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1. Uvod

Alkaloidy jsou nizkomolekularni sekundérni rostlinné
metabolity, obsahujici ve své molekule dusik. Kvartérni
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA) patii do skupiny
isochinolinovych alkaloidt a vyskytuji se v rostlinach celedi
Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Rutaceae.

Sanguinarin (SA) a chelerythrin (CHE) jsou jediné
dva komercné dostupné KBA, poprvé byly izolovany jiz
v 19. stoleti. Mezi minoritni KBA patfi sanguirubin (SR),
chelirubin (CHR), sanguilutin (SL), chelilutin (CHL)
a makarpin (MA), poprvé izolované v 50. letech minulého
stoleti Slavikem a Slavikovou (viz piehledné referaty' ).
Zastoupeni alkaloidii v jednotlivych rostlinnych druzich
popsala Suchomelové a spol.*

Kromé vyznamnych biologickych aktivit, jako je
antiproliferaCni, antiapoptoticky, antimikrobidlni efekt
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a ovlivnéni celé $kaly enzymi, které byly mimo jiné ne-
davno shrnuty v tomto &asopise™ a dalsich pracich’ , vyka-
zuji KBA i zajimavé barevné a fluorescenéni vlastnosti®™'*.
Vsechny KBA jsou vyrazné barevné v rozsahu spektra od
zluté po ¢ervenou barvu. Chromofory zodpovédnymi za
barevnost jsou kondenzovana aromaticka jadra s elek-
tron-donorovymi substituenty obsahujicimi kyslik (-OH,
-OCH; a -OCH,0-). Barevnost a schopnost fluorescence
v kombinaci s riiznorodym biologickym ucinkem nabada
ke studiu interakce alkaloidii s bunéénymi strukturami
pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie. Na zaklad¢ takovychto
studii jsme zjistili, z2 MA, SA a CHR jsou bezprostiedné
po pridani k Zivym buiitkdam lokalizovany v jadie'!. Kom-
binace vlastnosti fluorescence a schopnosti vazat se
na bunécné struktury otevird otazku vyuzitelnosti téchto
alkaloid jako specifickych fluorescen¢nich sond vhod-
nych pro fluorescencni mikroskopii a priutokovou cytomet-
rii.

2. Fluorescenc¢ni vlastnosti kvartérnich
benzo|c|fenanthridinovych alkaloidi

Kvartérni  benzo[c]fenanthridinové alkaloidy se
v zavislosti na pH prostiedi vyskytuji ve dvou zakladnich
molekularnich formach, kvartérni neboli iminiové (kation-
tové) a pseudobaze neboli alkanolaminu (obr. 1, cit."*?).
Kvartérni forma je polarni a vyrazné barevna, zatimco
hydroxyadukt ztraci barvu, je nepolarni a nerozpustny ve
vodé. Rovnovaha mezi kvartérni formou a tercidrni pseu-
dobazi je zavisla na pH a je ji mozné popsat pomoci kon-
stant pK, které jsou analogické konstantdm pK, pro Bron-
stedovy kyseliny. Hodnoty pK odpovidaji pH prostiedi, ve
kterém se ob€ formy vyskytuji ve stejnych molarnich kon-
centracich. Pro KBA se hodnoty pK pohybuji v rozmezi
7,70 (chelirubin) az 9,00 (chelerythrin)'. Obé formy se
tedy mohou vyskytovat in vivo, kvartérni forma vsak bude
za fyziologickych hodnot pH pifevladajici.

Ob¢ formy se lisi i svymi fluorescenénimi vlastnost-
mi. U KBA, které maji vétsi pocet kondenzovanych aro-
matickych kruhi, byla excitace i emise pozorovana ve
vyssich vinovych délkach, nez je tomu napi. u dihydrode-
rivatd  t&chto alkaloidd®. Zatimco dihydrosanguinarin
(obr. 2) ma absorpéni a excitaéni maximum pfi vlnovych
délkach 320-330 nm a emisni maximum 430 nm, kvartér-
ni formy sanguinarinu a chelerythrinu absorbuji pti 440 az
470 nm a emituji pfi 550-565 nm. Po pfeméné kvartérni
formy na pseudobazi je jejich struktura a optické vlastnosti
(Aexe 323-326 nm; A, 420 nm) podobné jako u dihydrode-
rivatl. Podobna data naméfil i Maiti a spol. (i.e. Aem
577 nm pro kvartérni formu a A.,418 nm a 327 pro pseu-
dobazi® ; tabulka I).

Fluorescence KBA tedy zavisi na tom, v jaké struk-
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Alkaloid Rl | R2 R3 | R4 R5 R6
SA sanguinarin -OCH,0- -OCH,0- H H
CHE | chelerythrin -OCH,0- -OCH; | -OCHs; H H
SR | sanguirubin -OCH; | -OCH; -OCH;0- -OCH; | H
CHE chelirubin -OCH,0- -OCH,0- -OCH; H
SL sanguilutin -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; H
CHL | chelilutin -OCH,0- -OCH; | -OCH; | -OCHs H
MA makarpin -OCH,0- -OCH,0- -OCH3 | -OCH3

Obr. 1. Chemicka struktura kvartérnich benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi; a) kvartérni neboli iminiova (kationtova) forma, b)

pseudobaze neboli hydroxyadukt

Obr. 2. Chemicka struktura dihydrosanguinarinu

turni formé se v daném prostfedi nachazeji. Tato forma
muze byt ovlivnéna hodnotou pH prostedi i typem roz-
poustédla. Fluorescenci napf. sniZzuje ptitomnost jodido-
vych iontd'®. P¥itomnost methylendioxy skupiny, namisto
dvou methoxylovych skupin v molekule, zvySuje vinovou
délku excitace a emise. Fluorescencni vlastnosti KBA jsou
shrnuty v tabulce I.

3. Interakce kvartérnich
benzo|c]fenanthridinovych alkaloidi
s bunéénymi strukturami

Fluorescence alkaloidti je vyhodna vlastnost pro stu-
dium jejich vstupu do bunék a jejich lokalizace v buiikach.
Praci s tématikou fluorescence kvartérnich  benzo[c]
fenanthridinovych alkaloid v buné¢nych strukturach neni
mnoho a vétSina se zabyva jejich lokalizaci v rostlinnych
bunkach. Roschina popsala oranzovou fluorescenci SA
a CHE v sekretorickych burikach rostlin rodd Achillea,
Artemisia a Gaillardia. Pozorovala fluorescenci alkaloidl
jednak v sekre¢nich méchyicich a jednak na bunééném
povrchu''. Dalsimi autory byla po ptidani alkaloidd k rost-
linnym bunkam pozorovana modra a oranzova fluorescen-
ce dihydroderivatl, zatimco Cervena fluorescence kvartér-
ni formy byla pozorovatelna pouze na bunééném povrchu.
Na =zékladé¢ téchto pozorovani autofi usoudili, Ze
k prichodu KBA pfes membranu je pravdépodobné po-
tiebna jejich redukce z kvartérni na dihydroformu'’. Holy

Tabulka I

Acidobazické a fluorescenéni vlastnosti vybranych benzo[c]fenanthridinovych alkaloidd (cit.®)

Alkaloid pKa A (exc.) [nm] A (em.) [nm]

Dihydrosanguinarin kyselé prostiedi 2,3-2,6 324 390
alkalické prostfedi 324 430

Sanguinarin kyselé prostiedi 7,95-8,05 468 565
alkalické prostiedi 326 420

Chelerythrin kyselé prostiedi 8,9-9,0 440 550
alkalické prostiedi 323 420
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a spol.'? studovali pranik SA do lidskych nadorovych bu-
n¢k MCF-7 a jeho distribuci v téchto buiikdch ve srovnani
fluorochromem Hoechst 33342, ktery se pro znaceni jader
v zivych buiikdch béZzné pouziva. Zjistili, Ze fluorescence
Hoechst 33342 stoupa v prubéhu 2 hodin po pridani a je
lokalizovana vyhradné v jadrech. SA pronikal do bunék
mnohem rychleji a béhem nekolika minut byl pozorovatel-
ny v podob¢€ malych cytoplasmatickych agregati. Intenzita
fluorescence téchto agregatu klesala a zaroven se objevo-
vala fluorescence jadra, kterd nakonec prevazovala. Jader-
na fluorescence SA byla méné stabilni nez Hoechst 33342
a béhem né¢kolika hodin slabla. Po 6 hodinach byla vyraz-
né slabsi a po 24 hodinach zmizela uplné. Podobné chova-
ni SA jsme zaznamenali jiz diive pii znaceni lidskych
nadorovych bundk HeLa'’. V na$i neddvné praci jsme
popsali fluorescenci SA, CHE, SR, CHR, SL, CHL a MA
v buiikach lidskych tkafiovych kultur'. Zjistili jsme, Ze
vSechny tyto alkaloidy pronikaji velmi rychle do zivych
bunék a navic SA, MA a CHR se bezprostiedné po piidani
inkorporovaly do jadra a davaly obraz podobny tomu,
ktery poskytuji komeréni DNA sondy, jako napt. propidi-
um jodid a DAPI (4’-6-diamidino-2-fenylindol). Fluores-
cence jader byla jasné ¢ervend. Ostatni testované alkaloidy
(SL, CHL, CHE) se vyskytovaly v agregatech ne-
bo méchyicich v blizkosti jadra. Schopnost SR pronikat do
jadra byla pokus od pokusu variabilni. V nékterych poku-
sech vstupoval do jadra a daval obraz podobny CHR
a MA, v jinych se vyskytoval pouze v cytoplasmatickych
méchyfcich podobné jako SL a CHL.

Jak jiz bylo zminéno, vyskyt dané molekularni formy
(kvartérni nebo pseudobaze) je zavisly na pH prostfediH.
Rovnovéha mezi témito dvémi formami je reverzibilni.
V kyselejSim prostiedi prevladd kvartérni forma a jeji
barva je vlastné indikatorem pH (cit."). Vzhledem k tomu,
ze jsme pozorovali fluorescenci riiznych barev v riznych
bunéénych lokalizacich, predpokladame, Ze je tato rdzno-
rodost zptisobena ptitomnosti riznych molekularnich fo-
rem.
3.1. Interakce kvartérnich
benzo[c]fenanthridinovych alkaloida
s DNA

Skutecnost, ze kvartérni  benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy interaguji s DNA in vitro byla potvrzena i jinymi
metodami. Sen a Maiti'® podali na zaklad& pouZiti spektro-
fotometrickych, spektrofluorimetrickych a viskozimetric-
kych studii jasny dikaz o interkalaci kvartérni formy SA
do DNA. Pozorovali typicky bathochromni (posun
k delsim vinovym délkam, nizsi frekvenci) a hypochromni
(pokles intenzity fluorescence) spektralni posun (posun o 8
az 10 nm v Cervené oblasti spektra), vyhasinani fluores-
cence a vzrist fluorescenéni polarizadni anizotropie'®.
Tyto vlastnosti jsou typické pravé pro interkalacni latky.
Pti interakci DNA s pseudobazemi tyto efekty pozorovany
nebyly. Schopnost interkalace kvartérni formy SA i CHE,
srovnatelnd s typickym interkalatorem ethidium bromi-
dem, byla prokazana i metodou kapilarni zénové elektro-
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forézy'®. K interkalaci KBA dochézi predevsim v mistech
bohatych na baze G-C (cit.'®). To potvrdili fluorimetricky-
mi a spektrometrickymi studiemi i Bai a spol.”’ pii studiu
interakce SA a CHE s DNA teleciho brzliku a s poly-
deoxynukleotidy. SA se vazal prednostné na oblasti bohaté
na GC baze [d(TGCGCA),]. CHE vykazoval rozdilnou
GC selektivitu, specificky se vazal predev§$im na oblasti
[5’-TGGGGA-3’/3’-ACCCCT-5"]. Schopnost vazat se na
DNA byla u CHE nizsi nez u SA. To je v souladu s nami
pozorovanym mikroskopickym obrazem bunék po aplikaci
tchto alkaloidi'*'*. Termodynamické studie prokazaly, ze
vazba kvartérni formy na DNA je podobné jako u jinych
interkalatort entropicky fizena'®. Interkalace SA do DNA
byla prokazana i metodami NMR (cit.*").

Kromé interkalace byly prokazany i dalsi mecha-
nismy interakce s DNA. Bylo zjisténo, ze SA inhibuje
replikaci DNA pomoci polymerasy I, a to pravé tvorbou
komplexii s DNA (cit.**). Tvorba adukti SA-DNA byla
prokazana i metodou **P-postlabelingu®.

Pfedpoklad, ze zakladnim mechanismem interakce
KBA s DNA je pravé interkalace, podporuje i skute¢nost,
ze KBA jsou strukturdlné piibuzné fenanthridinlim, jejichz
zastupci ethidium bromid a propidium jodid jsou nejéastéji
pouzivanymi fluorochromy znacicimi jadra, a to mechanis-
mem interkalace. Schopnost interkalace a tim znaceni ja-
der jednotlivymi alkaloidy souvisi pravdépodobné¢ s detail-
ni strukturou jejich molekuly. Na ziklad¢ naSich pozoro-
vani fluorescence jednotlivych alkaloidi v buikach a po-
rovnani jejich molekularni struktury predpokladame, ze
schopnost alkaloidu interkalovat do DNA ovliviuji prede-
v§im substituenty na pozicich C7 a C8. Tyto ptredpoklady
potvrzuji i vysledky prace zabyvajici se studiem trojroz-
meérné struktury sedmi zakladnich KBA (SA, CHE, SL,
CHL, SR, CHR, a MA) metodami kvantové chemie?*.
Vysledky vySe zminéné prace ukazuji, ze geometrie aro-
matickych kruhti vSech studovanych alkaloidi je priblizné
stejna a Ze jejich molekuly nejsou zcela planarni. Odchyl-
ky od planarity molekuly zptisobuje pravdépodobné in-
terakce methylové skupiny pfipojené k dusiku s vodikem
vézanym na C4 (obr. 1, cit.**). Dal$im vyznamnym struk-
turnim parametrem molekuly alkaloidi je orientace substi-
tuentl v pozicich 2,3 a 7,8. Lezi vétSinou ve stejné roviné
jako aromaticky kruh s vyjimkou methoxy skupiny na
uhliku C7. Ta je orientovana téméi kolmo k této roving.
Kolma orientace je pravdépodobné zplsobena interakci
methoxy skupiny s vodikem H6 a substituentem na uhliku
C8 (cit.**). Z toho lze usuzovat, 7e alkaloidy obsahujici
methoxy skupinu na C7 (CHL, SL a CHE) maji snizenou
schopnost interkalace do DNA. Tento pfedpoklad potvrdi-
ly i nase vysledky mikroskopického studia, které ukazaly,
ze CHL a SL nepronikaji do jader viilbec a CHE jen vyji-
mecné a jeho fluorescence v jadrech je slaba a nestala.
Naopak velmi dobie zobrazovaly jadra MA, CHR a SA. SR
v nekterych pokusech znacil jadra zcela srovnatelné s CHR,
v jinych prevazovala fluorescence cytoplasmatickych struk-
tur'*. Chovani SR nastoluje otazku, zda schopnost interkala-
ce neni, i kdyZ v mensi mife, negativné ovlivnéna také
methoxy skupinami na uhlicich C2 nebo C3.
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Jak bylo zminéno vyse, u alkaloidd MA, SA, CHR
a Castecné SR jsme zaznamenali vyraznou schopnost zna-
Cit jadra. Struktura jader znacenych témito alkaloidy se da
pozorovat na urovni fluorescencni mikroskopie (obr. 3),
kde je obraz podobny jako po znaceni pomoci bézné pou-
zivanych DNA sond jako propidium jodid nebo DAPIL
U mitotickych bunék jsou rozlisitelné chromosomy, u apo-
ptotickych apoptotické jaderné fragmenty. Buiilky znacené
alkaloidy je mozné detegovat i na prutokovém cytometru
nebo  fluorimetru.  Nejlepsi  vlastnosti  vzhledem
k pouzitelnosti jako DNA sondy vykazoval MA. Pusobil
rychle pronikat do zivych nepermeabilizovanych bunck
spole¢né se schopnosti emitovat svételné zateni v oblasti
Cerveného spektra muze zafadit tyto alkaloidy, a prede-
v§im MA, mezi Siroce vyuzitelné fluorescenéni DNA son-
dy jako jsou LDS 751, DRAQ5 (cit.”®) a nové i Vybrant®
DyeCycle™ Stains od Molecular Probes (cit.*®). Tyto son-
dy maji vyuziti ve fluorescencni mikroskopii, v¢etné lase-
rové konfokalni mikroskopie a piedev§sim v pratokové
cytometrii.

4. Prutokova cytometrie

Cytometrie zahrnuje metody méfeni fyzikalnich
a chemickych vlastnosti jednotlivych bunék. Pritokova
cytometrie umoziuje méfeni ¢astic a bunék, které protékaji
pfistrojem v proudu nosné kapaliny. Vyuziva princip roz-
ptylu svétla, excitace a emise fluorochromnich molekul
k ziskani dat z mikroskopickych ¢astic a bunék. Umoziiuje
méfit nékolik parametrli souc¢asné. Bunky jsou vétSinou
znaceny specifickymi fluorochromy. Pfi této metodé jsou
bunky hydrodynamicky soustiedény do tenkého proudu

Tabulka IT
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v kapilatre, kterou protékaji vysokou rychlosti, ptficemz
jsou ozatovany monochromatickym koherentnim zafenim
produkovanym laserem. Jedinecnost pritokové cytometrie
spociva v tom, ze na rozdil od spektrofotometrie, ktera
méfi sumarni absorpci nebo transmisi, 1ze s jeji pomoci
méfit fluorescenci kazdé ¢astice nebo buriky zvlast’. Inten-
zita fluorescence jednotlivych bunék pak odpovida mnoz-
stvi struktur, které na sebe vazou fluorescen¢ni barvivo
(ptehledné®). Neékteré pritokové cytometry umoziiuji
1 tfidit buniky na zaklad¢ stanovenych charakteristik — sort-
ry bunék (FACS- fluorescence associated cell sorter).

Hlavnimi vyhodami pritokové cytometrie jsou: (i)
jednoduché ptiprava vzorkl, (i) vysoka rychlost analyz
velkych souborl jednotlivych bun€k nebo Castic, (iii) ne-
destruktivnost, (iv) snadna detekce subpopulaci a také (v)
relativné nizké finan¢ni ndklady na analyzu jednoho vzor-
ku.

Priitokova cytometrie je v klinické praxi vyuzivdna
jako vyznamna diagnosticka metoda predevSim
v hematologii, onkologii a imunologii. Siroké vyuziti ma
také v zakladnim biologickém vyzkumu.

5. Fluorescenc¢ni DNA sondy

Znaceni nukleovych kyselin, predevsim DNA, fluo-
rescenénimi sondami patfi mezi vyznamné metody vyuzi-
vané ve vyzkumu i v diagnostice. Tyto sondy umoziuji
jednak pozorovani struktury jadra a jadérka ve fluo-
rescen¢nim a konfokalnim mikroskopu, jednak rozliseni
jadernych bun¢k od buné¢k bezjadernych metodou pritoko-
vé cytometrie. Jen nékteré sondy jsou schopny se vazat na
DNA kvantitativné (stechiometricky). To umoziiuje rozli-
Sit mnozstvi DNA v jednotlivych bunkach a urcit fazi bu-

Tabulka znazorfiujici ne€astéji pouzivané fluorochromy pro znageni jader. (Podle katalogu Molecular Probes™).

Excitace [nm]

Emise [nm]; barva

Permeabilita

DAPI 358
Hoechst 33342 350
Hoechst 34580 392
Hoechst 33258 352
7-aminoactinomycin (7-AAD) 546
ethidium bromid 518
propidium jodid 530
LDS-751 543
590
TO-Pro3 642
DRAQ5* 650
SYTO 36 riznych barev

461 modra semi-permeabilni
461 modra permeabilni
498 modra permeabilni
461 modra permeabilni
647 Cervena nepermeabilni
605 cervena nepermeabilni
625 Cervena nepermeabilni
712 DNA permeabilni
607 RNA cervend/infraCervena

661 Cervena nepermeabilni
700 Cervena permeabilni
modra, zelena, oranzova, ¢ervena permeabilni

? Fluorochrom DRAQ5 nabizi firma Alexis
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nécéného cyklu, ve které se dana buiika nachazi. Tyto son-
dy jsou velmi vyznamné z hlediska studia proliferacni
aktivity v dané populaci bunék v prutokovém cytometru.
Jsou schopny ur¢it pomérné zastoupeni proliferujicich
bun¢k napf. ve vzorcich leukemické krve, kostni diené
nebo jiné nadorové tkané. Pro tyto Ucely jsou zvlaste vy-
znamné fluorochromy, které pronikaji do zivych neperme-
abilizovanych bun¢k, oznacované jako supravitalni sondy.
V dnesni dobé¢ je k dispozici mnoho fluorochromti znaci-
cich nukleové kyseliny (ptehledn&”?°; tabulka II), ale jen
nekteré jsou DNA specifické a vétSina z nich rozliSuje
oblasti DNA podle poméru dvojic bazi A-T/G-C (cit.”).
VétsSina téchto sond vsSak nepronikd do zivych bunck
a vyzaduje fixaci, permeabilizaci plasmatické membrany
a enzymové odstranéni RNA. Nejcastéji pouzivané supra-
vitalni DNA sondy jsou DAPI (4’-6-diamidino-2-fenyl-
indol) a bisbenzimidové derivaty Hoechst (33258
a 33342). DAPI i Hoechst vdzané na DNA vyZzaduji exci-
taci v UV oblasti spektra a emituji modrou fluorescenci.
Tento fakt je vSak znevyhodituje pro pouZiti pro analyzy
v pritokovém cytometru. Bézné pouzivané pratokové
cytometry jsou vybaveny argonovym laserem produkuji-
cim modré excitacni zafeni (488 nm). Cytometry vybavené
laserem excitujicim UV zafeni jsou drahé a proto méné
pouzivané. Z téchto diivodi jsou pro pritokové cytomet-
rické analyzy DNA pouzivany cervené fluorochromy exci-
tovatelné b&znym argonovym laserem (488 nm), jako jsou
fenanthridinovy interkalator propidium jodid a analog
protinddorového antibiotika aktinomycinu D — 7-AAD
(7-aminoaktinomycin D). Oba tyto fluorochromy se vazi
na DNA kvantitativné a jsou pouZzitelné rovnéZ pro analy-
zu bunécného cyklu, ale vyzaduji fixaci a vzhledem
k vazb&é na RNA enzymové odstranéni RNA. Nejcastéji
pouzivanym cervenym fluorochromem, excitovatelnym
argonovym laserem, pronikajicim do Zivych bunék je
LDS-751. Ten vSak neumoziuje rozlisit faze bunécného
cyklu. Dalsimi jsou DRAQS5 (cit.”*®) a zcela nové fluo-
rochromy ze skupiny Vybrant, které¢ zna¢i DNA kvantita-
tivné a bunécny cyklus zobrazuji. Nejcastéji pouzivané
fluorochromy zobrazujici DNA jsou uvedeny v tabulce II.

6. Kvartérni benzo|c]fenanthridinové alkaloidy
jako supravitalni DNA sondy

Pii studiu interakce KBA s bunikami jsme zjistili, ze
SA, CHR a MA pronikaji velmi rychle do jadra a umoziu-
ji zobrazit jeho strukturu na trovni fluorescen¢niho mikro-
skopu (obr. 3). MA se navic vaze na DNA kvantitativné
(stechiometricky). Ma vlastnosti velmi podobné fluo-
rochromu DRAQS5, v¢etné schopnosti detekce fazi bunéc-
ného cyklu (obr. 4).

MA byl poprvé izolovan z kotene rostliny Macleaya
microcarpa  vroce 1955 (cit.*). Pozd&ji byl nalezen
i v dalsich druzich ¢eledi Papaveraceae®®>?. Byla popsana
i syntéza MA (cit.*).
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Obr. 3. Jadra HeLa bunék znafena MA v Koncentraci
10 pg mI”', pozorované fluorescenénim mikroskopem Leica
DM 5000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Austria) za pouziti
zeleného excitacniho filtru; jadra jasné Cervené fluoreskuji a je
patrna jejich struktura vcetné jadérek

6.1. Vyuziti makarpinu v pritokové
cytometrii

MA ma pro pouziti v pritokové cytometrii nékolik
vyznamnych vlastnosti: (i) velmi rychle pronika do zivych
buné€k a bezprostiedné se vaze na nukleové kyseliny, coz
umoziuje okamzité méfeni, (if) je u¢inny v pomérné nizké
koncentraci (10 ug ml ™), (iii) fluorescence MA vézaného
na DNA mize byt excitovana béznymi argonovymi lasery
o vlnové délce 488 nm, (iv) emisni spektralni charakteristi-
ka MA vazaného k nukleovym kyselinam umoznuje sou-
Casnou detekci jeho fluorescence vedle fluorescence nekte-
rych béznych fluorochromii detegovatelnych v kanalech
FL1 a FL6 a vyssich, (v) kvantitativni vazbou na DNA
umoziuje rozlisit faze bunééného cyklu.

Diky témto vlastnostem umoziiuje MA detekci nukle-
ovych kyselin, pfedev§sim DNA, v zivych bunkach i na
standardnich prutokovych cytometrech vybavenych exci-
tatnim zdrojem v modrozelené oblasti spektra (argonovy
laser, 488 nm) a tfemi detektory fluorescence (FL1-FL3).
Schopnost MA vazat se na DNA umoziuje velmi rychle
a jednoduse rozlisit jaderné bunky od bezjadernych. Pro-
kazali jsme, Ze tuto vlastnost 1ze vyuzit pro rozliSeni ery-
trocyti, retikulocytl a leukocytil a to bez detekce exprese
povrchovych znakii ve vzorku nesrazlivé krve'*.
V kombinaci se zviditelnénim béznych leukocytarnich
a erytrocytarnich antigeni umoziuje fluorescence MA
klasifikaci a kvantifikaci leukocytd, nezralych erytrocyti
a zralych erytrocytii na modelech anemie i u anemickych
pacientd. Toto znaceni umoznuje napi. rozlisit CD45 pozi-
tivni leukocyty s jasnou fluorescenci makarpinu od pod-
skupin CD45 negativnich krevnich a krvetvornych bunck.
Ve skupiné CD45 negativnich bun€k fluorescence makar-
pinu rozliSuje makarpin pozitivni buiky obsahujici prav-
dépodobné pouze RNA (retikulocyty) a makarpin negativ-
ni buiiky (vyzralé erytrocyty)'.

Diky kvantitativni vazb&é na DNA lze pomoci makar-
pinu na zakladé¢ obsahu DNA v buiikach rozlisit pritoko-
vou cytometrii tfi fize bunéného cyklu. To lze graficky
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MA DRAQS5
GOIG1 GO0/G1

pocet bunék

G2/IM

Intenzita fluorescence

Obr. 4. Histogramy zobrazujici faze bunééného cyklu bunék
HL60; je srovnano barveni MA s komerc¢né dostupnym fluo-
rochromem DRAQS. Graf znazoriuje intenzitu fluorescence (osa
x) vs pocet bunék vykazujicich danou hodnotu fluorescence (osa
y). Intenzita fluorescence byla méfena na pritokovém cytometru
Cytomics 500 (Beckman Coulter, Inc.). K excitaci byl pouzit
modry argonovy laser (488 nm) a fluorescence DRAQS5 byla
detegovana v kanale FL4, MA v kanale FL3 (oba v linearni $ka-
le). Je patrné, ze vazba MA i DRAQS na DNA je kvantitativni
(stechiometrickd) a umoziuje rozlisit tii zakladni faze bunétného
cyklu — Go/G; — S — G/M

znazornit poctem bodd, odpovidajicich jednotlivym bun-
kdm (osay), které proSly méfici zobénou cytometru
v zavislosti na intenzité fluorescence v jednotlivych bun-
kach (osa x) (obr. 4). V prvni fazi (G¢/G,) bunka obsahuje
zakladni mnozstvi DNA, (2 sady chromosomu u diploid-
nich bungk, jedna u haploidnich), v druhé fazi (S) dochazi
k duplikaci genetické informace (syntéze DNA) aniz by se
pocet bunék meénil, coz se odrazi v rostouci intenzité fluo-
rescence jednotlivych bunék. Na konci této faze bunky
obsahuji dvojnasobné mnozstvi DNA (4 sady chromosomi
u diploidnich bungk, 2 sady u haploidnich). Ve tieti fazi
(G2/M) se mnozstvi DNA nejdiive udrzuje na dvojnasobné
hodnoté, intenzita fluorescence je tedy také dvojnasobna
oproti fazi Go/G;. Nakonec dochdzi k rozd€leni genetické-
ho materialu, k mitoze, pficemZz mnozstvi DNA v bunce
klesne na zékladni troven (2 sady chromosomi u diploid-
nich bunék, jedna u haploidnich). Vyuzitelnost MA pro
studium bunééného cyklu jsme srovnavali s fluorochro-
mem DRAQS (obr. 4). Porovnali jsme rovnéZ emisni spek-
tra MA a DRAQS vézanych na bunky HL-60 na pritoko-
vém cytometru Cytomics FC500 (Beckman Coulter, Inc.)™.
Zatimco fluorescence DRAQS je detegovatelna v kanalech
FL4 a FL5, MA emituje do kanald FL2-FL5. Vyhodnoce-
nim DNA histogramt v programu Multicycle for Windows
(Phoenix Flow Systems) se ukazalo, ze oba fluorochromy
zna¢i DNA zcela srovnateln€, navic MA je mozno detego-
vat 1 v kanalech FL2 a FL3, tedy i na nejjednodussich
cytometrech.
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7. Zavér

Kvartérni  benzo[c]fenanthridinové alkaloidy jsou
pfirodni latky, které jsou mnoho let studovany z hlediska
svych biologickych vlastnosti zahrnujicich napf. antipro-

~~~~~

upozoriiuje na jejich dalsi potencial pro praktické vyuZiti,
jejich barevnost a schopnost fluorescence. Kombinace
vlastnosti primarni fluorescence a schopnosti interagovat
s bunéénymi strukturami otevird moznost uplatnéni téchto
alkaloidu jako specifickych fluorescencnich sond vyuzitel-
nych pro fluorescenéni mikroskopii a priutokovou cytomet-
rii. Schopnost rychle pronikat do Zivych bunék, vazat se na
DNA kvantitativné a tim znacit jadro vcetné moznosti
analyzy bunécéného cyklu, spolu s ¢ervenou fluorescenci
excitovatelnou argonovymi lasery obsazenymi v béznych
prutokovych cytometrech, fadi pfedev§im MA mezi skupi-
nu pomérné malo zastoupenych, ale Siroce vyuZitelnych
supravitalnich DNA sond.

Tato prdace vznikla za podpory MSMT CR (VZ
MSM0021622415 a LC 06077) a GA CR (525/08/0819).
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I. Slaninova®, J. Slanina”, and E. Taborska®
(“ Department of Biology, " Department of Biochemistry,
Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno Czech
Republic):  Fluorescence Properties of Quaternary
Benzo[c]phenanthridine Alkaloids and Their Use as
Supravital DNA Probes

Quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids (QBAs)
are natural products isolated from plants of Fumariaceae,
Papaveraceae, Ranunculaceae and Rutaceae families.
They are intensively studied for their biological activities,
but they have also attractive fluorescence properties. Chro-
mophores responsible for fluorescence are fused aromatic
ring systems with electron-donor groups containing oxy-
gen (OH, OCH;, OCH,0). Recently we have described
fluorescent characteristics of QBAs — macarpine (MA),
sanguirubine (SR), chelirubine (CHR), sanguilutine (SL),
chelilutine (CHL), sanguinarine (SA) and chelerythrine
(CHE) — on interaction with living cells. All these alka-
loids immediately enter the living cells and MA-, CHR-
and SA-bound DNA; they showed a nucleus architecture
similar to common DNA dyes. Moreover, MA binds to
DNA stoichiometrically and can rapidly report the cellular
DNA content in living cells at a resolution adequate for
cell cycle analysis. QBAs could be excited by common
argon lasers (488 nm) emitting light in the 575-755 nm
range. Spectral characteristics of MA allow simultaneous
surface immunophenotyping. These characteristics allow
multiple applications of the above-mentioned QBAs with
significant diagnostic utility. They can be used as supravi-
tal fluorescent DNA probes both in fluorescence micros-
copy and flow cytometry including multiparameter analy-
sis.



