélového momentu molekuly se tedy projevi v IC spektrech,
zatimco vibrace indukujici zménu polarizovatelnosti molekuly se projevi v Ramanovych
spektrech.[3]

Diky rozdilnym vybérovym pravidlim jsou Ramanova a IC spektroskopie do jisté miry
komplementarni — n¢které vibrace mohou byt aktivni v obou téchto metodéach, nekteré vsak
jen v jedné z nich a jiné mohou byt v obou neaktivni.

PInd komplementarita nastavé u stfedové symetrickych molekul, kdy vibrace symetrické
vici stfedu inverze jsou aktivni v Ramanovych spektrech a vibrace antisymetrické vici stfedu
inverze jsou aktivni v IC spektrech. [2]

Ob¢ metody lze pouzit k identifikaci latek a ke kvalitativni i1 kvantitativni a strukturni
analyze. Ramanova spektrometrie poskytuje spektrum c¢astecné odlisné od infracerveného



spektra (n¢které pasy se objevuji v obou, n€které jen v jednom nebo druhém spektru), proto
mize byt velmi uzitecnd kombinace obou metod.

Ramanova spektrometrie je zvlast¢ vyznamnd pii studiu organickych a anorganickych
latek (v geologii napf. bitumeny, uhli atd.). Vyhodou je moznost detailniho studia slozitych
heterogennich smési latek.

Zjednodusené schéma Ramanova spektrometru je zndzornéno na obrazku ¢.1

polarizator fotonésobit,
irZ wstupni deteltor
zobrazovaci i ) Stérbina
soustava | - I .

. =1 oy
vzorel | T miiZka

F |
: |

vstupni Stérbina
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Obrazek ¢. 1 — Schéma Ramanova spektrometru [4]

2.2 Vibraé¢ni spektroskopie

Objasnéni struktury biologickych makromolekul a vztahu mezi jejich strukturou a funkei
patii mezi jeden z hlavnich ukolu molekularni biologie a biofyziky. Pro feSeni mnoha
problému vztahu struktury a funkce nutné potifebujeme experimentalni metody poskytujici
jedinecnou a komplementdrni informaci o zkoumaném systému. V této oblasti nachazeji
Siroké uplatnéni metody vibrac¢ni spektroskopie. Vibra¢ni spektroskopie se zabyva studiem
molekularnich vibraci, a to prostfednictvim interakce molekuly se zafenim, kterd vede k
vibra¢nim prechodiim molekuly.

RS i IC jsou nedestruktivni a hlavnim jejich pfinosem je moznost ziskani pomérné detailni
strukturni informace, ktera je jinymi metodami obtizné zjistitelnd ¢i dokonce nezjistitelna.
Vibraéni spektroskopii lze studovat biologické latky v jejich pfirozeném prostiedi, tedy ve
vodnych roztocich. Sledovat mizeme nejen zmény struktury vyvolané zménou
fyzikéalné-chemickych parametru naptiklad zménou pH, iontové sily, teploty, vlhkosti atd. ale
1 dynamiku strukturnich ptechodu. Ve srovnani s fluorescenci a nuklearni magnetickou
rezonanci probihaji Ramaniiv rozptyl i IC absorpce ve velmi kratkém Case. Vibragni
spektroskopie je tedy vhodnou metodou studia dynamiky biologickych procesu. [5]



2.2.1 Molekularni vibrace

¢ Biatomicka molekula

Vibraci biatomické molekuly chapeme periodickou zménu mezijaderné vzdalenosti.
Pti klasickém popisu jde o oscilator tvofeny dvéma hmotnymi body na pruziné viz obrazek
¢. 2.
Pro jeho frekvenci plati:

V= Lk ,kde: pjeredukovand hmotnost u= M
2r \ u m, +mg

k je silova konstanta.

L _VaVaVve |

ml rn2

Obrazek €. 2 — Oscilator tvoreny dvéma hmotnymi body na pruziné

Frekvence vibrace biatomické molekuly tedy zdvisi na sile poutajici atomy, to znamena na
typu chemické vazby, a na hmotnosti vibrujicich atomi. Pti vibraci dochazi k vychyleni
atomu z rovnovazné polohy. Potencialni energie v ptipadé harmonického oscildtoru je
kvadratickou funkci této vychylky. Grafickym znazornénim vzdélenosti je parabola
s minimem v rovnovazném stavu systému.(obrazek ¢.3)

E ET

[ disociaéni | |

\W# h @

S Tr r s c r
harmonicky oscilator anharmonicky oscilator

Obrazek ¢. 3 - Kiivky disocia¢ni energie

e Viceatomova molekula

Pomoci mechanického modelu molekuly Ize viceatomovou molekulu popsat jako soustavu
hmotnych bodu (atomil), vazanych silami chemickych vazeb. Vibrace viceatomové molekuly
je slozitd forma kmitavého pohybu, kterou muzeme popsat jako soucet jednoduchych
harmonickych pohybti, tzv. normalnich vibraci.

Pfi normalni vibraci v§echny atomy v molekule vibruji se stejnou frekvenci a ve stejné fazi
(soucasn¢ prochazeji rovnovaznymi polohami a soucasn¢ dosahuji maximalnich vychylek),
ale s riznymi amplitudami. Kazda normalni vibrace molekuly je charakterizovana urcitou

A%

atomu nevibruje.
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Obrazek ¢. 4 — Potencialni energie, vibracni stavy, vibra¢ni spektra harmonického a
anharmonického oscilatoru

v....vibracni kvantové ¢islo

dy ...soufadnice meziatomovych vzdalenosti

A...absorbance

Potencialni energie:

a) harmonicky oscilator

b) anharmonicky oscilator

¢) znazornéni vibracnich stavii odpovidajici vibra¢ni spektrum

Obrazek ¢.4 znazornuje potencialni energie jak harmonického tak anharmonického
oscilatoru, vibracni stavy a jim odpovidajici vibracni spektra.

Kazdou normalni vibra¢ni soutadnici lze vyjadfit jako linedrni kombinaci vnitinich
soufadnic. Je-li vice koeficientl transformace nenulovych, jde o spfazené normalni vibrace.
Podminkou sptazeni je blizkost hmotnosti atomt a blizkost hodnot silovych konstant vazeb.

Sprahovat se mohou pouze pohyby atomi stejnych symetrickych vlastnosti. [1]

2.2.2 Interpretace vibracnich spekter

Interpretace vibracnich spekter esi dva neoddélitelné problémy:

e Piifazeni absorp¢nich a rozptylovych past jednotlivym normalnim vibracim molekuly.

e (Charakterizace normalnich vibraci ur¢enim symetrie a sprazenych vnitinich soufadnic.

Pfi rozboru vibracnich spekter se musi analyzovat v§echny normalni vibra¢ni mody.
Uziva se tzv. koncepce charakteristickych vinoc¢ta funkénich skupin, kterd umoznuje priradit
nekteré vyznacné pasy ve spektru. Tato metoda si ovSem zadd velkou zkuSenost
experimentatora. Spektralni pasy, které se nachazeji v oblasti 4000 — 1500 cm™, jsou vhodné
pro identifikaci funkénich skupin (napt. — OH, C =0, N — H, CH aj.). Pasy nachézejici se v
oblasti 1500 - 400 cm™ se nazyvaji oblastmi ,otisku palce* (fingerprint region). Pomoci
»vyhledavacich programt“ a digitalizovanych knihoven infracervenych spekter je mozno
identifikovat neznamou analyzovanou latku. [6]



2.3 Resonan¢ni Ramanova spektroskopie

Resonanéni Ramanova spektroskopie se pouziva ke studiu slozitéjSich latek.
K rezonanéniho efektu dochézi jestlize se vinova délka zareni blizi maximu absorp¢niho péasu
vzorku. V disledku toho nar@sté intenzita Ramanovych spekter, v nékterych ptipadech az o tfi
rady.

2.3.1 Povrchem zcitlivéna (rezonan¢ni) Ramanova spektroskopie SE(R)RS

Zkratka SE(R)S je odvozena z anglického vyrazu Surface-enhance (resonance) Raman
scattering.
Princip SE(R)RS

V roce 1974 bylo poprvé pozorovano Ramanovo spektrum pyridinu adsorbovaného
na stiibrné elektrodé [7]

Piivodni interpretace Ramanovych signalt zesilenych az o n€kolik fadi nebyla spravna. K
poznani jevu doslo az o tii roky pozdéji a efekt byl nazvan povrchem zesileny Ramantv
rozptyl.

Prestoze se SERS pouziva uz tadu let, pfesny mechanismus této metody neni jesté zcela
znam. [8]

Existuji dvé hypotézy:

e Elektromagneticka

e Chemicka.
Elektromagneticka

Elektromagnetickd se zabyva indukovanym dipolem p, ktery pii Ramanové rozptylu
vznikd plsobenim elektromagnetického svételného pole E na molekulu s polarizovatelnosti o
(p =E "a). Tento jev je popsan jako zvySeni intenzity elektromagnetického pole adsorbatu na
kovovém povrchu.

Chemicka

Chemickéd hypotéza piedpokladd, ze v dusledku chemisorpce studované molekuly na

povrchu kovu dochdzi k velkému zvyseni molekulové polarizace adsorbatu. [9]

2.3.2 Experimentalni aspekty SER(R)S

U metody SER(R)S lze uzit elektrody, koloidy nebo nanocastice, jejichZ povrch je pokryt
vrstvou piislusného kovu.

Elektrody jsou zhotoveny z uslechtilych kovi: nejpouzivangjsiho stiibra, dale pak zlata,
médi. Pfed pouzitim musi byt povrch elektrod zdrsnén aluminou a nasledné podroben
jednomu nebo nékolika oxida¢né-redukénim cyklim.

Koloidy jsou pfipravovany chemickou redukci soli pfislusnych kovii ve vodném
nebo v nékterych bezvodych prostfedich - napt.:
e Ag koloid ptipraveny pouzitim NaBH4
e Agkoloid v prostfedi glycerolu
e Agkoloid v prostfedi ethanolu
e Ag koloid stabilizovany polyvinylalkoholem
e Ag koloid ptipraveny pomoci EDTA.
Nevyhody koloidii oproti elektroddm jsou v nemoZznosti piimé regulace potencidlu a
v tendenci koloidu k agregaci. [10]



Metodou SER(R)S lze studovat jak malé molekuly (metabolity, nukleové baze,
aminokyseliny atd, tak pomérné slozité systémy (proteiny, oligo- a polynukleotidy, DNA
atd.). Tato metoda se s uspéchem vyuziva pii analyze velmi malych koncentraci studovanych
latek. [11]

2.3.3 SER(R)S DNA

Nebot’ je dvousroubovice DNA nositelem genetické informace u vSech Zivych organismii,
vénuje je jejimu studiu znaéna pozornost. Rada autort se snazila a stale snazi ziskat SERS
spektra DNA jak na Ag elektrodach [12], tak na koloidech. [13]

Spektra nativni DNA nelze prakticky ziskat, protoze v ptipadé ds DNA se kontakt
s povrchem napt. koloidu uskutectiuje ptes cukr-fosfatové skupiny a baze, jenz davaji
intenzivni spektra jsou uvniti dvousSroubovice. U denaturované DNA mohou béaze diky
rozpojeni dvousroubovice interagovat s povrchem kovu. Tim Ize ziskat velmi intenzivni a
bohaté spektrum.

Pro adbsorpci ds DNA na povrch jsou dvé moznosti, bud’ se zachova nativni struktura a
neni ziskano zadné spektrum nebo dojde k distorzi a je ziskano spektrum, které¢ odpovida
spektru ss DNA.
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2.4 DNA

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace vSech organismi
s vyjimkou téch nebunéénych organismi, u nichz hraje tuto tlohu RNA (RNA-viry, virusoidy
a viroidy). DNA je pro zivot nezbytnou latkou, kterd ve své struktuie obsahuje kodovanou
genetickou informaci a tim ptredurcuje vyvoj a vlastnosti celého organismu.

Objev jeji dvousroubovité struktury se datuje do roku 1952, o rok pozdéji je vetejné
publikovéna svymi objeviteli, jimiZ byli James Watson a Francis Crick, ktefi za tento objev
dostali v roce 1962 Nobelovu cenu.

U eukarotickych organizmi (rostlin a Zivo€ichil) je DNA uloZena vzdy uvnitf bunééného
jadra zatimco u prokaryot (napt. bakterie) se DNA nachazi volné v cytoplazmé. Genova
vybava &lovéka obsahuje p¥iblizné 3,2 - 10° vazebnych pari bazi.

DNA je biologickd makromolekula — polymer, dvousroubovice tvoiend dvéma fetézci
nukleotidii v obou vlaknech. Jednotlivé nukleotidy se skladaji ze tii slozek:

1. fosfatu (vazebny zbytek kyseliny fosforecné)

2. deoxyribozy (pétiuhlikovy cukr - pentoza)

3. nukleové baze (dusikaté heterocyklické slouceniny).

V DNA se v riznych kombinacich vyskytuji ¢tyti nukleové baze:
= puriové baze: adenin (A) a guanin (G)
* pyrimidinové baze: thymin (T) a cytosin (C).

Spojeni dusikaté baze a deoxyribdzy se nazyva nukleosid
Nukleotidy jsou uspotadany do fady za sebou, jejich spojeni v fad¢ zajist'uji fosfatové zbytky,
které spojuji uhlik 3' jedné deoxyribdzy s uhlikem 5' druhé deoxyribézy. Smér vldken se
oznacuje podle orientace deoxyriboézy v ném, tedy: smér 3'—5" a opaény smér 5'—3".

Na uhlik 1' deoxyribézy se vazi dusikaté baze (A,G,C,T). Ty se spojuji navzijem s
odpovidajici bazi z protéjsiho fetézce, podle jednoduchého klice:

= A o T (vzijemné jsou spojeny dvéma vodikovymi vazbami)

=  C o G (vzdgjemné jsou spojeny tfemi vodikovymi vazbami)

Jde o tzv. komplementaritu bazi, z ni vychazi vzadjemna komplementarita obou vlaken
DNA. Vzdy je na uréité pozici v molekule jeden nukleotid z dvojice a v protéjSim vlakné
druhy z nich.

Takto se uchovava v kazdém z vlaken tataz informace. Vzajemné spojeni nukleotidi neni
uskute¢néno regulérni chemickou vazbou, ale vodikovymi mistky.

DNA se v organismu uchovava ve form¢ pravotoCivé dvousroubovice, ve které se
nachdzeji dva antiparalelni fetézce 5'-3' a 3'-5', (vldkna jdou tedy proti sob¢, na jednom
konci molekuly se setkava zaroven 3 konec jednoho fetézce a 5” konec druhého a na druhém
konci molekuly naopak). Pfi sob& je drzi vodikové mustky mezi komplementdrnimi
dusikatymi bazemi. Tato struktura je rozrusena, jen pokud je nutné DNA zreplikovat ¢i pouzit
genetickou informaci v ni ukrytou. [14]
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Geneticka informace se v DNA koduje pomoci genetického kodu, ktery pfitazuje k
jednotlivym tripletim (trojicim nukleotidit) aminokyseliny. Geneticky kod je shodny
prakticky u vSech organismt (drobné odchylky byly nalezeny u mitochondrii). [15]

2.4.1 Urovei struktury DNA

Primarni struktura

Primérni struktura je ddna pofadim nukleotidd, jejich sekvenci. Tato struktura sama piimo
urcuje genetickou informaci. D4 se znazornit linedrné jako fada nukleotidi nebo abstrahovat
do fady pismen, které témto dusikatym bazim odpovidaji. Podle konvence se potradi
nukleotidl zapisuje smérem 5' — 3.

Sekundarni struktura

Forma stoc¢eni dvousroubovice. Vldkna DNA se ptirozen¢ sta¢i do dvousroubovice, avsak
forma stoCeni neni vzdy, za vSech podminek stejna. In vitro je vétSina DNA v B formé, in
vivo vSak za urcitych podminek ptirozené piechazi v jinou.
Forma stoceni mé vliv na funkci — schopnosti molekuly reagovat s jinymi latkami

Jedno z téchto uspofadani zaujimad DNA dle toho, které¢ je v daném okamziku energeticky
nejvyhodnéjsi a to s ohledem na nukleotidovou sekvenci, obsah vody a iontovou silu. [14]
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Obrazek €. 5 — Schéma parovani bazi

Na obrazku €. 5 je schématické znazornéni parovani bazi.
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V tabulce €. 1 jsou uvedeny primérné parametry dvousroubovic konformaci A, B a Z.

Tabulka €. 1 — Parametry dvousroubovic DNA konformaci A, B a Z [16]

charakteristika dvouSroubovice

konformace A

konformace B

konformace Z

vinuti

pravotociva

pravotociva

levotodiva

celkovy tvar

kratka, Siroka

dlouha, tenka

podlouhla, tenka

umisténi osy

dvousroubovice pred vétsi zlabek pted pary bazi pted mensi zlabek
vetsi zlabek velmi uzky hluboky Siroky a hluboky zplostély na povrchu
Sitka/hloubka (nm) 0,27/1,35 1,17/0,88 0,88/0,37
mensi zlabek velmi Siroky a mélky uzky a hluboky velmi uzky a hluboky
Sitka/hloubka (nm) 1,1/0,28 0,57/0,75 0,2/1,38
zvySeni na par bazi 0.23 0,34 0.38
(nm)
zvySeni na jeden zavt
(otacku)(nm) 2,5 34 4,6
pocet part bizi na 1 10,5 12
jeden zavit
konformace . . .
alykosidové vazby anti anti antiu C, synu G
konforma’tce C3’-endo €2’ -endo C2’-endo u dC/-exo u
deoxyribozy dG

VysS$i trovné struktury (supercoiling)

Molekula DNA neni jen neuspofddanym klubkem ndhodné zavinutého vlakna. Cela
molekula se velmi peclivé nékolikandsobné naviji a sklada. Do tzv. nadSroubovicového vinuti
pozitivni — struktura DNA je pevnéjsi, kompaktné&;jsi
negativni — struktura je uvolnovana, to mize vést az k poruseni parovani bazi. [17]
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Obrazek €. 6 — Struktura DNA [18]

Obrazek €. 6 znazornyje strukturu DNA, vazby mezi jednotlivymi slozkami




2.5 Doxorubicin

Je 14-hydroxyderivatem daunorubicinu, ktery byl izolovan ze Streptomyces peucetius
(var.caesius). Patii do skupiny antracyklini. Pivodné antibiotikum (proti gram-negativnim
bakteriim) se nyni pouziva jako cytostatikum.

Historii doxorubicinu lze dohledat zpét az k 1950 k italské spole¢nosti Farmitalia. Tato
vyzkumna spolecnost zacala hledat protinadorové slouceniny v mikroorganismech Zijicich v
pudé. Po dlouhych vyzkumech bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSim producentem je kmen
Streptomyces zmutovany pomoci N-nitroso-N-methyl uretanovych slou€enin. Produktem
bylo ¢ervené antibiotikum se souhrnnym vzorcem C,; Hy9 NO;; a molekulovou hmotnosti
543,52 g/ mol. [19]

Na obrazku ¢.7 je vzorec doxorubicinu.

O OH O

MNH,

Obrazek €. 7 — Vzorec doxorubicinu [20]

2.5.1 Mechanismus u¢inku

Hlavni cilovou strukturou pro cytostaticky efekt antracyklinii je DNA v jadie buiky.
Antracykliny maji schopnost interkalace, tj. vmezefovani se mezi pary bazi DNA a inhibice
funkce topoizomerazy II. Diisledkem je inhibice replikace a transkripce DNA a RNA.

Ptestoze je znamo, ze anthracykliny maji schopnost zasahovat do fady biochemickych a
biologickych funkci eukaryotickych bunék, pfesny mechanismus cytotoxickych a
antiproliferativnich uc¢inkidt doxorubicinu nebyl dosud pln¢ vysvétlen. Po priiniku do buiiky, se
doxorubicin vadze pievdzné na chromatin. Experimentilni dikazy svéd¢i pro to, Ze
doxorubicin tvoifi komplex s DNA interkalaci svych planarnich systémi mezi pary
nukleotidovych bazi. Disledkem tohoto vmezefeni je vyrazné naruSeni syntézy DNA,
DNA-dependentni syntézy RNA a syntézy proteinti.

Koncentrace doxorubicinu nutnd k uplatnéni antiproliferativnich u¢inkid prostfednictvim
téchto mechanismt se zdaji byt ponckud vyssi nez jsou koncentrace dosazitelné v misté
tumoru za klinickych podminek. Nejnovéjsi experimentalni dikazy naznacuji, Ze interkalace
DOX do DNA zabraniuje Stépeni DNA pomoci topoizomerazy I, coz vede k zadvaznému
naruseni funkce, replikace DNA. Tento Uc¢inek byl pozorovan pfi takové koncentraci 1éCiva,
ktera je v rozmezi klinické 1écebné davky. O doxorubicinu je rovnéz zndmo, ze se podili na
oxidagnich a redukénich reakcich. Rada NADPH-dependentnich bundénych reduktiz je
schopna redukovat doxorubicin na volné radikaly semichinonu, které reaguji s molekularnim
kyslikem za vzniku vysoce reaktivnich cytotoxickych sloucenin, jako jsou napft. superoxid,
hydroxylové radikély a peroxid vodiku. Tvorba volnych radikalii vede také ke kardiotoxicité
doxorubicinu.

Dalsi misto ptsobeni doxorubicinu mize byt na Urovni bunééné membrany. LéCivo se
mize vazat na lipidy bunéné membrany a mulze ovlivnit fadu funkci. Cytotoxicita a
antiproliferativni ucinnost doxorubicinu mohou vychdzet znékterych shora uvedenych
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mechanismi; mohou se vSak uplatiiovat i dalsi procesy. Studie bunééné kinetiky ukazaly, ze
doxorubicin je ucinny béhem celého bunééného cyklu véetné mezifaze. Rychle proliferujici
tkan€, napt. nddorova tkan (ale 1 kostni dfen, gastrointestinalni sliznice a sliznice dutiny ustni,
vlasové folikuly), jsou proto nejcitlivéjsi na antiproliferativni t€inky doxorubicinu. [21]

Léciva obsahujici latku doxorubicin se pouzivaji k 1€cb¢ nékterych onemocnéni ze skupiny
leukemii, gynekologickych nadort, sarkomti meékkych tkani, karcinomt mocového méchyte,
mocovych cest, travici trubice a prsu. Dale pro potlacovani malignich lymfomt a nadort plic.
[22]

2.5.2 Mozné nezadouci ucinky
Stejné jako u jinych antibiotik mtize byt 1é¢ba doprovazena celou fadou nezddoucich ucinkd,
jako napt.:
e Vypadavani vlast zac¢ind obvykle 3 - 4 tydny po prvni davce doxorubicin
e Pocit nevolnosti a zvraceni
e SniZena odolnost vici infekci-doxorubicin miize snizit produkei bilych krvinek v
kostni dfeni, organismus je pak nachylnéjsi k infekcim.
e Modfiny nebo krvéaceni doxorubicin mize snizit produkci desticek (které pomahaji
srazet krev)
Anémie (nizky pocet Cervenych krvinek)-chudokrevnost
Viedy v ustech
Unava a pocit slabosti
Zmeny chuti
Zmeény barvy moc¢i — mo¢ muze byt zbarvena do rtizovo-Cervené barvy
Zmény barvy kiize — diky nadmérné tvorbé€ pigmentu miize kiize ztmavnout
Citlivost na slunce — mozné brzké spaleni [23]

Kardiotoxicita zptusobend dlouhodobéjSim poddvanim doxorubicinu, oznacovand jako
chronicka, se projevuje kardiomyopatii, ktera mize mit za nasledek srde¢ni selhani.
U zvifat byl prokazdn mutagenni a teratogenni efekt doxorubicinu. Doxorubicin prochazi
placentou a ohrozuje plod a u kojici matky se dostava i do mléka, kde se koncentruje. [24]

Vzhledem k vyse uvedenym toxickym aspektim doxorubicinu se hledaji mozné nahrady,
které by mély stejné G€inky na nadory, ale niz8i nezddouci G€inky na zbytek organismu.
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Donedéavna byla Ramanova spektroskopie povazovana za metodu vhodnou pouze pro
uréeni strukturniho sloZzeni malych molekul. Nyni ma také velky vyznam pfi feSeni problémi
niz$i citlivosti a pii problémech vyvolanych fluorescenci. Ramanova spektroskopie se také
stala unikatnim nastrojem, ktery dovoluje selektivni analyzy pifimo ve sklenénych nadobach
v nichz jsou latky skladovany.

Ramanova spektroskopie miize byt aplikovana v mnoha oblastech potravindiské chemie,
pii studiu stopového mnozstvi nukleovych kyselin a dalSich komponenti bunck, tkani a
mikroorganismii a jejich zmén bchem uchovéani. V dfive provedenych studiich byla
demonstrovana také aplikace metody pii zjiStovani premén cukri béhem fermentace.
Zjistovala se také koncentrace organickych i syntetickych latek (napf. koloidniho fosfatu
draseln¢ho nachazejiciho se v mléEném kaseinu). RS mitize byt také pouzita pro detailni
analyzu polyolefinovych materialli, jako jsou vysoce polymerni polyethyleny, polypropyleny
nebo polyvinylchloridy, v¢etné studii chovani polymernich vldken a kompozitii za raznych
fyzikélnich podminek.

RS reprezentuje nastroj, ktery mize byt pouzit pro piimou kvalitativni kontrolu stejné
dobte jako pro ziskani detailnich udajii o struktuie potravnich systému.

Je vhodna k analyze rtznych latek v potravinach, jako jsou makrokomponenty (proteiny,
tuky, cukry nebo i vody) i komponentli s nizkym zastoupenim (karotenové pigmenty,
synteticka barviva v mikroorganismech 1 obalovych materidlech, které jsou v kontaktu
s potravinami).

Interakce elektromagnetického zatfeni s elektrony nebo jadry molekul je zdkladem mnoho
spektroskopickych technik, které jsou zaloZzeny na absorpci, emisi nebo rozptylu. Ramanova
spektroskopie je zalozena na rozptylu. Intenzita i vinocet indukovanych molekularnich vibraci
jsou velmi citlivé na chemické reakce i na okolni prostiedi, Ramanovo spektrum miize byt
pouzito k popisu téchto interakci na molekularni arovni [25].
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2.6 Ramanovo spektrum DNA

Srovnavaci studie, které jsou dale uvedeny, jsou zaméfeny na vyzkum interakci 1éCiv a
dvousSroubovice DNA. Spektrim DNA a RNA bazi dominuji vibrace dychaciho kruhu
v oblasti 600-800 cm™'. Ve spektru nejsou pouze vibraéni pasy bazi, ale i symetrické valenéni
vibrace v (PO;) DNA a RNA cukr-fosfatové kostry, které mohou byt v oblasti okolo
1100 cm™. Ramanova spektra péti bazi pfitomnych v DNA a RNA jsou znazornény na
obrazku ¢. 8 a na obrazku €. 9 je uvedeno typické spektrum DNA v B - konformaci. VSechna
spektra bazi obsahuji intensivni pas v oblasti 600 - 800 cm™, ktery muZe byt piifazen
vibracim dychaciho kruhu.

Z uvedenych spekter je jasné, ze pomoci Ramanova spektroskopu lze snadno odlisit
jednotlivé baze. To je mozné nejlépe demonstrovat na spektru thyminu a uracilu. Tyto dvé
baze se od sebe lisi pouze methylaci v poloze Cs. Piesto jsou jejich spektra zna¢né odlisna. Ve
spektru DNA (obr. €. 9) jsou nékteré pasy piipisovany charakteristickym vibracim bézi, ale
jejich soucet je jiny nez by odpovidal souctu jednotlivych spekter adeninu, guaninu, thyminu
a cithosinu (obr. €. 8). To je proto, Ze jsou vazany se zbytkem struktury DNA.

Al .«_»U_l__M_/'w
“1 ML)\__‘_A_AM\A_K_
2 TES SV S
Y M

] i L
4G4 S 00 130 1200 1400 1600 1500

Vinotet (cm’1 )]
Obrazek €. 8 — Spektra bazi [26]

A —adenin
C — cytosin
G — guanin
T — thymin
U — uracil
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Obrazek €. 9 — Spektrum DNA v B — konformaci [27]

A —adenin, C — cytosin, G — guanin, T — thymin, bk — vibrace cukr-fosfatové skupiny
600 — 800 cm™' — dychaci vibrace ar. kruht jednotlivych bazi
800 — 1050 cm™ — cukr-fosfatové kostra

1050 — 1100 cm™ — fosfatova skupina

1100 — 1650 cm™ — elektronové struktura bazi

1650 — 1800 cm™ — parovani bazi

Interakce 1é¢iv s DNA byly studovany mnoha metodami. Byla publikovana studie uvadéjici
srovnani metod FT SERS, RR a SERRS.

2.7 Srovnani technik vhodnych pro studium interakci doxorubicinu s DNA
[28, 29, 30]

FT SERS spojeny s mikroskopem byl pouzit jako sonda k ziskani informaci o interakci
1é¢iv s DNA. Micro-FT SERS spektra doxorubicinu o koncentraci 10° M a jeho komplex
s DNA byly zaznamenany po absorpci na povrchu stiibrného koloidu a srovnany
s korespondujicimi spektry rezonanéniho Ramana a SERS (koncentrace DOX 5.10*a 5.10™
M). Komplexy mezi DOX a DNA izolovanym z teleciho brzliku byly pfipraveny stejnym
zpisobem pro analyzu v RR a viditelném SERS spektru. Data ukazuji, Ze absorpce
1é¢ivo - DNA komplexu po absorpci na koloid Ag, nezpusobily zjistitelné odchylky
molekularnich interakci uvnitf komplexu. Analyza spekter micro FT-SERS ukézala drobné
odchylky od ziskanych spekter viditelného SERS. Tyto odlisnosti se tykaji relativniho zvySeni
nékterych vibra¢nich modua, které nemohou byt pozorovany, kdyz je pouzita rezonanéni
excitace. Metoda FT-SERS umoznuje ziskat dal$i informace a odhalit dodate¢né detaily o
geometrii interakci 1é€ivo-DNA. Analyza spekter doxorubicinu a jeho komplexu s DNA
metodou FT-SERS nepotvrdila pouze model interakci navrzenych pokud byly pouzity metody
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RR a SERS, ale pfinesla i nové informace, specialn¢ o vibracich A kruhu molekuly, které jsou
obvykle ve viditelném SERS spektru maskovany vibracemi dominantnich B a C kruh.

Mnoho 1éCiv vykazuje protitumorovou aktivitu. Tato jejich biologickd vlastnost byla
vysvétlovana vlivem interkalace komplexi (chromofor) mezi pary bazi DNA. Zmény
v celkové struktuie komplexu 1éCivo-DNA poskytovaly vysvétleni zmén v klinické aktivité
1¢kd. Bylo provedeno mnoho studii k objasnéni interkalaéniho mechanismu DOX-DNA.
V nasledujicim textu byly uvedeny vysledky a diskutovany techniky umoziujici selektivni
studium molekularnich interakci bez komplikovanych supramolekuldrnich komplexi. RS
umoznuje selektivné popsat zmény probihajici v biomolekulach, které jsou pro né
charakteristické (,,otisk prstu®). Zvlast RR spektroskopie mulze byt pouzita, protoze jeji
selektivita dovoluje pozorovani past korespondujicich pouze s vibracemi chromoforu a jeji
citlivost dovoluje monitorovani struktury komplexu 1écivo-DNA.

Zaznamenat kvalitni Ramanova spektra je obvykle pomérné naro¢né, protoZze mnohé
komplexy silné fluoreskuji. SERS byva pouzita jako efektivni metoda k ziskani informaci
z fluoreskujicich chromoforti. V disledku adsorpce molekuly na povrch Ag koloidu dochazi
v mnoha ptipadech ke zhaSeni fluorescence a je tedy mozné zaznamenat Ramanova spektra.
Byla publikovana data, kterd demonstruji, Ze interakce s kovovym povrchem v hydrosolu jsou
velmi jemné a adsorpce na jeho povrch nerusi nativni strukturu molekul, respektive jejich
komplext se studovanymi l€Civy.

2.7.1 Srovnani studii doxorubicinu a jeho interakci s DNA pouZzitim FT SERS,
rezonan¢niho Ramana a SERRS [28]

SERS spektra doxorubicinu byla zaznamenana pii koncentraci 5.10® M. Srovnani tohoto
spektra s RR spektrem ukazuje vysoké ptispéni fluorescencniho pozadi pro RR spektrum a
silné zhaSeni fluorescence v SERS spektru. Adsorpce 1é€iv na povrchu Ag koloidu nenavodila
pozorovatelné zmény ve struktufe molekul. Proto zmény pozorované v SERS spektrech
DOX-DNA komplexii odpovidaji interakcim l1é¢iva s dvousroubovici DNA.

Spektra v této studii byla méfena v Ag koloidu, ve vode a v D,0. Pokud zkouman4 latka
obsahuje disociovatelné skupiny (napt. H") dochazi k jejich zdméné za D”. Tato skutednost se
projevi vyraznym posunem piislusného pasu ve spektru.

Protoze vibrace kruhového skeletu doxorubicinu a —OH a a C=0 skupin vyznamné
ptispivaji k SERS spektru DOX, analyza efektu deuterace mize pomoci k zhodnoceni miry
spojeni mezi valen¢nimi vibracemi kruhu chromoforu a deforma¢nimi vibracemi C=0, C-O a
-OH. Na obrazku €. 10 je uvedeno viditelné SERS (b,c) a mikro FT-SERS(a) spektra volného
DOX ve vodném roztoku (a,b) a vroztoku D,O(c). Na zadklad¢ analyzy téchto dat, pas
1642 cm™ muze byt ptitazen deformaénim vibracim skupin C=O (kruhu B), kterd je
vodikovou vazbou spojena s hydroxylovou skupinou. Ve viditelné oblasti, je tento pas velmi
slaby a D,O neni viibec pozorovan. Navic je celkem intensivni v NIR. Pozice pasu C-OH,
ktery tvoii chelat s C=0 ve spojeni s valenéni vibraci C=C kruhu je 1590 cm™a 1579 cm™ pro
viditelnou a NIR excitaci. V D,0 je tento pas v oblasti niz§i nez 1542 cm’™.

Ramanovy pasy v oblastech 1462 - 1436 cm™ jsou odrazem valenénich vibraci C=C a C-C
aromatického kruhu. Tyto pasy jsou mirné posunuty po deuteraci fenolickych hydroxylovych
skupiny, coz indikuje vzdjemné ovliviiovani deformacnich vibraci C=O"H skupin. V NIR je
tato oblast posunuta do oblasti 1445 - 1411 cm™. Skupina pasti v oblasti 1200-1300 cm™ je
piipisovana vibracim zahrnujicim mody deformacnich vibraci v roviné C-O, C-O-H a C-H.
Tyto pasy tiplné zmizely v D,O. Pii niz§ich vinoétech, ve viditelném SERS pas 477 cm™ neni
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ruen v D,0. Interpretace NIR pasu v oblasti pod 600 cm™ neni znima. Srovnani mezi
spektrem molekuly volného doxorubicinu ve viditelné a NIR excitaci ukazuje rozdilné
intenzity v oblasti 1610-1400 cm™ (vibrace odpovidajici fenolovému kruhu B a C
chromoforu). Pas 1462 cm™ je velmi intenzivni pii nerezonanénich podminkach. Tyto
podminky znamenaji, ze vinova délka pouzitého laseru je vyrazné¢ vzdalena absorpcnimu
maximu doxorubicinu.

1800 1400 1100 1000 A0
Winotet (cm-1)

Obrazek €. 50 — Spektra SERS (b,c); mikro FT SERS (a)doxorubicinu v H,O — a,b;
vD,0-c

spektrum (a): excitace 1064 nm, koncentrace DOX 10° M
spektra (b) a (c): excitace 514,5 nm, koncentrace DOX 5 - 10°a5-10°M

Biologicka aktivita molekuly DOX je pfisuzovana vzniku komplexu mezi chromoforem a
pary bazi DNA. Srovnani mezi SERS spektrem volného DOXu a jeho komplexu s DNA ve
viditelné oblasti ukazuje ztratu intenzity spolu se sniZzenim néckterych pési ve spektru
komplexu. Na obrazku & 11 ve spektru-b intenzity past 1226 cm™a 1255 cm™ (oblast
odpovidajici deformaénim vibracim v (C-O)+ 6 (C-O-H)+ 6 (C-H)) a pas 1461 cm’!
(valen¢ni vibrace skeletalniho kruhu spojené s vibraci C-O-H) jsou velmi snizeny. Protoze
vibrace jsou charakteristické pro kruhy B a C chromoforu, je priikazné, Ze zde nastava
interkalace mezi baze dvojité Sroubovice DNA, tim je ¢aste¢né zabranéno jejich dalsi absorpci
na povrch Ag koloidu, vzniku intenzivnich past ve spektru. Dalsi dilezité pozorovani je, Ze
pas 1642 cm™ (C=0"H vodikova vazba) ma asi o 25 % v&t§i intensitu neZ ve spektru
samotného DOX (spektrum a). Z vySe uvedeného je ziejmé, Ze 1/2 molekuly je interkalovana
a druhd 1/2 je stale vné helixu. Dal$i pasy ve spektru nejsou vyrazné zménény. SERS data
koresponduji dobfe s vysledky X-ray a demonstruji interkalaci postrannich C-OH skupin a
kruht B a C chromoforu uvnitt dvojitého helixu DNA, kruh A zlstava piistupny pro absorpci
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na povrch koloidu. Tato geometrie mize vést k sniZzeni intenzity pasi C-O-H dohromady
s pasy, které nélezi vibracim silnych vazeb kruhu s vibracemi exogennich skupin.

1800 1400 1200 1000 800 800 400

Vinod&et (cm L)

Obrazek €. 11 — SERS spektra doxorubicinu (a); komplexu DOX-DNA (b)

Pomér 1 molekuly 1éku ku 750 parim bazi DNA
Koncentrace doxorubicinu je 5 10°M (a) a 8 - 10® M (b)

V NIR, FT SERS spektrech latek, pfi pouziti laseru s vinovou délkou vyrazné vzdalenou
od absorpéniho maxima doxorubicinu (1064 nm) dochézi k relativnimu zvySeni nékterych
vibraci (pochazejicich z kruhu A). Micro-FT SERS spektra volného DOX o koncentraci
10° M a jeho komplexu s DNA izolované zteleciho brzliku (pii poméru 1 molekula
1é¢iva:1 paru bazi DNA) byly zaznamenény a jsou uvedeny v obr.¢. 12 (a,b). Diky vysokému
pomeéru je prispéni volného DOXu ve spektru komplexu velmi intenzivni. Proto je odecteno
spektrum DOX-DNA komplexu od spektra volného DOX, aby bylo ziskano spektrum pouze
komplexu. Srovnanim spektra volného DOX s diferen¢nim spektrem (odpovidajicim pouze
komplexu DOX-DNA) jsou odhaleny posuny vInocti a zmény intenzit nckterych past
(obr.¢. 12 ¢). Tyto rozdily jsou popsany nize.

e Interakce DOX s DNA se projevuje vznikem nového pasu v oblasti 1273 cm™. Ten
odpovida valen¢ni vibrace kruhu s v(C-O) kruhu A, ktery neni interkalovan do DNA.
Tento pas neni vyrazny ve spektru komplexu DOX-DNA ve viditelné oblasti, protoze
dalsi pasy chomoforu jsou intenzivnéj§i v podminkach nerezonanéniho SERS.
V roztoku D,O se jevi pas malo intenzivni, protoZe pasy chromoforu jsou také méné
intenzivni.
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e Dodatetny péas se objevuje v oblasti okolo 1507 cm™, to odpovida vibraci C=C
kruhu A

e Dalsi pas vznika v oblasti okolo 985 cm™, to odpovida vibraci C-C kruhu A

e Pas 1642 cm™ (néleZici vodikové vazbé C=0) je velmi slaby pii komplexaci

e Je pozorovéana ztrata intenzit pasi 1214 a 1246 cm™, nalezi vibracim zahrnujicim
deformacni vibrace C-O, C-O-H a C-H v roviné. To potvrzuje interkalaci kruhti B a C
do helixu
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Obrazek ¢. 12— Spektra mikro FT SERS doxorubicinu (a); komplexu DOX-DNA (b);
jejich rozdilu (c=a-Db)

Koncentrace doxorubicinu 10> M
Pomér 1 molekuly DOX ku 1 parti bazi DNA

Mikro-FT SERS s NIR excitaci se ukdzal jako vhodné pro vyzkum molekularnich
interakci volnych 1é¢iv i jejich komplextd s DNA. Analyza FT SERS spektra doxorubicinu a
komplexu DOX-DNA potvrdila model interakce navrZzeny na zakladé RR a SERS ve viditelné
oblasti a doplnila jej o dalsi informace, hlavné o vibracich kruhu A molekuly doxorubicinu,
které jsou maskovany ve spektru SERS silnéj$imi vibracemi kruhu B a C pfi excitaci 514,5
nm. SERS spektra DOX zaznamenané po absorpci na Ag koloid jsou identické
s odpovidajicimi RR spektry.

FT SERS data dopliuji informace ziskané pomoci viditelné RR a SERS techniky a
umoziiuji kompletni vysvétleni interakci 1é¢ivo-DNA. FT SERS spektra 1éCiv pii pouZiti
laseru s vlnovou délkou vzdalenou absorpénimu maximu pii excitaci 1064 nm vykazuji
relativni zvySeni intenzit nékterych vibraci, které nemohou byt zaznamenavéany, kdyz je
pouzita rezonan¢ni excitace. Navic pouzitim NIR excitace je skoro odstranén problém
s fluorescenci a fotochemickym rozkladem ptidruzenym k biologickym vzorkim.

Diky absenci zjistitelnych odchylek molekularnich interakci nizkomolekularnich
komponentl a jejich cilii, kdyz jsou adsorbovany na povrch Ag koloidu, je tato technika
vyuzivana pii studiu 1é¢iv uvnitt zijicich bun¢k [28].
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2.7.2 Srovnavaci studie aclacinomycinu versus doxorubicinu pouZitim rezonan¢ni
Ramanovy spektroskopie [29]

V dalsi studii bylo provedeno srovnani aclacinomycinu a doxorubicinu a jejich komplext
s DNA. Oba komplexy byly studovany pouzitim rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie.

Aclacinomycin a doxorubicin patii do stejné skupiny antracyklinovych antibiotik. Prvni
obsahuje 1,8-dihydroxyantrachinon a druhy 1,4-dihydroxyantrachinon (obr.C. 13). Jejich
studie rozlicnymi technikami (napf. RR, SERRS, FTIR, NMR..) potvrdily interkalaci
chromoforového kruhu mezi C-G nebo G-C sekvence(u doxorubicinu) a do sekvence A-T
(u aclacinomycinu)

Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie doxorubicinu a aclaciomycinu v této studii byla
provedena ve vodném roztoku a v roztoku D,0.

Vsechny odliSnosti ve spektru a sekvencnich specifikacich jsou vysvétleny na zéakladé
molekularni struktury chromoforti. 2 OH skupiny u doxorubicinu jsou vazany vodikovou
vazbou k odlisSnym C=O skupinam, zatimco u aclacinomycinu jsou 2 OH skupiny vazany
vodikovou vazbou s tou samou C=0O skupinou. Dalsi C=O skupin a zistava volna pro dalsi
intramolekularni vodikovou vazbu.

H )
gw Aclacinomycin Drozorubicin

Obrazek €. 13 — Vzorce aclacinomycinu a doxorubicinu

Byly také studovany roztoky  1,4-dihydroxyantrachinonu 1,4-(OH),AQ a
1,8-dihydroxyantrachinonu 1,8-(OH);AQ Tyto latky ptredstavuji zjednoduSené modely
doxorubicinu a aclacinomycinu. Na obrazku ¢. 14 jsou uvedeny vInoCty a intenzity
Ramanovych pasii anthracenu, antrachinonu a dihydroxyantrachinonu.[29]
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Obrazek €. 16 — VInocty, relativni intenzity pasti antracenu, antrachinonu a
1,4-dihydroxyantrachinonu, 1,8-dihydroxiantrachinonu

Antracen a antrachinon excitace pfi 632,8 nm
1,4-dihydroxiantrachinon a 1,8dihydroxiantrachinon excitace pti 457,9 nm

Mody vibraci anthracenu (Dyp) jsou velmi znamé a mnoho Ramanovych past antrachinonu
(také maji Dy, symetrii) koreluji s nékterymi znich. Silny pas 1675 cm™ antrachinonu je
prifaditelny valenénim vibracim karbonylu v roving a pas 785 cm™ deformaénim vibracim, ve
kterém jsou 2 karbonyly centrosymetrické. Korespondujici Ramanovy pasy benzochinonu
byly nalezeny v 1686 a 476 cm™'. Dychaci vibrace kruhu jsou lokalizované v oblasti 754 cm’™
( pro anthracen) a v oblasti 683 cm™ (pro anthrachinon).

Oba 1,4-(OH),AQ a 1,8-(OH),AQ patii k symetrii C,,. Jejich osy C, jsou vSak odlisné,
podél dlouhé osy molekuly pro 1,4-(OH),AQ, kdezto kolmo k dlouhé ose v 1,8-(OH),AQ.
Proto vibrace A; druhu davaji rist vétSiné silnych Ramanovych past prvniho, druhy mize mit
velmi odliSné mddy. Rozdéleni intenzivnich Ramanovych past ve spektru bylo odlisné pro
1,4-(OH),AQ a 1,8-(OH),AQ. 1,4-(OH),AQ dava silny pas v oblasti 1445 cm™, ktery pati
okrajovym valenénim vibracim, a dalii silny pas v oblasti 876 cm™, ktery pravdépodobnd
nalezi vibracim dychaciho kruhu. V 1,8-(OH),AQ je dolni pas prominentni a Ramanovy
intenzity jsou distribuovany mezi nékolik past lokalizovanych okolo 2 zminénych vInocti.
1,8-(OH),AQ ma karbonylovou skupinu, ktera je volna z intramolekuladrnich vodikovych
vazeb a tim dava valenéni vibrace karbonylu v oblasti 1674 cm™. Stejné tak chybi pas v
1,4-(OH),AQ, jako chybi volna karboxylova skupina. 1,8-(OH),AQ déava intenzivni pas okolo
484 cm™ odpovidajici deformaénim vibracim karbonylu v roving, tento vinoget je ve vyssich
hodnotach kmito&td nez u prvniho (459 cm™) 1,4-(OH),AQ. Popsané silné Ramanovy pasy
anthracenu a antrachinonu v oblasti 1000 - 2000 cm™ (pfifazené nékolika vazebnym médam
valencnim vibracim kruhu a CH deforma¢nim vibracim v roving) jsou posunuty do vysSich
vilno&té, do oblasti 1200 - 1300 cm™ pro 1,4-(OH),AQ a 1,8-(OH),AQ pravdépodobné
nasledkem vazeb s OH v roviné a C-O valen¢nim vibracim.
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Mnoho pasti Ramanova spektra nalezenych v 1,4-(OH),AQ a 1,8-(OH),AQ je mozno nalézt

také ve spektrech doxorubicinu a aclacinomycinu:

1. Ve spektru doxorubicinu se vyskytuji intenzivni pasy v oblastech okolo 1442 a
996 cm’', které ve spektru aclacinomycinu nejsou
2. Ve spektru aclacinomycin je pas valenénich vibraci C-O v oblasti 1674 cm™, zatimco

spektrum doxorubicinu ho nema

3. Pés deformacnich vibraci karbonylu v roving je lokalizovan pii zna¢né vysSim vinoctu
(492 cm™) u aclacinomycinu neZ u doxorubicinu (440-465 cm™)

4. V obou spektrech doxorubicinu 1 aclacinomycinu jsou 3 Ramanovy pasy v oblasti

1200-1300 cm'l, které nalezi deformacéni vibracim COH v roviné aromatického kruhu

VInocty prominentnich Ramanovych past jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2 — VIno€ty spekter doxorubicinu a aclycinomycinu

Vibraéni vinocty hlavnich pasi doxorubicinu a aclacinomycinu

doxorubicin aclacinomycin
v H,0 | SERRS | v D,0 | v H,0 | SERRS | v D,0 piifazeni
436 443 428 492 491 485
444 444 C=0 deformacni vibrace v rovin¢
465 471 460
996 992 960 dychaci kruh
}%ii }%ig gél‘; gig OTH (’leformaéni Vi})r?lc§ v roving .
1303 1307 1303 1297 spojené s C-O valen¢nimi vibracemi
1341 1333 1336 1351 1351
1372 1374 1365
1442 1441 1416 1413 1411 1409 valencni vibrace skeletarniho kruhu
1462 1454 1449 1446 s C-O-H deformacnimi vibracemi
1580 1573 1542 1568 1565 1537
1645 1642 1592 1610 1592
1674 1673 1671 C=0 valen¢ni vibrace

Obrazek ¢. 15 ukazuje SERRS spektra doxorubicinu a aclacinomycinu excitované pii
488 nm a 457,9 nm. Obé& spektra nejsou komplikovéana fluorescenci a byly pozorovany ostré
a dobie vysvétlitelné Ramanovy pasy v celé oblasti mezi 300 az 1700 cm™. Tato spektra byla

Vv

spekter obr.¢. 16. SERRS spektrum aclacinomycinu je také podobné
11-deoxycarminomycinu, ktery ma ten samy chromofor jako aclanomycin.
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Obrazek €. 17 — SERRS spektra doxorubicinu a aclacinomycinu

Koncentrace doxorubicinu a aclacinomycinu byla 2,5 - 10° M

Z vyse uvedené tabulky je vidét, Ze hlavni rysy spektra ziistdvaji pfevazné nezménény pii
prechodu z vodného roztoku na povrch Ag koloidu, pro doxorubicin i aclacinomycin.. Jak je
vidét vSechny vlnocty valenénich vibraci aromatického kruhu (véetné¢ vlnoctu dychaciho
kruhu doxorubicinu) vykazuji posun k niz§im hodnotdm vlnoctl pfi adsorpci na povrch Ag
koloidu. VInocet valen¢nich vibraci volného karbonylu se posunul niZ pouze nepatrné.
Ramanovy pasy souvisejicich s intermolekularnimi vodikovymi vazbami obou 1é¢iv ukazuji
vyznamné zmény. Ve spektru doxorubicinu se pas 1303 cm™ posunul do pozice 1307 cm™ (to
je nartst o 4 cm™), kdezto odpovidajici pas 1303 cm™ ve spektru aclacinomycinu se posun
k niz§im hodnotam vino&td o 6 cm™ (do 1297 cm™) pii prechodu z vodného roztoku na
povrch Ag koloidu. U doxorubicinu se pas 465cm” posunul do 471 cm™, zatimco
u aclacinomycinu 492 cm™ pas se posunul jen nepatrné do 491 cm™. Tento fakt naznaduje, Ze
v doxorubicinu jsou nékteré valencni vibrace intramolekuldrnich vodikovych vazeb
zpusobeny interakei s povrchem Ag koloidu, ale u aclacinomycinu zadné takové vibrace
nebyly pozorovany, protoze intramolekuldrni vodikové vazby jsou lokalizovany pouze
v nékterych mistech systému antrachinového kruhu. Tato mista jsou pravdépodobné daleko
od povrchu Ag koloidu.

Efekty interkalace do DNA

RR spektra doxorubicinu a jeho komplexu s DNA byly studovany v mnoha laboratotich.
Byla provedena kompletni studii zahrnujici selektivni zvySeni DNA vibraci pii pouziti
excitace 363,8 nm. Bylo zjisténo, Ze interkalace do DNA vyvolava hypochromi efekt, jak u
vibraci chromoforu (1444, 1306, 1246, 1214, 996 a 466 cm'l), tak u vibraci DNA (1018, 835,
786 a 682 cm™). Protoze posledni dva pasy piislusi C a G bazich jejich hypochromicita byla
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interpretovana jako indikator interkalace do polohy C-G. Na druhou stranu hypochromicita
dvou past (1018 a 835 cm™) zptisobend vibracemi cukr-fosfatové kostry byla pfisuzovana
lokalni interakci mezi doxorubicinem a patefi DNA. Pfidavek velkého prebytku
dvousroubovice DNA (20-ti ndsobek v koncentraci bp), se projevuje ve spektru DOX
nasledujicim zpisobem:

1. Dochazi k zhageni fluorescence, strmy narist v oblasti <1700 cm™ zmizel piidanim
DNA

2. Intenzivni pas v oblasti okolo 1442 cm™ se roz§tdpil na 2 - 1432 cm™ a 1450 cm™

3. Pik s maximem pfi 440 cm™ se posunul k 450 cm’™'

Body (2) a (3) byly popsany jiz dfive, nebylo vSak feceno nic o pivodu téchto novych
pasii. Spektralni zmény uvedené v bod& (2), posun dvou past 1416 a 1442 cm™ k vy3sim
vinoétim k 1432 a 1450 cm™ , byly interpretovany jako vysledek interkalace, lokalizované
interakce mezi DNA pary bazi a jednim z aromatickych kruhti doxorubicinu. Neni ale jasné,
zda je tato specifickd interakce odpovédna také za velky posun k vy$$im vinoctim (az o
17 cm™) a zvySeni intenzity pasu pfi 1416 cm™. Analyza krystalové struktury komplexu
daunomycinu - d(CGTACG) neposkytuje udaje pro takovouto lokalizovanou interakci. Je také
mozné, ze zmény uvedené¢ v bodech (2) a (3) jsou nezavislé. Kombinace past 450 + 996
= 1442 cm™ muze byt disledkem Fermiho rezonance. V zadném piipadé roz§tépeni pasu
1442 cm™ pasu nemiize byt vyuzito k diagnose interkalace doxorubicinu do DNA. U dalsich
prominentnich Ramanovych péast doxorubicinu nedochdzi pii interakci s DNA k zna¢nym
posuniim (<2 cm™) vis. tab.&. 3. T pasy spojené deforma¢nimi vibracemi COH v roving
jsou posunuty velmi malo (1303 — 1304, 1244 — 1244 a 1213 —1215 cm™).

V kontrastu k doxorubicinu se mnoho Ramanovych past ve spektru aclacinomycinu
v oblasti okolo 1200 -1700 cm™ se vyznamné posunulo po navazana k DNA. Za prvé volny
C=0 pas valen¢nich vibraci 1664 byl ve vodé posunut do 1667 cm™ a 1671 k 1666 cm™
v D,0. To znamend, Ze volnd C=O skupina je znateln¢ ruSena interakci s funkénimi
skupinami DNA. Byly pozorovany nasledujici posuny:
1568 — 1565, 1454 — 1451, 1413 — 1415, 1372 — 1374 a 1351 — 1349 cm™ v H,0
1592 — 1590, 1537 — 1532, 1446 — 1444, 1409 — 1408 a 1365 — 1368 cm™ v D,0

Tyto vysledky naznacuji, Ze pasy valen¢nich vibraci silovych konstant jsou obvykle
posunuty smérem k niz§im vlno¢tim jako nasledek nepatrného mnozstvi elektron transferu
z DNA bazi n-orbitalu do antivazebného " orbitalu aclacinomycinového chromoforu. Dalsi
vyznamné posuny jsou pozorovany pro vinocty deformacnich vibraci C-O-H v rovin€ pro
aclacinomycin (1303 — 1295 cm™). Ve spektru aclacinomycinu slabeni je zptsobeno
pravdépodobné interkalaci volné intermolekuldrni vodikové vazby, ktera se u doxorubicinu
nevyskytuje. 2 OH skupiny v aclacinomycinu tvoii vodikové vazby stou samou C=O
skupinou, kdezto v doxorubicinu 2 OH skupiny jsou vazany vodikovou vazbou s odliSnymi
C=0 skupinami. Systém intramolekularnich vodikovych vazeb je slabsi v aclycinomycinu nez
v doxorubicinu.
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Tabulka €. 3 — VIno€ty spekter doxorubicinu a aclacinomycinu v komplexu s DNA

Efekt navazani DNA na doxorubicin a aclacinomycin

doxorubicin aclacinomycin
v H,0 \ v D,0 v H,0 | v D,0
bez DNA sDNA bezDNA sDNA bezDNA sDNA bezDNA sDNA

436 436 428 428
444 450 444 443 492 491 485 484
465 464 460 459
996 994 960 959

1213 1215 1217 1215

1244 1244 1249 1249

1303 1304 1303 1295

1341 1341 1336 1337 1351 1349
1372 1374 1365 1368
1442 1432 1416 1416 1413 1415 1409 1408

1450

1462 1462 1454 1451 1446 1444
1580 1579 1542 1543 1568 1565 1537 1532
1645 1639 1592 1581 1610 1607 1592 1590
1674 1667 1671 1666

Nizky vlnoget Ramanova pasu 492 cm™ aclacinomycinu je posunut nepatrné k niz§im
vino&tim (491 cm™) v kontrastu k pasu 440 cm™ doxorubicinu, ktery je posunut k vy$$im
vino&tiim (450 cm™). To naznaduje, Ze se v doxorubicinu jedna hydrogenova intramolekularni
vazba stava silnéjsi, kdezto u aclacinomycinu se stava slabsi pti pfeneseni do DNA bazi.

U obou aclacinomycinu i doxorubicinu zmizelo fluorescenéni pozadi ve vysokych
vlnoctech konce spektra zmizelo po navdzani DNA.

Byl také provedeno sledovani komplexu lé¢ivo-DNA pomoci SERRS. Kde roztok
doxorubicin-DNA v molarnim pomé&ru 1:20 byl pfidan do Ag koloidu. SERRS bylo zfetelné
pozorovano. Jeho intenzity jsou vSak mnohem nizsi nez byly nalezeny bez DNA a vSechny
Ramanovy vinocty byly identifikovany jak stak i bez DNA. Navic naristem koncentrace
DNA intenzita pasi v SERRS slabnou, a kdyZz se molarni pomér zméni na 1:100 SERRS
spektra zcela zmizi.

Vliv sekvence DNA na interakci s DOX a aclacinomycinem

Naobrazku ¢.16 jsou Ramanova spektra komplexu: doxorubicin  + poly
d(A-T) poly d(A-T) a doxorubicinu + poly d(G-C) poly d(G-C), aclacinomycin + poly
d(A-T) = poly d(A-T) a aclacinomycin + poly d(G-C).poly d(G-C). Fluorescen¢ni pozadi
doxorubicinu (pozadi spektra roste v oblasti vysSich vlnoctl), je vyznamné pro poly d(A-T)
spektrum a je zhaSeno pro poly d(G-C) spektrum, zatimco u aclacinomycinu je to presné
naopak. Tyto vysledky naznacuji, Ze doxorubicin se vaze pievazné do oblasti G-C sekvenci a
aclacinomycin naopak do oblasti A-T sekvenci.
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Obrazek ¢. 16 — Ramanova spektra komplexii doxorubicinu a aclacinomycinu
s poly(dA-dT); a s poly(dG-dC);

Doxorubicin: excitace 457,9 nm, koncentrace 10*M

Aclacinomycin: excitace 406,7 nm, koncentrace 5 107 M.

Ve spektru doxorubicinu se intenzivni pas v oblasti 1442 cm™ roz§tépi na 2 pii interakci s
poly d(G-C),, zistane 1 pii interakci s poly d(A-T),;. V nizSich vlnoctech jsou pozorovany
reprodukovatelnosti mezi doxorubicinem + poly d(A-T), a doxorubicinem + poly d(G-C),. Ve
spektrech komplexii 16&iv na obrazku &. 16 je pas okolo 440 cm™ méng ostry pro poly d(G-C),
nez pro poly d(A-T),. To muze indikovat 7e pas okolo 440 cm™ je vice posunut k vy$§im
vinoctim s poly d(G-C), nez s poly d(A-T),. Ve spektru aclacinomycinu je pas valen¢nich
vibraci C=0 v oblasti okolo 1670 cm™ (namisto 1674 cm™) a 1 z C-O-H deformacnich vibraci
v roving je v oblasti okolo 1297 cm™ (namisto 1303 cm™) pro poly d(A-T),. Pro poly d(G-C),
je intenzita fluorescence tak vysokd, ze vlnocty téchto vibraci nemohou byt piesné urceny.
Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze doxorubicin je interkalovan do CpG sekvence a/nebo
do GpC sekvence ale ne do TpA nebo ApT sekvence. Aclacinomycin mad obracenou
selektivitu.

Na zaklad¢ znamé struktury a vazebnych momentech je jasné, ze chromofor doxorubicinu
ma sit’ dipolovych momentii podél dlouhé osy, zatimco aclacinomycinovy chromofor musi
mit své dipolové momenty podél kolmice k dlouhé ose.

Jak bylo zminéno na zacatku aclacinomycinovy chromofor ma karbonylovou skupinu,
ktera je volna z intramolekularnich vodikovych vazeb. Tato volnd C=0O skupina musi silné
interagovat s funkénimi skupinami DNA pifi chromoforové interkalaci do TpA polohy.
Existuje podezieni, ze tato funk¢ni skupina je amino-skupinou adeninu, a Ze tato interakce
neni mozna v ptipadé CpG sekvence. To také napovida, ze 1 deformacni vibrace C-O-H
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v roviné aclacinomycinu je ruSena funkcéni skupinou DNA. To muze byt C=0O skupina
thiminu, kterd neni zahrnuta do inter-base vodikovych vazeb C.G part bazi tak, Ze by nebyla
pritahovéna zadnou skupinu OH Ié¢iv. Tedy doxorubicin a aclacinomycin jsou velmi rozdilné
ve zpusobu navazani na DNA. Doxorubicinovy chromofor je interkalovan do polohy CpG a
fixovan pravdépodobné elektrostatickymi a van der Waalsovymi silami. To mtlize zpisobit jen
malé zmény v konstantach sil valen¢nich vibraci kruhu, ale zna¢né zmény v konstantach sil
deformacnich vibraci C=0. Na druhou stranu aclacinomycin je interkalovan do polohy TpA a
fixovan pravdépodobné skrz slabé vodikové vazby —like forces a zmény transfernich sil jsou
zpusobeny jeho volnymi karbonyly a 1 hydroxylovou skupinu, jeZ znacné¢ ovlivituje efekty
silovych konstant valen¢nich vibraci kruhu chromoforu. [29]

2.7.3 Srovnani spekter ziskanych pomoci SERRS: doxorubicinu, aclacinomycinu,
11-deoxycarminomycinu a jejich komplexii s DNA [29, 30]

Tabulka €. 4 — VIno€ty spekter doxorubicinu, 11-deoxycarminomycinu a aclacinomycinu
[29, 30]

DOX [30] | DOX[29] | DCM [30] | Aclacinomycin [29]

vlnoéet (cm™) prifazeni

824 skeletarni deformace
879 skeletarni deformace
918 923 skeletarni deformace
960 deformacni vibrace (C-H)
990 992 1013 dychaci kruh

1028 deformacni vibrace (C-H)
1066 deformacni vibrace (C-H)
1082 1094 skeletarni deformace
1118 valen¢ni vibrace (C-OCH3)

1159 deformacni vibrace (C-H)
1152 deformacni vibrace (C-H)

1193 valenéni vibrace (C-C)
1207 1210 1246 1217 deformacni vibrace (C-O)

1216 valen¢ni vibrace kruhu
1241 1242 1289 1246 deformacni vibrace (C-O)
1265 1260 valen¢ni vibrace kruhu
1303 1307 1297 valenéni vibrace (C-O)
1331 1333 valen¢ni vibrace kruhu
1348 1344 1351 valenéni vibrace kruhu

1364 1374 valen¢ni vibrace (C-O)
1409 1400 valenéni vibrace kruhu
1442 1441 1455 1411 valen¢ni vibrace kruhu

1436 1449 valenéni vibrace kruhu
1472 valen¢ni vibrace kruhu
1572 1573 1560 1565 valenéni vibrace kruhu
1586 1586 valen¢ni vibrace kruhu
1638 1642 1633 valenéni vibrace (C=0)
1676 1666 1673 valen¢ni vibrace (C=0)
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Tabulka €. 5 — VIinocty spekter komplexii DNA s doxorubicinem,

11-deoxycarminomycinem a aclacinomycinem [29, 30]

DOX-DNA [30] | DOX-DNA [29] | DCM-DNA [30] | aclacinomycin-DNA[29]

918 w
962 sh
986 w

1089 w
1151w

1210 s
1238 s
1263 sh
1305w
1330 w

1411 s

1441 m
1468 sh
1570 w
1591 sh
1636 w

994 w

1215 s
1244 s

1304 w
1338 w
1432 s
1450 s

1579 m

1639 m

1028 w

1155w
1203 w
1245 m
1284 s
1260 s

1364 w
1399 sh
1437 w

1564 m

1636 m/w
1666 w

1215w
1249 w

1295 s
1349 w
1374 w
1415 m
1451 s

1565 w
1607 s

1667 m

s — velkéd intenzita piku

m- stiedni intenzita piku
w — slabd intenzita piku

sh — shoulder(hibet)

V tabulkach c¢islo 4 a 5 jsou srovnany vysledky vice studii. Je ziejmé, ze doxorubicin dava

ve dvou odliSnych studiich spektra s nepatrné odliSnymi hodnotami vinoc¢td. To mize byt
zpusobena odliSnym spektrometrem a nastavenim laseru.

Takeé je zfejmé, Ze aclacinomycin je svou strukturou i orientaci na povrch Ag koloidu vice

podobny nez DCM. Hodnoty vinoéti jeho spektra jsou blizké hodnotam ze spekter
doxorubicinu. Naopak DCM ma vIno€ty posunuty az o 10 <cm’
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II1. Prakticka ¢ast

3.1. Cil prace

Cilem préce je ziskat SERRS spektra doxorubicinu, dalSich 1é¢iv a jejich komplexi
s DNA. Mechanismus interkalace doxorubicinu do DNA se jiz delsi dobu studuje, hledaji se
vSak nové u¢inngjsi 1éCiva.

V této studii jsou méteny spektra celkem 4 latek a to doxorubicinu, jeho derivatu
pyrazol-doxorubicinu, ktery je cca 100 x toxict&jsi. Dalsi dvé studované latky oznaCované
jako N1-DOX a N2-DOX jsou komplexy v nichz je molekula doxorubicinu navazana na
nosic.
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3.2 Material

VSechny chemikalie byly p.a. Cistoty. Pii vSech experimentech byla pouzita ultracista
deionizovana voda.

Hydroxylamin hydrochlorid — firma Chemapol

Hydroxid sodny — firma Chemapol

Dusic¢nan sttibrny — firma Chemapol

Siran hotec¢naty — firma Chemapol

Spermin — firma Sigma

Doxorubicin — Sigma

Pyrazol-doxorubicin — Makromolekularni chemie AVCR v.v.i
N2-DOX — Makromolekularni chemie AVCR v.v.i

N1-DOX — Makromolekularni chemie AVCR v.v.i

Nosi¢ — Makromolekularni chemie AVCR v.v.i

Roztoky DOX, PYR-DOX, N2-DOX, N1-DOX, nosi¢ byly skladovany pfi teploté 4 °C.
Teleci thymova DNA (42 % G + C, sttedni molekulova hmotnost 20.000 kD) byla izolovana
a charakterizovana dle postupu z ¢lanku - Brabec, V., Palecek, E. 1970: The influence of salts
and pH on polarographic currents produced by denatured DNA, Biophysik 6, 290-300.
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3.3 Priprava Ag koloidu

Ag koloid byl ptipraven podle navrzeného postupu v praci Leopold, Lendl .

Bylo smichano 5 ml (navazka 5,15 mg) hydroxylamin hydrochloridu a 5 ml (navazka
6 mg) hydroxidu sodného. K vzniklému roztoku bylo nardz ptidano 45 ml (navazka 8,48 mg)
dusi¢nanu stiibrného. Koncentrace Ag' v koloidu byla 1,1 - 107 M.

Takto ptipraveny koloid je mozné charakterizovat absorpcnim spektrem v UV-VIS oblasti.
Maximum absorp¢niho pasu koloidu je v 411 nm. Spektrum bylo zaznamenano ihned po
smichani (viz. obrazek ¢. 17)

1.5008 ' g - g - T ' ; y

[Abs]

0.0000 .
Vinova délka (NM) 700.0

300.0
Obrazek €. 17 — Absorpéni spektrum Ag koloidu

Zasobni roztok koloidu byl 100x zfedén vodou

Pro potvrzeni stalosti roztoku bylo provedeno méteni v ¢ase t =0 ~ 50 minut. V ziskanych
spektrech byla pozorovana jen minimalni odchylka (< 5 %) v intenzit¢ v absorpénim maximu.
Po dvou mésicich byl opét stejny roztok Ag koloidu zméten v UV-VIS oblasti a nebyly
zaznamenany zadné vyrazné zmény v intenzit¢ spektra, pouze absorpéni maximum se
posunulo z 411 nm do oblasti okolo 408 nm. To mohlo byt zptisobeno agregaci disperznich
castic stiibra. KdyZz jsou agregaty dostatecné velké vypadavaji z roztoku ve formé Sedého
prasku.

V UV-VIS oblasti byly zméfeny také roztoky dsDNA/ssDNA s Ag koloidem, spolu s
MgSO4 nebo se sperminem. Tyto latky vyvolavaji agregaci koloidu. Kdyz je shluka
monodisperznich ¢astic dostatené mnozstvi —po dostateCné agregaci teprve poté nastava
SERRS efekt.

Na obrazcich €. 18 - 20 jsou vyslednd UV-VIS spektra, v nichZ pfi agregaci intenzita klesa

vvvvvv

v zévislosti na jeji koncentraci)
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1.70060

[Abs]

Vlinova délka (NM)

0.0000

220.0
Obrazek €. 18 — Spektra Ag koloidu a DNA, bez siranu/se siranem

Na obrazku €. 18 jsou znazornény spektra s MgSOy:

1. Agkoloid - svétle modré spektrum
2. Ag+MgSO4 (Cmgsos = 10° M) - tmavé modré spektrum
3. dsDNA (cgspna=1,8" 104 M ) - ¢ervené spektrum
4. Ag+ dsDNA(capna= 1,8 10 M) - rizové spektrum
5. Ag+ dsDNA (cgspna = 3,6 ' 10° M) + MgSOy (cumgsos = 10 M)

- fialové spektrum
6. dsDNA (cgspna = 3,6 107 M) - oranzov¢ spektrum

Tabulka ¢. 5 — Pritomnost danych sloZek v roztoku méfeného spektra

C.spekter| 1 = 4 » 5= 2
DNA - + + -
SO, - - + +

+ latka pfitomna

- latka nepfitomna

~ spektrum s podobnou intenzitou
» spektrum s ostie veétsi intenzitou

Z obrazku je jasné zfetelné, 7e po pridani SO42 (spektrum &. 2 a 5) dochazi k snizeni
absorp¢niho pasu okolo 411 nm. Pii nizsi koncentraci dsDNA se celé spektrum posunulo doli
k niz§im hodnotam intenzity.

Po ptfidani DNA k roztoku Ag koloidu nedochézi prakticky k Zadnym zménédm v intenzité
pasu s maximem 411 nm, tj. nedochazi k agragaci koloidu

Pokud si vezmeme priibéh spekter, které obsahuji Ag koloid bez pfidavku MgSO, (tedy 1 a
4) a ty s pridavkem siranu (2 a 5) je zietelné, Ze se zvysila absorbance v absorpénim maximu.

Na dal$im obrazku €. 19 jsou zndzornény obdobné roztoky jako ve spektrech vySe. Jako
agregacni Cinidlo byl pouzit spermin, coz je polyamid nesouci naboj 4+.
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1.7080 }H\: ; ; " .

[Abs]

G.0000 i . ; i J :

22;3.13 Vinowva déJ:ka (nm>

Obrazek ¢. 19 — Spektra koloidii, DNA, se sperminem/bez sperminu

Slozeni roztoku:

1. dsDNA (cgspna = 1,8 10 M) -tmaveé modré spektrum
2. Ag+Sp(csp= 10° M) -Cerné spektrum
3. Ag+Sp(csp= 10 M) -svétle modré spektrum
4. Ag+Sp(csp= 10° M) -oranzoveé spektrum
5. Ag+Sp (csp =10 M) + dsDNA (cgspna = 1,8 107 M)
-zelené spektrum
6. Agkoloid -Cervené spektrum
7. Ag+Sp (csp= 10" M) + dsDNA (cgpna = 1,8 10™ M)

-razové spektrum

Tabulka €. 6 — Pritomnost danych sloZek v roztoku méfeného spektra

C.spektra| 5 » 7= 2 > 6 > 3> 4
DNA + n - ; - -
spermin | +(10°)| + (10H] +(10°)] - +(10™" ] +(107)

+ latka pfitomna

- latka nepfitomna

~ spektrum s podobnou intenzitou
» spektrum s ostie vEétsi intenzitou
> spektrum s veétsi

Ze spekter 2, 3, 4 je patrné, Ze pfi zvySovani koncentrace sperminu v roztoku se snizuje
intenzita pasu okolo absorpéniho maxima.

Ve spektru 1 je absorbance v 411 nm nulové, nebot’ roztok neobsahuje Zadny koloid.

Samotny spermin o koncentraci 10* M (spektrum 3) sniZuje intenzitu pasu 411 nm, ale
v kombinaci s DNA (spektrum 7) intenzitu zvySuje na Uroveinl spektra sperminu o koncentraci
10° M (spektrum 2).
Byly zméfeny i spektra s ssDNA. Vysledné namétené spektra spolu se srovnanim s dsDNA
jsou uvedeny na obrazku ¢. 20.
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Obrazek ¢. 20 — Spektra ds/ss DNA

Slozeni roztokt:

1. dsDNA (3,6 10° M)
ssDNA (3,6 110° M)
dsDNA (3,6 '10° M) + Ag
ssDNA (3,6 10° M) + Ag

Nowvhkwd

Ag koloid

Vinova délka (nm)

dsDNA (3,6 10 M) + Ag + Sp (csp = 107 M)
ssSDNA (3,6 110° M) + Ag + Sp (csp = 107 M)

-svétle modré spektrum
-tmaveé modré spektrum
-zelené spektrum
-svétle hnédé spektrum
-fialové spektrum
-cerné spektrum
-Cervené spektrum

Tabulka €. 7 - Pritomnost danych sloZek v roztoku méreného spektra

Cspektra| 7 = 5» 3> 4 > 6
dsDNA - + + - -
ssDNA - - - + +
spermin - + - - +

+ latka pfitomna

- latka nepfitomna

~ spektrum s podobnou intenzitou
» spektrum s ostie vEétsi intenzitou
> spektrum s veétsi

Z obrazku vyse je zifejmé, ze je pouze nepatrnd zmeéna mezi spektry samotného Ag koloidu a
Ag koloidu + dsDNA + sperminu. Naopak ve spektru samotné dsDNA s Ag koloidem
nastava vyznamny pokles, stejné tak ve spektru ssDNA s koloidem. Nejnizsi intenzitu spektra
absorbance roztokli obsahujicich DNA ma spektrum roztoku ssDNA v Ag koloidu se

sperminem.

ssDNA versus ssDNA + spermin nastava pokles intenzity
dsDNA versus dsDNA + spermin nastava narist intenzity
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3.4 Priprava vzorku

Vzorky byly pfipraveny smichdnim studovaného roztoku o piislusné koncentraci
s roztokem Ag koloidu.,

V ptipadé, ze se studovany systém skladal z vice komponent (napi. DNA, spermin, siran
hotfecnaty) bylo brano také v tivahu potadi v némz byly jednotlivé komponenty ptidavany
k roztoku koloidu.

3.4.1 Priprava Ramanova spektrofotometru T64000NSPL

Meéieni probihalo v klimatizované mistnosti pii stalé teplot¢ T =22 °C. Pfed zapnutim
piistroje musel byt zapnut detektor, jehoz pracovni teplota je — 144 °C. Této teploty bylo
dosazeno kapalnym dusikem (pracovni teplota T detektoru je vySs$i nez teplota kapalného
dusiku, takZe se pfihfiva termostatem). Dale se zapnul spektralink a do nadrzky nalil tekuty
dusik. Potom bylo nutno pockat cca 1 hodinu na zchladnuti detektoru na provozni teplotu.

Po vychladnuti detektoru byl zapnut laser (potfebny vykon 100 W).

Déle bylo nutno sefidit spektrometr pro samotné meéfeni a to kalibraci  pomoci
referenc¢niho roztoku (acetonitril toluen 1:1).

Excita¢ni vlnova délka byla 488 nm a relativni poloha hlavniho piku (s teoretickym
maximem) viéi 488 nm byla 1003,61 cm™. Piistroj bylo pred zadatkam méfeni vzdy tieba
nafitovat do spravné polohy.

Na zacatku kazdého méfeni se méfil samotny koloid, tim se podruhé ovétoval jak
spektrometr tak piipadna stabilita koloidu. Spektrum koloidu se pfi vyhodnocovani spekter
odecitalo od naméfenych kiivek. Diky tomu nékteré piky, které byly spektrem koloidu
castecné maskovany, zietelné vystoupily. Od spekter se také odecitala tvz.base line, hlavni
linie. Tim bylo docileno odectu pozadi.
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3.5 Méreni spekter, jejich zpracovani a vyhodnoceni

Mg¢teni spekter bylo provadéno pomoci Ramanova spektrofotometru T64000, ktery byl
zapnut a nastaven dle dfive zminénych pravidel.

Jako prvni krok bylo tfeba zjistit, v jakych koncentracich latek (doxorubicinu) se bude
meéfeni provadét. Nejvyssi piipustna koncentrace je dana citlivosti detektoru, jenz je schopen
meéfit intenzity do 60000 countii (cnt). Bylo nutné najit optimalni rozsah koncentraci
poskytujici méfitelné spektra s vhodnym pomeérem signal/Sum

Bylo vyzkouSeno mnoho koncentraci doxorubicinu. Jako optimalni se ukdzala
c=8,710°M. To potvrzuje dfive vtextu zminénou vysokou citlivost Ramanova
spektrometru. Protoze koncentrace zasobniho roztoku byla 8,7 10™* M, probihalo fed&ni
100 x pomoci H,O a poté byl 1 ul tohoto roztoku piidan k 99 ul Ag koloidu

Dale bylo nutné zvolit pocet akumulaci a dobu trvani méteni. Diky vysoké citlivosti
metody bylo mozné zaznamenat spektrum v ¢ase 20 s (1 akumulace). Dalsi méteni ukazalo,
ze zvyseni Casu a poctu akumulaci vedlo k snizovani intenzit spekter doxorubicinu. Ag koloid
se prehiival. Dale bylo tfeba zjistit, zda méfeni mlze probihat ithned po smichani nebo je
nutnd inkubace DOX s Ag koloidem.

3.5.1 Casova zavislost roztoku Ag koloid - doxorubicin

Na obrazku €. 21 jsou uvedena spektra doxorubicinu métend v Case t =1~ 10 minut po
smichani s Ag koloidem

e # DOX-1
42 000 { 8 DOX-10 |
- ® DOX-3
3 @ DOX-5 |
& DOX-T |

Winoder (o

Obrizek & 21 — Casova zavislost spekter doxorubicinu
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Koncentrace doxorubicinu je 8,7 - 10° M

DOX-1 spektrum roztoku zméfeného po inkubaci 1 min. po smichani DOX s Ag koloidem
DOX-3, 5,7, 10 spektrum roztoku zméteného po inkubaci 3, 5, 7, 10 min. po smichani DOX
s Ag koloidem

V tabulce €. 8 jsou procentudlné¢ uvedeny zmény intenzit nékterych vyraznych pikd ve
spektrech. Za stoprocentni jsou brany hodnoty spektra po 5 minutéch.

Tabulka ¢. 8 — Zmény intenzit SERRS spekter doxorubicinu po smichani s Ag koloidem
v Case t

Doxorubicin-¢asové zmény
%
vinoget (cm™) [t=1 (min) | t=3 (min) | t=5 (min) | t=7 (min) | t =10 (min )
983 58,7 108 100 100 100
1068 62,5 107,9 100 100 100
1085 55,6 108,6 100 100 100
1209 61 110,8 100 98 98
1249 66,2 107,2 100 98,7 98,7
1273 76 108,6 100 100 101,8
1329 63,3 106,2 100 99 102
1409 61 108,1 100 100 101,3
1575 60 108,2 100 100 95,4
1620 60,1 108 100 100 86,7
1642 51,5 106,1 100 100 88,6

Z tabulky cislo 8 je vidét, Ze nejveétsi narast smérem k vysSim intenzitdm probehl mezi 1 a
3 minutou. To naznacuje, Ze kinetika adsorpce je velmi rychld. V ¢ase 1 minuty nebyla
adsorpce molekuly doxorubicina na Ag koloid jesté¢ zcela tiplna, ale ve tieti minuté uz byl
povrch koloidu zcela obsazen. Mezi 5 a 10 minutou se pouze ustaluje rovnovéha. Také je
vidét, ze 1 kdyz se méni intenzita piki, jejich vinocet zlistava stejny ve vSech casech.

Srovnanim s tabulkou €. 5 ve které jsou uvedeny vInocty zmétené v jinych studiich, je
vidét ze pasy maji nepatrné jiné hodnoty. VEtsSinou je o posun k vy$$im vino¢tim o 2 — 3 cm”
' To miiZe byt zpiisobeno odlisnym nastavenim spektrometru.
Z obrazku ¢islo 21 je dale zfejmé, Ze relativni intenzity jednotlivych pikii se v ¢ase méni, to
1ze ptipisovat reorientaci molekuly na povrch Ag koloidu.
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Tabulka €. 9 — VIinocty spektralnich pasi doxorubicinu a jejich prirazeni [31]

Doxorubicin

vlno&et (cm™)

prirazeni

824 skeletarni deformace

879 skeletarni deformace

918 skeletarni deformace

960 deformacni vibrace (C-H)
990 dychaci kruh

1066 deformacni vibrace (C-H)
1082 skeletarni deformace
1118 valen¢ni vibrace (C-OCH3)
1152 deformacni vibrace (C-H)
1207 deformacni vibrace (C-O)
1241 deformacni vibrace (C-O)
1265 valenéni vibrace kruhu
1303 valen¢ni vibrace (C-O)
1331 valen¢ni vibrace kruhu
1348 valenéni vibrace kruhu
1409 valen¢ni vibrace kruhu
1442 valenéni vibrace kruhu
1472 valen¢ni vibrace kruhu
1572 valenéni vibrace kruhu
1586 valen¢ni vibrace kruhu
1638 valen¢ni vibrace (C=0)
1676 valen¢ni vibrace (C=0)

Relativni intenzity sousednich piki ve spektru doxorubicinu zlistavaji ve vSech Casech
stejné. Pouze intensita pikd v oblastech 1249 a 1273 cm™ se zménila. Z jejich poméru 1 : 0,98

se stal pomér 1 :
Vzhledem k vyse uvedenym skutecnostem byly dalsi vzorky méfeny az po inkubaci 5

0,85.

minut v Ag koloidu.
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3.5.2 Komplex doxorubicin-DNA
Vzorek pro méteni interkalace doxorubicinu do DNA byl ptipraven nasledovné:

e DOX + DNA ..vzorek stal 1 minutu a po ni je smichan s Ag koloidem, v ném nasledn¢
méten po Case t, t =1 ~ 10 minut (obrazek €. 22)

e DOX + DNA..vzorek stal 10 minut a pak byl smichdn s Ag koloidem v némz byl nasledné
meéfen v asech t, t = 1 ~ 10 minut (obrazek ¢. 23)

e DOX + DNA..vzorek stal 20 minut a pak byl smichén s Ag koloidem v némz byl nasledn¢
meéten v asech t, t = 1 ~ 10 minut (obrazek ¢. 24)

o DO |

1 s DOXDNA-1 ‘

B Sel— i DOXDNA-10
1 § DOXDNA-3

% 000 ® DOXDNA-3

Hmj' s DOXDNAT |

7 oof—

& 54} -J
1

D ———— e —

1 S}

2 r T -
JOMr § DD I 20HD . 1
Winoser =~ 0m )

Obrizek ¢&. 22 — Casova zavislost spekter komplexu DOX-DNA

CDNA = 8,7 ’ 10-6 M

cpox =4,3 107 M

DOXDNA spektra komplexi DOX sDNA, inkubovanych 1 minutu po smichani
DOX + DNA a dale ptevedeného do roztoku Ag koloidu.

Vzorky byly odebirany a méteny po 1, 3, 5, 7 a 10 minutach inkubace v Ag koloidu
(DOXDNA-1, DOXDNA-3, DOXDNA-5, DOXDNA-7, DOXDNA-10)
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Je zfejmé z obr.C. 22, Ze Casova zavislost spekter je jind nez v pripadé samotného DOX.
Zatimco u DOX byl nejvétsi narlist intenzit mezi spektry v €ase 1 a 3 minuty. U jeho
komplexu s DNA se to neda Fict jednoznacng. V oblasti mezi 1200 — 1500 cm™ mezi prvni a
tfeti minutou intenzita klesa, mezi 3 — 5 minutou intenzivné roste a dal roste mezi
5-10 minutou. Zatimco v oblasti 1500 — 1800 cm™ od prvni minuty probihd pozvolny
plynuly nartist intenzit. Zmény pozorované mezi spektry samotného DOX a jeho komplexu
s DNA jsou zpiisobeny také zménou piistupu k povrchu Ag koloidu.

0 O & DOXDNA-1 |
_ & DOXDNA-10
8 500 & DOXDNA-} |
@ DOXDNA-5 |

& 000 = DOXDNAT

7 S00— !
|

7 000 |

o] ‘11FI—!

& (HHI—

5 S(M)

5 DM

4 501~
4 [ —
i FI.U:-Jl-
b O —
Z 5K}

2 (KK —

1 S04

| D=4

Vinatee ‘'S

Obrazek &. 23 — Casova zavislost komplexu DOX-DNA 10 min po smichani

CDNA = 8,7 ’ 10-6 M
cpox =4,3 107 M
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DOXDNA spektra komplexi DOX sDNA, inkubovanych 10 minut po smichani
DOX + DNA a dale pfevedeného do roztoku Ag koloidu. Vzorky byly odebirany a méteny po
1, 3,5, 7 a 10 minutach inkubace v Ag koloidu (DOXDNA-1, DOXDNA-3, DOXDNA-5,
DOXDNA-7, DOXDNA-10)

Spektra DOX-DNA ziskand po inkubaci deset minut (obr.c.23) po jejich samotném
smichéni a nasledném ptidani do koloidu jsou zna¢né odlisna od spekter v obrazku ¢. 22.
Pomér relativnich intensit pik 1579 (1577) : 1639 (1638) byl 1 : 0,85 a zménil sena 1 : 1,1 a
po dvaceti minutach (obr.¢. 24) je to skoro 1 : 1. V priméru klesla intenzita vSech spekter po
20 minutach o 40 %.

DOXDNAI
DOXDNA-10/|
DOXDNA.3
DOXDNA.5
DOXDNA.T

RN
LM} -

¥
1
-

]
."1'1'.'-'."?'1
7 300
T r_||:|||--_4;

{
B SO |
& (e — |

5 S0

5 D0 |

Intenzicn &1

Winoders S

Obrazek &. 24 — Casova zavislost spekter komplexu DOX-DNA po 20 minutich

CDNA = 8,7 ’ 10-6 M

Cpox = 4,3 ’ 10_7 M

DOXDNA spektra komplexi DOX sDNA, inkubovanych 20 minut po smichani
DOX + DNA a dale ptevedeného do roztoku Ag koloidu.

Vzorky byly odebirany a méfeny po 1, 3, 5, 7 a 10 minutdch inkubace v Ag koloidu
(DOXDNA-1, DOXDNA-3, DOXDNA-5, DOXDNA-7, DOXDNA-10)
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Tabulka ¢. 10 — Srovnani vinocti DOX, DOX-DNA, v ¢ase t

vlno&et (cm™)

DOX | DOX-DNA

t=0 (min) t =10 (min) t =20 (min)
983 985 984 985
1068
1185
1167 1162 1168 1162
1209 1211 1210 1211
1249 1248 1250 1251
1273 1271
1329
1409 1413 1409 1407
1437 1439 1434 1439
1575 1579 1577 1582
1620
1642 1639 1638 1636

Tabulka €. 10 srovnava udaje o vinoctech samotného doxorubicinu a jeho komplexu
s DNA. Nékteré vyrazné piky zmizely a vétsina se posunula o 2 —3 cm™. U samotného DOX
se intenzity maximalnich piki pohybovaly okolo 42000 cnt, zatimco u jeho komplexii se
jedné pouze o hodnoty okolo 5000 cnt. To znamena, ze vétsSina doxorubicinu se interkaluje do
dvousroubovice DNA. Nepatrn¢ se projevuji pouze deformacni vibrace (O-H), valen¢ni
vibrace kruhu a C=0. Dle snizovani intenzit pikl v ¢ase po smichani komplexu se da fict, Ze
interkalace jesté dal pokracuje.
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3.5.3 Pyrazol-doxorubicin ¢asova zavislost
Srovnanim obrazku c¢islo 25 a 21 lze fict, ze pyrazolovy kruh navézany na doxorubicin

neddva zadny vyrazny pik navic, spektra jsou totoznd. Pfitomnost pyrazolového kruhu se
v SERRS spektrech neprojevuje. To je pravdépodobné proto, ze pyrazolovy kruh neni
v kontaktu s povrchem Ag koloidu Polohy i poméry pikil jsou v podstaté shodné. Jen intenzita
u PYR je ve srovnani se spektrem DOX o 15 % nizsi.

§ FYR-1

y PYR-10

s PYR3

PYR-3

§ PYR-7

Int=nzits

I-I;' A ! rll ...-'; Il. l P'T
ll I!S.l' Jl;ll‘l ! .'rr 1 -II :I-":., _-.-“Fn

-ﬂ._,_'\-..-"""a-",\.\‘ _t‘ﬂ_"r .I."‘"""r ."-".;_-' -"v“’ 'L; ;‘r‘ F|

Vinoctao

Obrazek & 25 — Casova zavislost spekter komplexu PYR-DOX

ceyr-pox =8,7 10" M
DOX-1 spektrum roztoku zméfeného po inkubaci 1 min. po smichani DOX s Ag koloidem

DOX-3, 5,7, 10 spektrum roztoku zméteného po inkubaci 3, 5, 7, 10 min. po smichani DOX

s Ag koloidem.

Casovy pribéh spekter PYR-DOX je ponékud odlisny od DOX. Zna¢ny nariist intenzity
smérem k vys$Sim hodnotam nastdva mezi 1 a 3 minutou a zna¢ny pokles mezi 3 a 5 minutou.
To naznacuje, ze mezi 1 — 3 dochdzi jesté k adsorpci na povrch Ag koloidu. Tabulka ¢islo 11

porovnava hodnoty vinoctt pro DOX a PYR.
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Tabulka €. 11 — Srovnani hodnot vinoéti spekter samotného DOX a PYR

vinoéty (cm™)
DOX PYR
983 986
1068 1069
1085 1087
1209 1210
1249 1251
1273 1274
1311 1310
1329 1331
1409 1411
1437 1440
1575 1577
1620 1625
1642 1645

3.5.4 Komplex (pyrazol-doxorubicin)-DNA

Byly pouzity stejné koncentrace jako u komplexu DOX-DNA, tj. cpna = 8,7 - 10° M
CPYR-DOX — 1,07 ’ 10_7 M.

Pti sledovani zmén ve spektrech komplexu PYR-DNA s ohledem na ¢as nemohly byt
sledovany zadné zmény, protoze bylo pozorovano spektrum bez jakychkoliv vyraznych pika.
Lze tedy fict, ze naproti komplexu DOX-DNA, kde cel¢ molekuly nebyly interkalovany u
komplexu PYR-DNA je tomu naopak. Interkalaci do dvousroubovice a orientaci molekuly
(napt. diky néboji) pyrazol-doxorubicin bylo zabranéno jakékoliv adsorpci na povrch Ag
koloidu. Vazba PYR-DNA je pravdépodobné t€snéjsi nez obdobna vazba mezi DOX a DNA.

Na obrazku €. 26 jsou uvedeny spektra samotného doxorubicinu, pyrazol-doxorubicinu a
jejich komplexi s DNA. Méieni bylo provedeno pfi jiném nastaveni spektrofotometru nez
diive uvedena spektra. Proto je zde jina intenzita spekter. Relativni intenzity pikli samotnych
1é¢iv versus jejich komplexi jsou vSak stejny jako u difive uvedenych spekter. Rozdily mohou
byt také zplisobeny jinou polohou kapilary vii¢i paprsku laseru.
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Obrazek ¢. 26 — Spektra DOX, PYR a jejich komplexii s DNA

CDNA — 8,7 ’ 10-6 M

cpyrpox = 4,3 10_7 M

cpox =4,3 107 M

DOX (PYR) spektrum roztoku DOX (PYR) zméteného po inkubaci 5 min. po smichani DOX
(PYR) s Ag koloidem.

DOXDNA (PYRDNA) spektra komplexu DOX (PYR) s DNA, inkubovanych 1 minut po
smichani DOX (PYR) + DNA a déle pfevedeného do roztoku Ag koloidu.

Vzorky byly odebirdny a méfeny po 5 minutach inkubace v Ag koloidu

Hodnoty vlno¢td DOX a PYR jsou obdobné, jen nepatrn& posunuté v ramei nékolika cm™.
Na obrazku je vidét ¢astecné a tplné vymizeni spektra u komplexti.

Protoze samotny PYR s DNA nedava zadné spektrum, byl do roztoku koloidu pted
ptidanim komplexu PYR-DNA ptidan siran o koncentraci ¢ =210 M. Siran se pridava
proto, ze v dusledku jeho interakce s Ag koloidem se méni stupenn agregace. Tim dochazi
k tvz. aktivaci koloidu. Siran v Ag koloidu bez dalSich sloZek nedava zZadné spektrum.
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Na obrazcich €. 27, 28, 29 jsou znazornény spektra PYR-DNA se siranem rtiznou dobu po
smichéni a to takto:

e PYR + DNA..1 minutu roztok stal, nasledné byl ptidan do roztoku 2 : Ag kol. + MgSOQy,
meéteni probihalo v Case t od aplikace do roztoku 2; t =1 ~ 10 minut (obr. €. 27)

e PYR + DNA..10 minut roztok stal, nasledné byl ptidan do roztoku 2 : Ag kol. + MgSOQy,
meéteni probihalo v €ase t od aplikace do roztoku 2; t =1 ~ 10 minut (obr. €. 28)

e PYR + DNA..20 minut roztok stal, nasledné byl ptidan do roztoku 2 : Ag kol. + MgSOQy,
meéteni probihalo v €ase t od aplikace do roztoku 2; t =1 ~ 10 minut (obr. ¢. 29)
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Obrazek ¢. 27 — Komplex PYR-DNA po piidavku siranu

CDNA = 8,7 ’ 10_6 M

cpyrpox =4,3 107 M
PYRDNA spektra komplexti PYR s DNA, inkubovanych 1 minutu po smichdni PYR + DNA

a dale pfevedeného do roztoku Ag koloidu se siranem.
Vzorky byly odebirany a méteny po 1, 3, 5, 7 a 10 minutach inkubace v Ag koloidu se

siranem (PYRDNA-1, PYRDNA-3, PYRDNA-5, PYRDNA-7, PYRDNA-10)
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Z obrazku ¢. 27 je patrné, ze po piidani siranu ke komplexu PYR-DNA bylo ziskdno
spektrum velmi podobné spektru DOX-DNA bez siranu. Pouze relativni intenzity pikt

v oblasti okolo 1577 : 1640 se zménily. Z 1: 0,85 (DOX-DNA) na 1: 1,06 (PYR-DNA se
siranem). Oba pasy nalezi valen¢nim vibracim kruhu.

{ ¥ PYRDNA-1

i PYRDNA-10
§ PYRDNA-2
§ PYRDNA-5
s PYRDNA-T

W YT Y ™,

Obrazek ¢. 28 — Komplex PYR-DOX po pfidani siranu, 10 minut po smichani

CDNA = 8,7 ’ 10_6 M

cpyroox =4,3 107 M

PYRDNA spektra komplexti PYR s DNA, inkubovanych 10 minut po smichani PYR + DNA
a dale prevedeného do roztoku Ag koloidu se siranem.

Vzorky byly odebirany a méteny po 1, 3, 5, 7 a 10 minutach inkubace v Ag koloidu se
siranem (PYRDNA-1, PYRDNA-3, PYRDNA-5, PYRDNA-7, PYRDNA-10)

Ze srovnani obrazku ¢. 27, 28 a 29 je vidét rapidni pokles piki v oblasti mezi
1150 - 1500 cm™ (po uplynuti 10 minut od smichani PYR s DNA. Zatimco v ase 0 minut
byl pomér mezi vybranymi piky v oblasti mezi 1150 — 1500 : 1500 — 1700 cm™ 1 : 0,85,
v ¢ase 10 minut od smichani komplexu byl pomér 1 : 1,52. To znamena pokles vibraci
zpusobenych el. strukturami bazi ku vibracim zplisobenym parovanim bazi. Celkové se da
fict, Ze pokud je dan dostatecny Cas na komplexaci PYR s DNA ma siran mensi u¢innost na
zvyseni intenzit pikii nez pokud je aplikovan hned po smichdni téchto dnou komponent.
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Nemuize zvySovat agregaci ¢astic Ag koloidu na kterych jsou jiz adsorbovany molekuly jiné
latky.

272 000 —

EERNR

Intenztta

WinoEet

Obrazek ¢. 29 — Komplex PYR-DOX po pridani siranu, 20 minut po smichani
cona = 8,7 10°M
cpyroox = 4,3 107 M

PYRDNA spektra komplexi PYR s DNA, inkubovanych 20 minut po smichani PYR + DNA
a dale prevedeného do roztoku Ag koloidu se siranem.

Vzorky byly odebirany a méteny po 1, 3, 5, 7 a 10 minutach inkubace v Ag koloidu se
siranem (PYRDNA-1, PYRDNA-3, PYRDNA-5, PYRDNA-7, PYRDNA-10)
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3.5.5 Casova zavislost vzorku N2-DOX

N2-DOX = konjugat poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX).

Obsah doxorubicinu je 7,9 hm% a z toto 0,02 hm% volného doxorubicinu. Jednalo se o ve
vodé¢ rozpustny praskovy polymer s enzymaticky fizenym uvolfiovanim léciva. Kromé vody
byl rozpustny také ve vodnych pufrech, alkoholech, DMF, DMSO. Pro méfeni bylo pouzito
vzorku rozpusténého ve vode, nebot’ je pomérné stabilni. V jinych rozpoustédlech uvoliuje
malé mnozstvi silné€ fluoreskujiciho derivatu.

Bylo provedeno také méfeni vzorku N1-DOX. Ten obsahuje 9,8 hm% DOX, z toho
0,1 hm% volného doxorubicinu.

N1-DOX = konjugat poly(HPMA-co-MA-Akap-NHN=DOX). Vzorek N1 je také ve vodé
rozpustny praskovy polymer avSak s hydrolyticky fizenym uvoliovanim doxorubicinu.
Ptipraveny roztok vSak byl ve velmi kratkém Case nestabilni. Daval v podstaté totozna spektra
se spektry samotného doxorubicinu a to jak samotného tak v komplexu s DNA. Spektra
vzorku N2 v zavislosti na ¢ase t, kdy t = 1 ~ 10 minut, jsou uvedeny na obr.¢. 30.

B NIDOX-1
B NIDOX-10
B NIDOX-3
I NIDOX-5

B NIDOX-T

Obrizek & 30 — Casova zavislost spekter N2-DOX
cN2-pox = 8,7 107 M, N2DOX-1 (3, 5, 7, 10) spektrum roztoku N2-DOX v Ag koloidu po
inkubaci 1 (3, 5, 7, 10) min.
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Z obrazku je jasné, ze dava spektrum s odliSnymi intenzitami i polohami vInocti nez
spektrum samotného doxorubicinu (viz obrazek ¢.21). Tabulka ¢&islo 12 srovnava
nejintenzivngj$i vinoCty spektra doxorubicinu a N2-DOX. Nekteré piky vymizely uplné,
nckteré se posunuly do jinych hodnot vinoctl a objevily se i néjaké nové piky. Pokud jde o
intenzitu spektra tak ta se u N2-DOX pohybuje 2 500, zatimco u doxorubicinu se pohybuje
v tadu desitek tisic.

Dale lze tict, ze se v Case vzorek v Ag koloidu vzorek neméni. Spektrum N2DOX-DNA
nevykazuje zadné zna¢né zméeny oproti spektru samotného N2, jen mirny pokles intenzity. Da
se tedy fict, Ze s DNA neinteraguje ani se neinterkaluyje do DNA. Snad pouze jeho
doxorubinova ¢ast ano, ale protoZe nedavala skoro zadné spektrum ani pokud byl vzorek
pouze v koloidu, nelze fict jak se interkalovala. Samotny nosi¢ dava spektrum bez jakychkoliv
intenzivnich pési (podobné spektru samotného DNA)

Tabulka €. 12 — Srovnani vinocti spektra doxorubicinu a N2-DOX

VInoéet (cm™)
DOX | N2
983 988
1068
1085 1085
1209 1210
1249 1240
1273

1302
1329 1338
1409

1438
1575 1574
1620
1642 1635

Novy pik v oblasti okolo 1302 cm™ Ize piitadit valenénim vibracim C-O, 1438 cm™ nalezi
valen¢nim vibracim kruhu.
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3.5.6 Aplikace nosice a jeho vliv

Na obrazku ¢islo 31 jsou porovnany spektra samotného nosi¢e, DNA, doxorubicinu a

rrrrrr

B DNA

B DOX

B DOXNOS
§ NOSDOX
g NOSIC

A ¢
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Obrazek ¢. 31 — Spektra DOX, DNA, nosice a komplexii DOX-DNA, poradi
1.DOX-2.nosié, 1.nosi¢-2.DOX

en2-pox =4,3 107 M

Cpox = 4,3 ’ 10_7 M

CDNA = 8,7 ’ 10-6 M

CNOSIC = 8,7 ’ 10_6 M

DOXNOS spektrum roztoku DOX s nosi¢em, do roztoku Ag koloidu pfidavano v potradi
1. DOX, 2.nosi¢ inkubace 5 min v Ag koloidu pfed méfenim.

NOSDOX spektrum roztoku DOX s nosi¢em, do roztoku Ag koloidu pfidavano v potfadi
1. nosi¢, 2. DOX inkubace 5 min v Ag koloidu pfed métenim.

DOX spektrum roztoku DOX v roztoku Ag koloidu ,inkubace 5 min v Ag koloidu pfed
méfenim.
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NOSIC (DNA) spektrum roztoku nosi¢e (DNA) v roztoku Ag koloidu ,inkubace 5 minut v Ag
koloidu pfed méfenim.

Fialové a modré spektrum nalezi vzorkiim samotného nosice a samotné DNA. Ani jeden
vzorek neddva zadné intenzivni piky v celém rozsahu métenych hodnot. Pokud byl pfidan
nosi¢ do koloidu pied doxorubicinem byl pozorovan skoro dvojnasobny (1,8 x) nartst intenzit
u vSech vyznamnych pikil oproti samotnému doxorubicinu. KdyZ byl pfidan do roztoku az po
doxorubicinu intenzity vzrostly dokonce 2,5 x. Také se ménil pomér intenzit nékterych pikt
(viz. tabulka €. 13). Vliv nosice se patrn€ odviji od jeho schopnosti ménit stupen agregace
koloidu (néboj, polymerni strukturu). Je-li navazan DOX na nosic, tak se v ptipadé interakce
s Ag koloidem méni prostorova orientace DOX na povrch Ag koloidu. Zmény ve spektrech na
obr. ¢. 30 a 31.

Tabulka €. 13 — Srovnani relativnich intenzit vinoc¢tia spekter dvojic piki

vino&et (cm™) poméry
1150:1273 1407:1437
DOX 1 0,97 1 0,9
DOX-nosi¢ 1 1,07 1 0,82
nosi¢-DOX 1 1,15 1 0,74

vvvvv

siran ¢i chlorid. Mlze to byt zplisobeno tésnéj$i a intenzivnéj$i adsorpci doxorubicinu na
povrch Ag koloidu diky nosi¢i. Ten mize ménit polohovou orientaci molekuly k povrchu
nebo miiZze zplsobovat zménu naboje. VEtSi zména nastdvd pokud je dan nosi¢ az
k doxorubicinu ¢asteéné adsorbovanému na povrch, protoze pokud je dan do koloidu jako
prvni miZe se sam vazat na povrch a ¢astecné tim i branit adsorpci DOXu.
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3.5.7 Komplexy DOX, PYR, N2-DOX s DNA

s DOXDNA
§ DOX
g N2DOX
i | 3 ; N2DOXDNA
‘,J l s PYRDNA
' s PYR

Nt T ' y | f P
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Obrazek ¢. 32 — Spektra DOX, PYR, N2-DOX a jejich komplexy s DNA

en2pox = 4,3 107 M

cpox =4,3" 10_7 M

CPYROX = 4,3 ’ 10-7 M

CDNA = 8,7 ’ 10_6 M

DOXDNA (PYRDNA, N2DOXDNA) spektrum komplexu DOX (PYR, N2-DOX) s DNA,
po minutové inkubaci ptidavan do roztoku Ag koloidu, pied méfenim 5 minutova inkubace
v Ag koloidu

DOX (PYR, N2DOX) spektrum DOX (PYR, N2DOX) v roztoku Ag koloidu , inkubace

5 min v Ag koloidu pted métenim.

Na vySe uvedeném obrazku jsou srovnany spektra DOX, PYR, N2 a jejich komplexi
s DNA. Je patrny obrovsky pokles v hodnotach intenzit pikiit mezi DOX, PYR a N2. Také¢ je
jasné vidét, ze spektra komplexii doxorubicinu a N2 jsou si velmi podobné. Misto dvou past
oblasti okolo 1405 a 1437 cm™ (pro samotny DOX) je pouze jeden pas okolo 1437 cm™ (a to
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jak pro komplex DOX-DNA, tak pro samotny N2 i jeho komplex s DNA). Cela tato oblast
nalezi valen¢nim vibracim kruhu.

Jak bylo jiz dtive uvedeno pasy v oblasti mezi 700 - 1100 cm™ u DOX a PYR zcela zmizi
ve spektrech jejich komplexi s DNA. Zmizi tak veSkeré deformacni vibrace skeletu, C-H a
vibrace dychaciho kruhu. To naznacuje interkalaci téchto ¢asti do dvousroubovice DNA. U
PYR-DNA nastava interkalace nebo jind interakce celé molekuly, nebot’ piky v celém
méteném rozsahu vinoctl zmizi.

Pti srovnani spekter samotného N2 a jeho komplexu s DNA je vidét, Ze interakce s DNA
nastava pouze minimalné.
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3.5.8 Komplex doxorubicin-oligonukleotid A

Spektra tohoto komplexu Ize ziskat pouze pokud je do roztoku pfidan i siran. Bez tohoto
ptidavku nejsou ve spektru zadné intenzivni piky. Byly zkoumany zmeény, které nastanou,
kdyz se méni poradi zkoumanych latek do Ag koloidu. Koncentrace siranu ve vysledném

roztoku byla 4 - 10 M.

e Do Ag koloidu se siranem nejprve doxorubicin, ndsledné oligonukleotid A, (obr.¢€. 33)
e Do Ag koloidu se siranem nejprve Aj,, nasledné doxorubicin (obr.¢. 34)
e Nejprve byl smichdn doxorubicin s A}, tento roztok byl pak pfidan do koloidu Ag + siran

(obr.¢. 35)

| % DOXA1 .
| ® DOXA-10 A 4
® DOXA3
§ DOXAS I
» DOXA-7 M '
|'].' |
Illl _|.d|
II* 11

Obrazek €. 33 — Komplex DOX-A;,, poradi: 1.DOX

cpox =4,3 107 M

ca=8,710°M

DOXA-1, 3, 5, 7, 10 spektra roztoku DOX s A, pfidavano do Ag koloidu v potadi 1. DOX,
2. Ay, inkubace 1, 3, 5, 7, 10 min v Ag koloidu pfed méfenim.
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Oproti spektrim DOX-DNA byla pozorovéana 3 x vyssi intenzita pikl. To bylo zptisobeno
pfidanim siranu, ktery funguje jako agregacni ¢inidlo. Béhem sledovani v ¢ase intenzity
spekter oscilovaly. Ze srovnani hodnot vinoc¢tl intenzivnich pikii je jasné, ze interkalace
nastava ponckud odlisné€ od interkalace do DNA (viz. tabulka ¢. 14)

Tabulka ¢. 14 — VInocty spekter komplexii DOX-DNA a DOX-A, jejich prirazeni

vlnoéet (cm™)
DOX-DNA | DOX-A; | A12-DOX |komplex prirazeni
731 730 730 dychaci vibrace ar.kruhu adeninu
781 780 780
985 982 984 dychaci kruh
1015 1025 vibrace cukerného zbytku
1068 1065 deformacni vibrace (C-H)
1087 1085 skeletarni deformace
1151 deformacni vibrace (C-H)
1162 vibrace imidazolového kruhu guaninu
1211 1206 1206 deformacni vibrace (O-H)
1238 1232 deformacni vibrace (O-H)
1248 1247 deformacni vibrace (O-H)
1271 1269 1263 valen¢ni vibrace kruhu
1333 1329 1327 valencni vibrace ar. kruhu adeninu
1351 1354 valen¢ni vibrace kruhu
1400 1391 valen¢ni vibrace kruhu
1413 1409 valen¢ni vibrace kruhu
1439 deformacni vibrace (CH,)
1455 1455 1455 valen¢ni vibrace kruhu
1579 1573 1575 1573 valen¢ni vibrace kruhu
1639 1624 1626 1628 valen¢ni vibrace (C=0)

Z tabulky je zfejmé, Ze ptibyly vibrace zplisobené adeninem (731, 1333, 1351, 1400 a
1455 cm™ pro DOX-A»). Charakteristicky pik pro A je v oblasti okolo 731 cm™. Ze srovnani
obrazkl cCislo 37 a 38 je ziejmé, ze pokud byl prvni ddn do roztoku oligonukleotid A,
vymizely skoro pasy v oblasti mezi 1200 — 1300 cm™. Ty nalezi deformaénim vibracim O-H a
valen¢nim vibracim kruhu (u doxorubicinu). Dale byl pozorovan také pokles intenzit pika
okolo 1400 cm™. Ty jsou piifazovany valenénim vibracim kruhu To naznacuje, Ze pokud je
oligonukleotid A, v roztoku prvni obsadi povrch Ag koloidu tak, Ze doxorubicin nemd na
povrch dostateény pfistup. Také intenzity zbylych pikli ve spektru A;,-DOX jsou oproti
spektrim DOX-A |, skoro polovi¢ni. (viz niZe obrazek ¢islo 34)
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Obrazek €. 34 — Komplex DOX-A, poiadi: 1.A;;

cpox =4,3 107 M

ca=8,710°M

ADOX-1, 3, 5, 7 spektra roztoku DOX s A, ptidavano do Ag koloidu v potadi 1. Aja,
2. DOX, inkubace 1, 3, 5, 7 min. v Ag koloidu pied métenim

Byly srovnavany vSechny tii moznosti (obr.¢. 33, 34 a 35) tedy spektra vznikla zménami
poradi a spektra 3. moZnosti — nejprve vznik komplexu A;,-DOX (déle znaceno KOMP) pak
teprve aplikace do koloidu. Na obrazku ¢islo 35 je ztetelny nartist intenzit pikii mezi
1200 - 1400 cm™. To nazna&uje, 7e neni branéno astem doxorubicinové molekuly
zpusobujicim tyto vibrace adsorpci na povrch koloidu. Jedna se pirevazné o deformacni
vibrace O-H a valen¢ni vibrace kruhu.

V oblasti mezi 1400 — 1500 cm™ jsou intenzivni piky stejné jako ve spektrech, kdy byl do
Ag koloidu nejprve davan doxorubicin. Kdyz byl nejprve davan oligonukleotid piky
vymizely. Ve spektrech KOMP (obr.¢. 35) jsou nejintenzivnéjsimi piky ty s hodnotami
vIno&tii okolo 1232 a 1327 cm™. Oba byvaji piisuzovany valenénim vibracim kruhu. Pokud
tedy probihd interakce mezi doxorubicinem a oligonukleotidem A, mimo koloid, nejsou tyto
vibrace nijak ovliviiovany.
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Obrazek ¢. 35 — Komplexy DOX-A

cpox =4,3 10" M

cAa=8,710°M

KOMP -1, 3, 5, 7 spektra roztoku DOX s Aj,, pfidavano do Ag koloidu po predchéazejicim
smichani, inkubace 1, 3, 5, 7 min. v Ag koloidu pfed métenim



3.5.9 Srovnani A-DOX, DOX-A, KOMP a samotného A;; se siranem
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Obrazek €. 36 — Spektra komplexi DOX-A;;, 1.DOX-2.A1;, 1.A12-2.DOX a samotny A

Na obréazku ¢&islo 36 je mozné pfimé srovnani vybranych spekter. Lze fict, ze do 1200 cm™
nejsou mezi spektry komplext s riznym pofadim a samotnym adeninem se siranem zadné
velké rozdily. V oblasti mezi 1200 — 1300 cm™ nejsou vyrazn&jsi piky u spekter samotného A
a komplexu A-DOX, naopak ve spektrech KOMP a komplexu DOX-A jsou intenzivni piky.
Pro KOMP jde o piky v oblasti okolo 1206 a 1232 cm™, pro DOX-A o piky v oblasti okolo
1206, 1245 a 1270 cm™. Mezi hodnatami vlno&a 1300 a 1400 cm™ maji viechna spektra
intenzivni piky okolo 1330 cm™ a v8echna mimo KOMP v oblasti okolo 1350 cm™. Mezi
1500 — 1800 cm™ maji viechna spektra intenzivni pasy okolo 1584 a 1628 cm™. Nejvetsi
intenzitu ma spektrum DOX-A. Ve spektru KOMP jsou nejintenzivnéjsi piky okolo 1232 a
1327 cm™, pik 1232 cm™ neni v Zadném jiném spektru.
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III. Zavér

V textu byly shrnuty zndmé informace o vibracni spektroskopii a zejména o SERRS.
Metoda se ukazuje jako vhodnou pro studium biologickych latek v jejich pfirozeném
prostiedi, ve vodném roztoku. Diky SERRS lze sledovat zmény struktury vyvolané zménami
fyzikalné-chemickych parametrti, ale i dynamiku strukturnich pfechodu. Metodou SERRS
byla méfena antracyklinova antibiotika, pfevazné doxorubicin.

Hlavni cilovou strukturou pro cytostaticky efekt antracyklinii je DNA v jadie buiky.
Antracykliny maji schopnost interkalace, tj. vmezefovani se mezi pary bazi DNA a inhibice
funkce topoizomerdzy II. Dusledkem je inhibice replikace a transkripce DNA a RNA.
Prestoze je zndmo, ze anthracykliny maji schopnost zasahovat do fady biochemickych a
biologickych funkci eukaryotickych bunck, pfesny mechanismus cytotoxickych a
antiproliferativnich u¢inkti doxorubicinu nebyl dosud plné¢ vysvétlen. Kvili moznosti
jasngjsiho vysvétleni mechanismu uc¢inku, byl studovan vznik komplexu 1é¢iv s DNA.

Jiz dfive byly provedeny studie mozn¢ interkalace doxorubicinu do DNA. Vysledky, které
byly ziskany beéhem této prace, odpovidaji vysledkiim ziskanym jinymi laboratofemi. Pokud
se hodnoty vInoét odlisovaly, jednalo se pouze 0 2 — 3 cm™. To mohlo byt zpiisobeno
odlisnym nastavenim laseru.

Byla provedena méfeni novych 1é¢iv odvozenych od doxorubicinu. Pyrazol-doxorubicin, je
derivat doxorubicinu, jenz obsahuje v molekule cukru namisto —NH, pyrazolovy kruh. Déval
prakticky totozna spektra se spektry doxorubicinu, ale v komplexu s DNA vSechny vyrazné
piky zmizely. To naznacuje Uplnou interkalaci nebo jinou interakci mezi PYR a DNA. To by
mohlo znamenat, ze by se pyrazol-doxorubicin mohl stit vhodnéjsim lékem na 1écbu
rakovinotvornych bunék. To by vSak musely potvrdit i studie provedené jinymi metodami,
ptipadné ptimo pokusy s zivymi bunikami.

Byla provedena také méfeni latky N2-DOX, N1-DOX. Jednalo se o ve vodé rozpustné
praskové polymery s enzymaticky (pro N2-DOX) a hydrolyticky (pro N1-DOX) fizenym
uvolnovanim lé¢iva. U vzorku N1-DOX byla zjiSténa znacnd nestabilita, latka se velmi rychle
rozpadala, zméfena spektra byla tedy velmi podobna spektrim samotného doxorubicinu.
V piipadé N2-DOX byly zjiStény znacné odliSnosti. Proto byla provedena také méfeni
samotného nosi¢e (laitka N2-DOX bez doxorubicinu). Ten sdm o sobé nedava zadné
intenzivni spektrum. Jeho kombinacemi s doxorubicinem byly ziskdny spektra, ktera
naznazuji, Ze nosi¢ zvyraziuje intenzity piki samotného doxorubicinu a nepatrné méni jejich
polohu. Vliv na to, v jak velké mife byla intenzita zvySena, mélo potadi, jestli byl prvni
pfidan doxorubicin, nebo byl prvni nosi¢. To naznacuje moznou zménu orientace
doxorubicinu diky nosi¢i, nebo pfipadnou zménu naboje a tim i zménu adsorpce na povrch Ag
koloidu. Pokud byl nosi¢ ptidan jako prvni nebyl narist intenzity tak zna¢ny, to naznacuje, zZe
probéhla caste€nd adsorpce nosice na povrch koloidu a tim bylo casteéné branéno
doxorubicinu v adsorpci.

Byly ziskany také spektra komplexu doxorubicinu s jednofetézovym oligonukleotidem A,
(model ssDNA). Opét byla provedena srovnani spekter s ohledem na jejich poradi ptidavani
do koloidu. Ukazaly se zna¢né rozdily v polohach past vzhledem k potadi. Kdyz byl nejprve
davan adenin, bylo spektrum velmi podobné spektru samotného oligo Aj,, nebot ten byl
adsorbovan na povrch Ag koloidu a doxorubicin jej nemohl jiz vytésnit z povrch. Naopak
kdyz byl nejprve aplikovan do Ag koloidu doxorubicin a pak az oligo Aj» , doxorubicin se
adsorboval na povrch a také jiz nemohl byt ve zna¢né mife vytlacen oligonukleotidem.
Samotny A, poskytuje po adsorpci na povrch Ag koloidu, ktery byl aktivovan ptidavkem
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siranu intenzivni SERRS spektra. Ve spektru roztoku, ktery byl pfipraven tak, ze byl
doxorubicin nejprve smichdn s oligonukleotidem a pak az aplikovan do roztoku Ag koloidu se
siranem, byly pozorovany nové piky v oblasti mezi 1200 — 1400 cm™. Ty nalezi valenénim
vibracim kruhu. Vibrace této ¢asti molekuly doxorubicinu nejsou ovliviiovany vazbou s DNA,
naopak se diky této vazbé dostanou do kontaktu s povrchem Ag koloidu.

Tato prace sice nepostaci k rozhodnuti, zda je nckteré 1é¢ivo vhodnéjsi pro pouziti nez
doxorubicin, ale naznauje mozné interakce mezi DNA a jinymi 1é¢ivy. To by mohlo pomoc
k objasnéni prostorového usporadani komplexu DNA-1éCivo po interkalaci.
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V. Seznam pouzitych zkratek

SERRS — Povrchem zcitlivéla rezonancni Ramanova spektroskopie
SERS — Povrchem zcitlivéla Ramanova spektroskopie
DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

IC (IR) — infradervena spektroskopie

RS — Ramanova spektroskopie

T — transmitance (propustnost)

A — absorbance

p — redukovéa hmotnost

ma g — hmotnost atomu A, B

E — potencialni energie

v — frekvence oscilatoru

k — silové konstanta

n — vibracni kvantové ¢islo

dx — soutfadnice meziatomovych vzdalenosti

A —adenin

G — guanin

T — thymin

C — cytosin

DOX — doxorubicin

FT-SERS — Fourierova transformace SERS

NIR - blizka infrac¢ervena spektroskopie

v — valen¢ni vibrace

0 — deformacni vibrace

FTIR — infrac¢ervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
CD — cirkulérni dichroismus

RR —rezonan¢ni Raman

dsDNA — dvouvlaknova (nativni) DNA

ssDNA — jednovldknova (denaturovand) DNA

PYR — pyrazol-doxorubicin

N1-DOX — konjugat poly(HPMA-co-MA-Akap-NHN=DOX)
N2-DOX — konjugat poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX
KOMP — komplex A,-DOX
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