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Abstrakt

V této diplomové praci je studovana biologicka aktivita Pt(I) komplexni slouceniny (dale
oznacované jako komplex 9b), ktera jiz diive (Rehm et al., 2018) byla testovana pro své
protinadorové ucinky. Pt(II) komplexni slouceniny hraji vyznamnou roli pii 1écbé
nadorovych onemocnéni jiz mnoho desitek let. Teoreticka Cast této prace je predevsim
zaméfena na vybrané komplexy obsahujici platinu ajejich mechanismus ucinku.
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cisplatiny. Obsahuje ve své struktufe misto NH3 ligandi N,N-diethylbenzimidazol-2-
ylidenovou a trifenylfosfinovou skupinu. Studovany komplex vykazoval v MTT testu vétsi
antiproliferativni aktivitu nez cisplatina a zaroven bylo prokazano, ze dochazi k platinaci
DNA danym komplexem v nadorovych buitkdich MDA-MB-231. Slibné vysledky aktivity
komplexu 9b v nadorovych burikach podnitily zajem o studium mechanismu biologické
aktivity dané komplexni slouceniny v bezbunécném prostiedi. Hlavnim cilem této prace je
provedeni experimentd zaméfenych na studium vazby komplexu 9b na DNA. M¢éfeni
teploty tani, fluorescence Tb>* iontdi a CD spekter byly pouzity k charakterizaci stability
a miry poSkozeni DNA. Komplex 9b stabilizoval molekulu DNA pfi nizSich stupnich
modifikace DNA a vykazoval také mensi poskozeni DNA nez cisplatina. Pomoci agarosové
elektroforézy byly dale charakterizovany strukturni zmény DNA. Komplex 9b oproti
cisplatiné rozvinul plasmid pUCI9 o menS$i uhel, naopak vytvoril vétsi mnozstvi
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Abstract
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CiLE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bude popsat zpusoby 1écby nadorovych
onemocnéni, charakterizovat vybrané protinadorové komplexy obsahujici platinu,
popsat jejich mechanismus tc¢inku a zpracovat kratky prehled novych protinadorovych
sloucenin obsahujicich tézky kov.

Cilem experimentalni Casti bude studovat interakce nového protinadorového Pt
komplexu s molekulou DNA. Nejprve bude provedeno testovani antiproliferativni
aktivity komplexu na bunécné nadorové linii a bude také zjiSténa platinace DNA
v burikach. Nasledné bude stanoveno, jak vazba komplexu ovlivni strukturu (mj. bude
pomoci agarosové elektroforézy popsano rozvijeni dvousroubovice DNA a tvorba
mezifetézcovych muistkll) a teplotni stabilitu DNA. Bude také charakterizovano, jak

komplex ovlivni procesovani DNA vybranymi modifikujicimi enzymy.



1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou zavaznym problémem moderni mediciny. Mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny zvefejnila nejnovéj§i data zroku 2022, kdy
ve sledované populaci v tomto roce pfibylo 20 mil. novych pfipadid nadorového
onemocnéni a 9,7 mil. lidi diky tomuto onemocnéni zemielo. [ kdyz se zlepSuje vCasna
diagnostika, lécba a péCe o pacienty srakovinou, pocet lidi, u kterych je
diagnostikovano toto onemocnéni vSak kazdorocné roste a podle Svétové zdravotnické
organizace v roce 2050 bude novych pfipadi 35 mil.

Existuje mnoho pfistupt k 1écbé nadorovych onemocnéni, avsak chemoterapie je
stale jednou z velmi pouzivanych metod. Cisplatina (cis-diamminodichloroplatnaty
komplex) byla prvnim léCivem na bazi platiny schvalenym pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni v roce 1979 (Dilruba & Kalayda, 2016). Prestoze cisplatina méla a ma
velky uspéch, neustale se pracuje na vyvoji novych sloucenin na bazi platiny. Cilem
je, aby chemoterapie byla co nejmensi zatézi pro pacienty — snaha o minimalizovani
vedlejsich ucinku, relapsu (navratu nadorového onemocnéni) a rezistence organismu
vuéi 1écivu (Brown et al., 2019). Pro vyvoj novych chemoterapeutik obsahujicich
platinu je také dilezité porozuméni mechanismu ucinku jiz pouzivanych 1é¢iv (Schoch
et al., 2020).

Casto dochazi kvyvoji a studiu biologické aktivity komplext, které jsou
strukturnimi analogy jiz zminéné cisplatiny. Nejinak tomu bylo 1 v této praci, ktera se
zabyva studiem protinadorové aktivity nové Pt(II) komplexni slouc¢eniny (ozna¢ované
jako komplex 9b), kterd byla poprvé predstavena v praci Rehm et al., 2018. Tato
sloucenina obsahuje stejné jako cisplatina dva chloridové ligandy, NH3 skupiny vSak
byly nahrazeny objemnéjsimi ligandy. Pfedpoklada se, ze velkou roli v mechanismu
ucinku bude hrat vazba na DNA, stejné jako je tomu u cisplatiny. Proto jsou v
experimentalni Casti této prace studovany interakce komplexu s DNA.

Vazba komplexu 9b na DNA byla studovana v bezbunécném prostfedi za pomoci
mnoha metod, které¢ mély za cil zjistit stabilitu DNA modifikované komplexem 9b
(méfeni teploty tani), miru poskozeni molekuly DNA (stanoveni fluorescence Tb**
iont, méteni CD spekter a thel rozvinuti) a mnozstvi mezifetézcovych mastka. Byla
studovana také antiproliferativni aktivita komplexu 9b a platinace DNA v nadorovych
burtkdich MDA-MB-231 (triple negativni karcinom prsu). V zavéru experimentalni

casti této diplomové prace bylo stanoveno, jak vazba komplexu 9b na molekulu DNA



ovlivni modelové bakterialni enzymy procesujici DNA, které hraji dulezitou roli pfi
replikaci a transkripci DNA. Pokud dojde k ovlivnéni procesovani DNA tak, ze burika
nebude schopna molekulu DNA opravit, dojde k jeji apoptdze, coz je u nadorovych

bunék zadouci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Lécba nadorovych onemocnéni

Pfi nadorovych onemocnénich dochédzi v organismu k nekontrolovatelnému déleni
bunék. Charakteristickou vlastnosti nadorovych bunék je jejich rezistence k bunécéné
smrti (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). Nadorové bunky jsou také
schopné pronikat do okolnich tkani a vytvaret tak metastaze. Cim jsou nadorové buiiky
vice rozsifeny po organismu, tim je t€zSi nadorové onemocnéni vylécit. Predpoklada
se, ze nadorova onemocnéni vznikaji z jedné buiky, u které doslo k mutaci. Potomci
této buiiky vSak musi projit dal§imi mutacemi a epigenetickymi zménami, aby se stali
bunikami nadorovymi (Alberts et al., 2015).

Lécba se odviji od stadia nadorového onemocnéni a u nékterych pacient zahrnuje
i paliativni péci. Do 1é¢by tohoto typu onemocnéni lze zatadit chirurgické odstranéni
nadoru, chemoterapii, ozafovani, hormonalni terapii, imunoterapii ¢i transplantaci
bunék kostni dfené (https://www.cdc.gov/cancer/survivors/patients/treatments.htm).
Chirurgické odstranéni nadoru a terapie ozarovanim jsou hlavnimi zpasoby 1éCby pro
lokalni a nemetastazujici nadory. Chemoterapie, hormonalni a biologicka terapie, pii
kterych se podavaji protinadorova léciva, jsou zpisoby 1éCby, které se v soucasnosti
pouzivaji pfi terapii u metastazujicich nadora (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde,
2015).

Tato kapitola se zabyva vybranymi zpusoby 1écby nadorovych onemocnéni, a to
predevsim 1é¢bou nadord pomoci chemoterapie a cilené (biologické) terapie, které jsou
bézné v praxi pouzivané. V dnesni dobé se zkoumaji také nové pfiistupy pfi terapii

nadorovych onemocnéni, coz bude v kratkosti zminéno v subkapitole 2.1.3.
2.1.1 Chemoterapie

Klinicky efektivni chemoterapie byla ustavena jako klicovy zptusob 1é¢by v moderni
onkologii pfiblizng pied sto lety. Upln& prvnimi latkami, které nebyly piirodniho
puvodu, a u nichz se zjistilo, ze maji protinadorové vlastnosti, byly slouCeniny
s arsenem. Prvni zminka o pouziti sloucCenin arsenu jako latek protinadorovych
pochazi z 11. stoleti a je spojena s lékafem Avicennou. Moderni chemoterapie
zapoCala s vyuzitim hoicicnych plynl, antifolati (antagonistd kyseliny listové)

a analogti nukleosidu ve 20. stoleti (Gilad et al., 2021).
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Pti chemoterapii dochazi k inhibici déleni rychle se délicich bunék. Dochazi v§ak
také k ni¢eni normalnich bun€k organismu, které stejné jako nadorové buiky rychle
proliferuji (napt. vlasové folikuly, buiky kostni dfené, burky gastrointestinalniho
traktu), coz zpusobuje charakteristické nezadouci vedlejsi znaky chemoterapie (Pérez-
Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Mezi vedlejsi ucinky chemoterapie patfi napf. nevolnost, nava, zvraceni, dale
myelosuprese, neplodnost, sekundarni nddorové onemocnéni, dysfunkce ledvin, jater
¢i srdce. Na chemoterapeutikum muze mit pacient také rezistenci. Primarni rezistence
se vyskytne, pokud nador neodpovida od zacatku 1écby na chemoterapii (mize byt
zpusobena napf. genetickymi zménami uvniti nadoru ¢i neadekvatnim davkovanim).
Sekundarni rezistenci ziskaji nékteré nadorové buriky v prabéhu chemoterapie — tyto
klony ziskaji tak vyhodu v pfeziti oproti jinym buinikam v nadoru. Sekundarni
rezistence muze byt zpusobena napi. zvySenim inaktivace 1éCiva organismem Ci
zménou opravnych mechanismi DNA (Bhosle & Hall, 2009).

Mnoho chemoterapeutik jsou latky extrahované z rostlin ¢i bakterii (napf. vinca
alkaloidy zrostlin Celedi tojestovitych ¢i paclitaxel ztisu), jiné jsou specificky
vytvafeny v chemickych laboratofich. Prehled chemoterapeutik podle jejich

mechanismu Uc¢inku je znazornén v Tab. 1 (Bhosle & Hall, 2009).

Tab. 1: Prehled klasickych chemoterapeutik. Zpracovano podle Bhosle & Hall, 2009.

Skupina chemoterapeutik Priklady

Alkylaéni ¢inidla Komplexy na bazi platiny (napf. cisplatina)
Derivaty  hof¢icného  plynu  (napf.
chlorambucil)

Antimetabolity Analoga pyrimidinu (napf. 5-fluorouracil)
Antifolaty (methotrexat)

Inhibitory mitézy Vinca alkaloidy (napf. vinkristin)
Taxany (napf. paclitaxel)

Inhibitory topoisomerasy I a Il Napt. irinotekan, etopsid

Protinadorova antibiotika Napf. doxorubicin, bleomycin




Z Tab. 1 je patrné, ze mezi alkylacni Cinidla je zafazovana napf. i cisplatina,
prestoze neobsahuje alkylovou skupinu. Z chemického hlediska se vSak nejedna
o alkylacni ¢inidlo, 1 kdyz je do této skupiny nespravné zahrnovano. Stejné jako ostatni
protinadorova alkyla¢ni ¢inidla vSak cisplatina inhibuje pfedev§im transkripci DNA
a tim padem syntézu proteint ve vSech rychle se délicich burikach vytvarenim rtiznych
aduktd s molekulou DNA (alkylacni ¢inidla pisobi na vSechny buriky, primarné vSak
na buniky nadorové, které diky rychlé proliferaci nemaji Cas na opravu)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547849/).

V nasledujicich subkapitolach budou popsany nové zpusoby léCby nadorovych
onemocnéni, avSak klasickd chemoterapie je stale v klinické praxi hojné€ vyuzivana
(Tilsed et al., 2022). Chemoterapeutika se kombinuji s jinymi 1éCivy s cilem usmrtit
co nejvice nadorovych bunék a zaroven minimalizovat vyvoj rezistence organismu
vuci 1écivu (Bhosle & Hall, 2009). Lécba pomoci chemoterapie vSak neni efektivni
u vSech osob s nadorovym onemocnénim. Odpovéd na chemoterapii se 1isi nejen
u pacientt s riznymi typy tumort, ale i v ramci skupiny pacientll se stejnym typem
nadoru. Proto je snaha nalézt prediktivni biomarker, ktery by ptedpovédél odpovéd

konkrétniho pacienta na konkrétni chemoterapeutikum (Tilsed et al., 2022).
2.1.2 Cilena (biologicka) lécba nadoru

Cilena (biologicka) lécba zahrnuje pouziti substanci, které jsou specifické pro
nadorové buiky. Jejim cilem je blokovat specifické drahy nebo nadorové proteiny,
které jsou zahrnuty v rdstu a progresi nadoru (receptory, rastové faktory, kinasové
kaskady nebo molekuly spojené s apoptdzou a angiogenezi). Tyto molekuly se nachéazi
i vnormalnich tkanich, u nadorovych bunék jsou vSak nadexprimované nebo
zmutované (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

U chemoterapie i cilené (biologické) 1écby se nejCastéji oraln€ nebo intraven6zné
podava pacientovi 1éCivo, jehoz cilem je eliminovat nebo uplné znicit nddorové buriky
v nemocném organismu. Chemoterapie cili na rychle se délici buriky (nadorové i
normalni), zatimco u cilené terapie dochazi k vysoce specifickému doruceni 1é¢iva do
mista s nadorovym bujenim. Cilend terapie je také meéné toxickd v porovnani

s klasickou chemoterapii (Lee et al., 2018).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547849/

Cilenou 1écbu lze rozdélit na Ctyfi obecné kategorie — pouziti monoklonalnich
protilatek, vyuziti nizkomolekularnich inhibitord, pouziti konjugatt protilatka-lécivo
a vyuziti imunoterapie (Powers Smith & Prasad, 2021). Poslednim zminénym
terminem je imunoterapie, coz je §iroky pojem zahrnujici mnoho 1écebnych technik.
Do této skupiny protinddorové 1écby patii napt imunostimulacni cytokiny, PRR
agonisté (PRR jsou receptory rozeznavajici molekulové vzory, z angl. pattern
recognition receptor — tyto receptory hraji vyznamnou roli v imunitni obrang),
protinadorové vakciny, ale také monoklonalni protilatky, které se mohou podle jiného

d€leni radit zvlast (Galluzzi et al., 2014).
2.1.2.1 Pouziti monoklonalnich protilatek

Pti cilené 1écbé lze vyuzit specifické monoklonalni protilatky, které se vazou na
antigeny na nadorovych bunkach. Imunitni systém pak tyto buriky rozezna a odstrani
je (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). V roce 1997 byla FDA schvalena
prvni terapeuticka monoklonalni protilatka pro 1é¢bu non-Hodgkinova lymfomu z B
lymfocytl — rituximab (Wu et al., 2006).

Bevacizumab je dal§i monoklonalni protilatkou bézné€ pouzivanou v klinické praxi.
Jedna se o prvni schvaleny inhibitor angiogeneze (proces tvorby novych cév, které se
nasledné oddéli z cév jiz existujicich). Nové cévy jsou potieba kvili vysokym
metabolickym narokiim nadort na Ziviny a kyslik. Toto 1écivo konkrétné cili na
vaskularni endotelialni ristovy faktor A (VEGF-A). VEGF hraje klicovou roli
v indukci angiogeneze u nadoru a je schopen stimulovat proliferaci a preziti
endotelialnich bunék a zvySovat permeabilitu cév, coz podporuje rast nadoru (Garcia
et al., 2020).

Dal§im Iékem je trastuzumab (pro 1é¢bu metastazujiciho nadoru prsu). Jedna se o
anti-HER2 monoklonalni protilatku, ktera inhibuje proliferaci in vitro nadorovych
bunék, které nadexprimuji HER2 protein (lidsky epidermalni receptor 2) (Wu et al.,
2006). HER2-pozitivni nador se vyskytuji u 15-25 % zen, kterym byla
diagnostikovana rakovina prsu. Mezi 1é¢iva na bazi monoklonalnich protilatek patii
dale napf. cetuximab a panitumumab (pro lécbu metastatického kolorektalniho

karcinomu) (Powers Smith & Prasad, 2021).



2.1.2.2 Pouziti nizkomolekularnich inhibitord a Kkonjugati

protilatka-1éCivo

Dalsim typem cilené terapie je 1écba pomoci nizkomolekularnich inhibitori (z angl.
small molecule inhibitors), které inhibuji signalni drahy nadorovych bun€k zahrnuté
v abnormalni proliferaci, anti-apoptotickych a angiogennich mechanismech. Mnoho
téchto molekul je navrzeno tak, aby narusily kinasovou doménu ATP: [protein]-L-
tyrosin-O-fosfotransferas (tyrosinkinasa, EC 2.7.10.1) (Pérez-Herrero & Fernandez-
Medarde, 2015). Imitanib (Glivec) je prvnim selektivnim tyrosinkinasovym
inhibitorem, ktery byl v roce 2001 schvalen pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni. Mezi
dalsi 1éCiva tohoto typu patfi gefitinib, ktery inhibuje kinasovou aktivitu receptoru
epidermalniho ristového faktoru. FDA ho schvalila roku 2003 pro lécbu
nemalobunécného karcinomu plic (Wu et al., 2006).

Konjugat protilatka-l1é¢ivo (ADC) obsahuje monoklonalni protilatku a malé
mnozstvi vysoce ucinného cytotoxického Iéciva, které je na protilatku piipojeno. ADC
se vaze na receptor na povrchu cilové nadorové buiky, nasledné se propojeni pierusi
a dojde k uvolnéni cytotoxické latky do nadorové buiky. Mezi konjugaty protilatka-
1éCivo, které se pouzivaji v klinické praxi, patfi napf. brentuximab vedotin, jez se

vyuziva pro 1é¢bu Hodgkinova lymfomu (Ornes, 2013).
2.1.3 DalSi pristupy pro lécbu nadorovych onemocnéni

Na Obr. 1 je vyobrazen piehled modernich pfistupt k 1é¢bé€ nadorti. Dal§im zptisobem
protinadorové 1écby je napf. terapie pomoci kmenovych bunék, coz jsou
nediferencované bunky v kostni dfeni (Debela et al., 2021). Podle Narodniho institutu
pro rakovinu v USA transplantace kmenovych bunék nefunguje proti nadorovému
onemocnéni pifimo, ale slouzi ke zlepSeni schopnosti organismu tyto butiky
produkovat po vystaveni velkému mnozstvi radiace ¢i chemoterapie
(https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/stem-cell-transplant). DalSim
pristupem 1écby nadorovych onemocnéni je napt. kryoablace (vyuziti extrémni teploty

ke ,,zmrazeni* nadoru a tkané okolo néj) (Debela et al., 2021).


http://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/stem-cell-transplant
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Obr. 1: Piehled modernich pristupu k 1é¢bé nadorovych onemocnéni (o nékterych z nich je
pojednano v textu). Informace pouzity z Debela et al., 2021. Obrazek vytvofen pomoci
webového softwaru BioRender.

Mezi nové piistupy patfi vyuziti nanonosict, které jsou schopny transportovat
protinadorova léciva pfimo do nadoru a omezit tak toxicitu pro zbytek organismu
(izoluji 1éCivo pred prostiedim organismu). Nanonosice chrani 1éCivo pied degradaci,
redukuji odstranéni 1é¢iva ledvinami, zvySuji jeho polocas rozpadu v krevnim fecisti
¢i zlepSuji rozpustnost 1éCiva. Mezi nanonosiCe patfi napt. liposomy, které jsou
vyuzivany napf. v lipoplatiné, o niz bude pojednano v nasledujici kapitole (Pérez-
Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). Dalsim pfistupem k 1écbé nadorovych
onemocnéni je napt. genova terapie, pii které dochazi k nahrazeni defektivniho genu

genem ,,normalnim* (Debela et al., 2021).
2.2 Cytostatika obsahujici platinu

Objev cisplatiny podnitil zajem védct nejen o platnaté komplexni slouCeniny, ale také
o jiné koordinac¢ni slouceniny, které by se mohly stat potencionalnimi protinadorovymi
1éCivy. Kromé cisplatiny se v soucasné dobé& v ramci chemoterapie v klinické praxi
celosvétoveé pouzivaji také karboplatina a oxaliplatina (Florea & Biusselberg, 2011).
Nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina se vyuzivaji v klinické praxi pouze v urcitych
zemich. Mezi chemoterapeutika na bazi platiny, jez se nachazeji ve fazi klinického
testovani, patii napt. satraplatina ¢i lipoplatina (Johnstone et al., 2016).

Obecné se komplexy s platinou jako centralnim atomem pouzivaji pro Siroké

spektrum nadorovych onemocnéni, které zahrnuji karcinomy varlat, vajecnikd,



mocového méchyte, hlavy a krku, jicnu, prsu, zaludku, prostaty, dale se také pouzivaji
pro lécbu Hodgkinovych a non-Hodgkinovych lymfomi, neuroblastomu, sarkomd,
malobunécného a nemalobunéného karcinomu plic ¢i melanomt (Florea &
Busselberg, 2011).

V soucasné dobé se protinadorova léCiva na bazi platiny vétSinou nevyuzivaji
v klinické praxi samostatné, ale dochazi ke kombinaci klasickych a cilenych
chemoterapeutik k dosazeni co nejlepSich vysledki u pacientd s rakovinou (Gilad et
al., 2021).

Tato kapitola se zabyva nejvyznamnéjsimi zastupci cytostatickych latek, které
obsahujici jako centralni atom platinu, jez se jiz pouzivaji v klinické praxi, nebo se
nachazi ve stadiu klinického testovani. Je dilezité také zminit, ze Pt(II) komplexni
slouCeniny pouzivané v klinické praxi vykazuji kromé fady vyhod, také urcité
nevyhody (rezistence, vedlej§i ucinky). Proto se stale syntetizuji a hledaji nové
protinadorové ucinné latky, které by tyto nedostatky piekonaly. Nové komplexni
slouCeniny budou popsany v kapitole 2.4, kdy subkapitola 2.4.2 bude zaméfena na

dalsi komplexy obsahujici platinu, konkrétné na Pt(IV) koordina¢ni slouceniny.

2.2.1 Pt(IT) cytostatika pouzivana v klinické praxi

2.2.1.1 Cisplatina

Cisplatina je komplexni sloucenina s ¢tvercovou planarni geometrii (Tchounwou et
al., 2021). Jeji strukturni vzorec je znazornén na Obr. 2. Za pokojové teploty se jedna
o zluto-oranzovy praSek (Tchounwou et al., 2021). V poloviné 19. stoleti byla
cisplatina poprvé syntetizovana a v roce 1893 Alfred Werner odvodil strukturu této
latky (Florea & Biisselberg, 2011). Werner spravné navrhl Ctvercové planarni
konfiguraci a také rozlisil cis a trans izomery (cisplatinu a transplatinu). V roce 1913

ziskal za svou védeckou praci Nobelovu cenu za chemii (Alderden et al., 2006).

CI\Pt/NH3
CI/ \NH3

Obr. 2: Strukturni vzorec cisplatiny.
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Antiproliferativni ucinky koordina¢nich komplexti s platinou byly poprvé
pozorovany v roce 1965 biofyzikem Barnettem Rosenbergem (Rosenberg et al., 1965).
Rosenberg chtél zjistit, jestli pfi déleni bun€k hraje roli elektricky proud. Provedl to
tak, ze na bunécnou kulturu bakterie Escherichia coli v pufru chloridu amonného
aplikoval elektricky proud skrz ,inertni“ platinové elektrody, které byly ponofené
v pufru. Po urcité dobé se jednotlivé bakterie E. coli proménily v dlouha filamenta,
protoze se u nich zastavilo bunécné déleni. To se nestalo diky ptsobeni elektrického
proudu, ale diky vytvofeni komplexni slouceniny s platinou, které se formovala
z ,inertnich® platinovych elektrod (Alderden et al., 2006). Po Rosenbergové
pozorovani byla cisplatina jednim ze ¢tyt komplexti obsahujicich platinu, které byly
pilotné testovany u mysiho sarkomu. Cisplatina byla pfi testovani aktivni (Lebwohl &
Canetta, 1998).

Protinadorova aktivita cisplatiny byla nezéavisle potvrzena jinymi laboratofemi a na
jinych nadorech. Predstavitelé Narodniho institutu pro rakovinu v USA projevili o
cisplatinu zajem a ta v cervnu 1971 vstoupila do faze I klinického testovani
v nemocnicich v Detroitu a Houstonu (Lebwohl & Canetta, 1998).

Nejpouzivanéjsi metoda pro pripravu cisplatiny pochazi z roku 1970 (Dhara, 1970).
Nejprve je vodny roztok [PtCls]* preveden na [Ptls]* pfidanim KI. Dale je piidan
hydroxid amonny, ktery pfeméni tmavé hnédy roztok [Ptls]* na Zzluty precipitat
cis-[Pt(NH3)2I2]. Pridanim  AgNOs rozpusténého ve vodé dojde k odstranéni
jodidovych ligandéi z komplexu a vznikne cis-[Pt(NH3)2(OH2)2]**. Z posledniho
zminéného komplexu lze jiz izolovat Cistou cisplatinu jako zluty prasek tak, ze se
k tomuto roztoku pfida nadbytek KCI (Wilson & Lippard, 2014). Schematicky je cely
proces znazornén na Obr. 3.

Vroce 1894 byl Kurnakow schopen rozlisit mezi cisplatinou a transplatinou
pomoci reakce s thiomocCovinou. Tato metoda byla vyvinuta k separaci smési téchto
dvou izomertl a zaroven k detekci kontaminace transplatinou ve vzorcich klinické
cisplatiny. Pfi reakci s thiomocovinou cisplatina vytvaii siln& zluty roztok [Pt(Th)4]**,
zatimco transplatina tvoii bily nerozpustny komplex trans-[Pt(NH3)2(Th)2]Clz (viz
Obr. 4) (Alderden et al., 2006).
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Obr. 3: Syntéza cisplatiny podle Dhara et al., 1970. Obrazek upraven podle Wilson & Lippard,
2014.
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Obr. 4: RozliSeni mezi cisplatinou a transplatinou pomoci thiomocoviny. Obrazek upraven
podle Alderden et al., 2006.

Cisplatina je znama svym ucinkem na rdzné typy nadorovych onemocnéni,
organismus pacienta si vSak dokaze vytvofit rezistenci na toto 1é¢ivo. Nadorové buriky
nejsou tak schopny podstoupit apoptozu pii spravnych klinickych koncentracich
léciva. Rezistence muze byt zpusobena snizenou intracelularni koncentraci
(zodpovedna za 70-90 % piipadi rezistence), zvySenou opravou poSkozené DNA ¢i
cytosolickou inaktivaci cisplatiny (Aldossary, 2019).

Omezeni pro pouziti cisplatiny je spatfovano také v jejich nezadoucich ucincich,
které se nejCastéji projevuji jako nevolnost a zvraceni. Pokud nejsou podéavana

antiemetika, mize dochazet k emetickym zachvatim (zvraceni) az 11x za den.
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Nefrotoxicita je jednim z dalSich hlavnich vedlejsich ucinkl pouziti cisplatiny, jelikoz
ledviny hraji dilezitou roli pfi vyluCovani tohoto 1éCiva. Ledviny jsou schopny
akumulovat vy$si koncentraci cisplatiny nez kterykoliv jiny organ v téle (vCetné jater).
Cisplatina se v ledvinach biotransformuje na cysteinyl glycinové konjugaty a jiné
thioly, u kterych se predpoklada, ze zptsobuji toxicitu. Mezi dalsi nezadouci ucinky
patfi napf. hepatotoxicita, neurotoxicita a kardiotoxicita (Aldossary, 2019).
Cytostaticky ucinek cisplatiny, ktery je zalozen na vazbé na molekulu DNA, je
v odborné literature nejlépe popsan, proto se mu bude vénovat samostatna kapitola 2.3.
U ostatnich cytostatik uvedenych v nasledujicich subkapitolach je mechanismus

ucinku v kratkosti popsan ptfimo u dané slouceniny.
2.2.1.2 Karboplatina

Predpokladem  pro  navrzeni  karboplatiny  (cis-diammin-[1,1-cyklobutan
dikarboxylato]platnatého komplexu) (viz Obr. 5 — ¢ast A) bylo, ze stabilng;si
odstupujici skupina nez chlorid mize snizit toxicitu, aniz by ovlivnila protinadorovou
aktivitu l1écCiva (Brabec et al., 2017). Jelikoz je karboplatina méné reaktivni, maze byt
podavana ve vétsich davkach (Wheate et al., 2010). Nevyhodou pouziti tohoto 1éCiva
je zkftizena rezistence s cisplatinou (Lebwohl & Canetta, 1998).
Cyklobutandikarboxylatovy ligand, ktery se nachazi ve struktute karboplatiny, je
horsi odstupujici skupinou nez chloridy u cisplatiny. Karboplatina vSak dokaze
efektivné platinovat molekulu DNA diky tomu, Ze je aktivovana nukleofily a niz§im
pH vnadorovych burnkach. Dojde tak k odstranéni cyklobutandikarboxylatové
skupiny a vytvoreni hydratované cisplatiny. DNA adukty vytvotfené karboplatinou
jsou stejné jako ty vytvorené cisplatinou. Bylo také zjisténo, ze karboplatina a jeji
derivaty jsou potencionalnimi kandidaty pro pouziti v nadorové terapii, kterd vyuziva

aktivaci svétlem (Brabec et al., 2017).
2.2.1.3 Oxaliplatina

Oxaliplatina ([trans-1R,2R-diamincyklohexan]oxalatoplatnaty komplex) byla poprvé
schvalena ve Francii v roce 1996 a nasledn€ v USA roku 2002 (viz Obr. 5 — ¢ast B).
Jedna se o prvni 1éCivo, které bylo v organismu schopné piekonat rezistenci na

cisplatinu diky tomu, ze tvofi rozdilné adukty s DNA (Wheate et al., 2010).
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Obr. 5: Strukturni vzorec karboplatiny (A) a oxaliplatiny (B).

Rozdily jsou spatfovany v tom, ze adukty oxaliplatiny s DNA jsou objemnéjsi
a hydrofobnéjsi. Adukty oxaliplatina-DNA jsou efektivnéjsi pfi inhibici DNA syntézy
a jsou cytotoxict€j§i nez adukty s cisplatinou. Dale Ize zminit, Ze oxaliplatina muze
zabranit vazb€ proteini mechanismu opravy chybného parovani bazi (z angl.

mismatch repair) na konformacni zmény na molekule DNA (Raymond et al., 1998).
2.2.14 Nedaplatina

Nedaplatina (diammin(hydroxyacetato)platnaty komplex) je analogem cisplatiny.
Tato slouCenina byla vyvinuta farmaceutickou spolecnosti v Japonsku, kde je také
schvalena pro pouziti v klinické praxi. Na rozdil od cisplatiny méa nedaplatina nizkou
afinitu k vazb¢ na proteiny (Shimada et al., 2013). Jedna se o 1éCivo, které je desetkrat
vice rozpustné ve vodé nez cisplatina a je méné nefrotoxické nez cisplatina

a karboplatina (Wheate et al., 2010).

2.2.1.5 Lobaplatina

Lobaplatina (2-cyklobutandimethanamin(2-hydroxypropanato)platnaty komplex) je
schvalena pro pouziti v Cing (Galanski et al., 2005). Wu et al., 2010 ve své studii
zjistili, ze lobaplatina vykazovala 1 aktivitu via¢i bunéfné nadorové linii

hepatocelularniho karcinomu.
2.2.1.6 Heptaplatina

V Jizni Koreji je heptaplatina (2-isopropyl-1,3-dioxolanato-4,5-
dimethanamin(propandioato)platnaty komplex) schvalena pro pouziti v klinické praxi
(Galanski et al., 2005). Tato latka je schopna efektivné kondenzovat nukleovou
kyselinu (Brabec et al., 2017). Na Obr. 6 jsou zndzornény strukturni vzorce

heptaplatiny, nedaplatiny a lobaplatiny.
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Obr. 6: Strukturni vzorce heptaplatiny (A), nedaplatiny (B) a lobaplatiny (C).

2.2.2 Pt cytostatika v klinickém testovani

V této subkapitole budou popsany vybrané protinddorové komplexni slouceniny, které
se nachazi v klinické fazi testovani — konkrétné se jedna o lipoplatinu (liposomalni
cisplatinu), Pt(IV) komplex satraplatinu, Pt(I) koordinacni slouCeninu picoplatinu
a trinuklearni komplexni slou¢eninu BBR3464. Dulezitou soucasti mechanismu
ucinku téchto sloucenin, stejné jako ostatnich komplexnich slouc¢enin obsahujicich

platinu, je vazba na molekulu DNA (viz dale).
2221 Lipoplatina

Lipoplatina (liposomalni cisplatina) je enkapsulovana forma cisplatiny, kterd byla
vytvorena s cilem snizit toxicitu cisplatiny a umoznit administraci vétSich davek 1éciva
cilené do primarnich tumori a metastazi. Nanocasticové liposomy, do nichz je
cisplatina zabalena, jsou reverzni micely, které jsou slozené z 1,2-dipalmitoyl-3-
fosfatidylglycerolu, sdjového fosfatidylcholinu, cholesterolu a  methoxy-
polyethylenglykol-distearoyalfosfatidylethanolaminu. Lipoplatina je schopna projit
bunéénou membranou snadn€ji nez cisplatina. Pfitomnost polyethylenglykolu
zabranuje detekci lipoplatiny slozkami imunitniho systému (Wheate et al., 2010).
Lipoplatina uspéSné piekonala fazi III klinického testovani, kde vykazovala
protinadorové vlastnosti vic¢i metastazujicim nadoram prostaty, tlustého stieva,
zaludku a plic. Vykazovala také potencidl pii pouziti v kombinaci s 5-fluorouracilem

u nadort plic a krku (Xian et al., 2021).
2.2.2.2 Satraplatina

Satraplatina (bis-(acetat)-ammin-dichloro-(cyklohexylamin) platiity komplex) je
Pt(IV) komplexni slouCeninou (viz Obr. 7), jez je aktivni viéi karcinomim

rezistentnim na cisplatinu a vykazuje podobnou cytotoxicitu jako karboplatina. Toto
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1écivo je podavano oralné, takze je zvySen komfort pacienti pii chemoterapeutické
1é¢bé (Bhargava & Vaishampayan, 2009).

Mechanismus ucinku satraplatiny je, podobné jako u cisplatiny a dal§ich platnatych
cytostatik, zalozen na tvorbé adukti s DNA — mezifetézcovych a vnitrofetézcovych
mustkt. Satraplatina inhibuje replikaci a transkripci DNA a indukuje signalni drahy
vedouci k zastavé bunééného cyklu a apoptoze. Asymetrické stabilni ligandy mj.
snizuji pravdépodobnost rozpoznani DNA opravnymi mechanismy a HMG (z angl.
high mobility group) proteiny, coz ma za vysledek, ze satraplatina je schopna piekonat
rezistenci organismu na cisplatinu (Bhargava & Vaishampayan, 2009).

Momentalné se satraplatina nachazi ve fazi III klinického testovani oznaCovaném
jako SPARC (Satraplatin and Prednisone Against Refractory Cancer, testovani
vyuzivalo satraplatinu a prednison proti refrakterni rakoviné prostaty — tento typ
nadoru je t€zce l1éCitelny). V tomto testovani vykazovaly uvedené latky aktivitu vici
pokrocilému karcinomu prostaty (konkrétné typ nddoru mCRPC — z angl. metastatic
castration-resistant prostate cancer) (Liaw et al., 2023). Satraplatina byla aktivni

i u karcinomu plic a vajecnikd (Galanski et al., 2005).

O

o/kc:H3
HsN_| _Cl
/Pt\
N >cl

|

)

Obr. 7: Strukturni vzorec satraplatiny.
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2.2.2.3 Picoplatina

Picoplatina (cis-diammindichloro(2-methylpyridin) platnaty komplex) je koordinacni
slouCenina, ktera ve své struktufe obsahuje 2-methylpyridin, jez se oznacuje také jako
2-pikolin (viz Obr. 8 — ¢ast A). N-heterocykly jsou slibnymi ligandy pro potencionalné
protinddorové komplexni slouceniny — mezi dalsi komplexy obsahujici N-
heterocyklus patfi napt. monofunkcni Pt(II) komplex fenantriplatina (Facchetti &
Rimoldi, 2019).

Vazba picoplatiny na DNA je ovlivnéna sterickymi faktory (Chen et al., 1999). U
pikolinového komplexu dochazi také k pomalejsi hydrolyze, kdy chloridovy ligand,
ktery se nachazi vici NH3 ligandu v trans poloze, hydrolyzuje Ctyfikrat pomaleji nez
ten u cisplatiny. To mize vést k mensi intracelularni aktivité v porovnani s cisplatinou.
Muze to také prispivat k vyssi aktivité v nadorovych bunécnych liniich, které jsou na
cisplatinu rezistentni (Chen et al., 1998).

Jelikoz se jednd o analog cisplatiny, tak neni prekvapivé, ze mechanismem
zpusobujicim cytotoxicitu tohoto komplexu je vazba na DNA. Picoplatina se vaze na
DNA se znacnou stereoselektivitou. Interakce picoplatiny s DNA ziejmé probiha tak,
jak je znazornéno na Obr. 8 (Cast B). K této vazbé prispivaji také vodikové vazby mezi
NH3 ligandem a O6 atomem na guaninu. Mohou také pfispivat van der Waalsovy
interakce mezi CH3 skupinou 2-picolinu a CH3 skupinou thyminu, pokud se nachézi
v blizkosti. Poskozeni DNA zpusobena picoplatinou mohou byt rozeznavana

opravnymi systémy jinym zpisobem nez adukty cisplatina-DNA (Chen et al., 1999).

CH, 5'—G—G—3
Pt
/N\Pt/CI ) N/ \NH3
A HNT Sa| B L)

Obr. 8: Strukturni vzorec picoplatiny (A), schematické znazornéni vazby picoplatiny na
DNA (B). Obrazek B prevzat z Chen et al., 1999.

16



Picoplatina vykazovala vyrazny ucinek pii 1écbé karcinomu vajecniku a plic, které
jsou rezistentni na cisplatinu a karboplatinu. Tato komplexni sloucenina byla
predmétem faze II a III klinického testovani, ve které byla zkoumana protinadorova
aktivita vaci nemalobunécného karcinomu plic. Klinicka testovani se zameétovala také
napf. na kombinaci picoplatiny a docetaxelu pii lé¢be karcinomu prostaty (Kopacz-

Bednarska & Krol, 2022).

2224 BBR3464

BBR3464 je oznaCeni pro trinuklearni komplexni sloufeninu (obsahuje tfi atomy
platiny). Jeji strukturni vzorec je znazornén na Obr. 9 — BBR3464 obsahuje ve své
struktufe dvé rrans-[PtCI(NH3)2] jednotky, které jsou spojené tetra-aminovou
jednotkou [trans-Pt(NH3)2(H2N(CH2)6NH2)2]%, jez piispiva k vazbé na DNA pouze
pomoci elektrostatickych a vodikovych interakci. Celkovy naboj této slouceniny je 4+
a je neutralizovan Ctyfmi dusi¢nanovymi anionty (Manzotti et al., 2000).

BBR3464 byl ti¢innéjsi nez cisplatina u bunécné linie neuroblastomu a na cisplatinu
rezistentni linie astrocytomu (Servidei et al., 2001). Komplex vykazoval také vysokou
miru ucinku u nadorové linie karcinomu vajecniku se ziskanou rezistenci k cisplatiné
(Manzotti et al., 2000). I u tohoto Pt(II) komplexu experimenty naznacuji, Ze vazba na
DNA je velmi dilezitym faktorem cytostatického tcinku této slouceniny. BBR3464
pravdépodobné vytvari bifunkeni adukty s DNA. Bylo zjisténo, ze tvoii vétsi mnozstvi
mezifetézcovych mustkll a zpisobuje vétsi thel rozvijeni DNA nez cisplatina. Diky
této koordina¢ni slouceniné¢ dochazi ke wvzniku takovych wvnitrofetézcovych
a mezifetézcovych mustkl, které pokryvaji velky asek molekuly DNA a zptsobu;ji tak
efektivni poskozeni této molekuly (Brabec et al., 1999).

Doposud komplexni slouc¢enina BBR3464 prodélala fazi II klinického testovani pro
1écbu metastazujiciho malobunécného karcinomu plic, pokrocilého a metastazujiciho

karcinomu slinivky bfi$ni (https://clinicaltrials.gov/).

. .
Cl\p /NHB
T KNH/\/\/\/HZN\ NH,
’ ? 2%, HN  NH 4 NO.-
H3N NH;\/\/\/ St 3 3
7
HaN \CI

Obr. 9: Strukturni vzorec komplexu BBR3464.
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2.3 Cytotoxicky ucinek cisplatiny v bunce

Hlavni cytotoxicky ucinek cisplatiny je zalozen na tvorbé adukti s DNA (Brabec,
2002). Na Obr. 10 je znazornéno zjednodusené schéma mechanismu ucinku
cisplatiny. Pusobeni cisplatiny v organismu bude popsano v nasledujicich
subkapitolach. Cisplatina je podavana pacientim intravenozné (Kartalou &

Essigmann, 2001).

2.3.1 Vstup do buiiky a tvorba aduktu cisplatina-DNA

Po vstupu do cytoplazmy buiiky je cisplatina aktivovana nahrazenim chloridovych
atomud molekulami vody. Diky tomu dojde k vytvoreni elektrofilu, ktery je afinitni vici
sulfhydrylovym skupinam na proteinech a dusikovym atomim na nukleovych
kyselinach (Tchounwou et al., 2021). Cisplatina mize vstoupit do buriky pasivni difuzi
pfes plasmatickou membranu nebo aktivnim transportem zprostiedkovanym
membranovymi proteiny. Aktivni transport je pravdépodobné hlavnim mechanismem

vstupu cisplatiny do buriky (Johnstone et al., 2016).

nadorova bunka

HO

cisplatina

[CI] = 100 mM

bunééné HaN NHj
“NA

jadro
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c» )< }(f
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7, ohnutd DNA
Y

vazajici se
na DNA

smrt bufiky )(ﬂ)/
zablokovani

opravy DNA i

(b)
oprava DNA _}’j

opravena _f( )
DNA

Obr. 10: Zjednodusené schéma cytotoxického ucéinku cisplatiny v burice. Obrazek upraven
podle Alderden et al., 2006.
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Nejnukleofilngjsim mistem na DNA jsou N7 atomy guaninu a adeninu, u kterych
dochéazi k platinaci prednostn€. Nejprve cisplatina vytvaii monofunkéni adukty
s DNA, nasledné dochazi k tvorbé vnitrofetézcovych a mezifetézcovych mustka
(Johnstone et al., 2016). Nejrozsifen¢jSim aduktem s DNA, ktery cisplatina vytvafi, je
vnitrofetézcovy adukt, a to konkrétn€ vazba na dva sousedni guaniny (1,2-GG adukt;
65 % vsech adukti) (Eastman, 1986). V tomto pfipadé se cisplatina vaze na N7 atomy
imidazolového kruhu dvou sousednich guanini (Brabec et al., 2017). Druhymi
v poradi jsou adukty, u kterych se cisplatina vaze na sousedni adenin a guanin (1,2-
AG adukt; 25 % vSech adukt). Dalsimi adukty, které cisplatina muze vytvaret, je
vazba na dva guaniny, mezi kterymi je jina baze (1,3-GG adukt), vazba na jeden
guanin, vazba na jeden guanin a protein a tvorba mezifetézcového mustku (Eastman,

1986). Mezitetézcové mustky zpusobuji velké poskozeni DNA a preferencné se tvori

mezi N7 atomy dvou guaninovych bazi (Lemaire et al., 1991) Na Obr. 11 jsou
znazornény vSechny zminéné adukty cisplatina-DNA.

HEN\PI
HaN— N Pt
a)
H:N HN— Pt
HSN\\ HiN \
d) e)

Obr. 11: Adukty cisplatina-DNA. a) vazba na dva sousedni guaniny, b) vazba na sousedni
adenin a guanin, ¢) vazba na dva nesousedni guaniny, d) tvorba mezifetézcového mustku, ¢)
vazba na jeden guanin (monofunkcni adukt), f) vazba na guanin a protein. Obrazek byl
vytvofen za pomoci webového softwaru BioRender.
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Bylo zjisténo, ze adukty, které cisplatina vytvafi, narusuji konformaci DNA
(zptsobuji ohnuti a rozvinuti helixu). Hlavni vnitrofetézcové adukty (1,2-GG adukty)
zpusobuji ohnuti DNA helixu o 40° vici velkému zlabku. Tento adukt také rozviji
DNA helix o 13°. Dale napft. adukt cisplatiny, ktery se vaze na dva nesousedni guaniny
(1,3-GG adukt), ohyba DNA o0 25-35° a rozviji DNA helix o0 23°. Jednotlivé adukty
jsou schopny narusit strukturu DNA unikatnim zptisobem, z ¢ehoz vyplyva, Ze kazdy
adukt bude rozpoznan a procesovan jinymi bunénymi proteiny (Kartalou &

Essigmann, 2001).
2.3.2 Rozpoznani adukti cisplatina-DNA proteiny

Hlavni vnitrotfetézcové adukty cisplatiny jsou odstraiiovany z DNA piedevsim
nukleotidou excisni opravou, dale také opravnym mechanismem MMR. Tyto opravné
mechanismy mohou byt pfi¢inou rezistence bunék k cisplatiné (Brabec, 2002; Brabec
et al., 2017). Adukty cisplatina-DNA jsou vsak také rozpoznany fadou proteind, které
jsou velmi dulezité pro protinadorovou aktivitu cisplatiny. Jedna se napt. o opravné
enzymy, transkripéni faktory, histony a proteiny obsahujici HMG doménu (z angl.
high mobility group) (Brabec et al., 2017).

Mezi transkrip¢ni faktory patti napt. TATA-vazebny protein, ktery je nezbytny pro
iniciaci transkripce v eukaryotnich buiikkach. Tento protein se vaze na 1,2-GG adukty
(Brabec, 2002). Dal§im transkripnim faktorem, ktery se vaze na DNA modifikovanou
cisplatinou je Y-box vazajici protein, ktery se vaze na 1,2-GG, 1,2-AG a 1,3-GG
vnitrofetézcoveé adukty (Todd & Lippard, 2009).

23.21 Proteiny obsahujici HMG doménu

HMG doména je spolecny strukturni element dvou rodin proteinli vazajicich se na
DNA (Kartalou & Essigmann, 2001). Prvni rodina se sklada z proteint, které obsahuji
dvé nebo vice HMG domén — patii sem HMGB1 a HMGB2 proteiny ¢i jaderny
transkripéni faktor RNA polymerasy I (UBF) (Wozniak & Blasiak, 2002). Zajimavé
je, ze UBF se vaze na 1,2-GG adukty cisplatina-DNA s nejvétsi znamou afinitou
jakéhokoliv proteinu vici distorzim na DNA zpiisobenych platinou (Todd & Lippard,
2009). Do druhé rodiny patfi proteiny, které obsahuji jednu HMG doménu (napft.
tkanove specifické transkripni faktory) (Wozniak & Btasiak, 2002).
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HMGBI1 protein obsahuje dvé HMG domény A a B (HMGB1a a HMGBI1b), které
jsou spojeny kratkou sekvenci, ktera je bohatd na lysiny (HMGBI1 protein jesté
obsahuje , kysely ocas“ — z angl. acidic tail). Kazda doména specificky rozpoznava
1,2-GG vnitrofetézcovy adukt (nebo 1,2-AG adukt), avSak nedochézi k vazbé na
1,3-GG vnitrofetézcové adukty, monofunk¢ni adukty ani na adukty vytvorené
transplatinou. Vyssi afinitu k 1,2-GG aduktu md HMGBla doména, kterd je také
hlavni doménou, jez se vaze na misto na DNA, kde se nachazi dany vnitrotfetézcovy
adukt, zatimco HMGB1b zprostfedkovava dodatecné interakce DNA s proteinem.
HMG doména se vaze do malého zlabku DNA dvousroubovice na opa¢né misto, nez

na kterém se nachazi 1,2-GG adukt (Brabec, 2002).
2.3.3 Mechanismy zajist'ujici protinadorovou aktivitu cisplatiny

Vazba cisplatiny na DNA vyvolava poskozeni této molekuly, které vede v burice
k naruSeni nékolika bunéénych procesi vcetné replikace a transkripce. DNA
poskozena cisplatinou je bud odstranéna bunécnymi opravnymi mechanismy, nebo
dochazi k apoptoze (Todd & Lippard, 2009). Sorenson a Eastman, 1988 zjistili, ze u
leukemickych mySich buné€k doslo pii vazbé cisplatiny na DNA k zastaveni bunécného
cyklu v G2 fazi diky tomu, ze buinky nebyly schopny pifepisovat geny nutné pro
ptechod do mitézy (nedochazelo k déleni buiiky, ale syntéza DNA probihala). Toto
naznacuje, ze inhibice transkripce DNA adukty vytvorenymi cisplatinou je dulezitéjsi
slozkou cytotoxického ucinku cisplatiny nez inhibice syntézy DNA (Sorenson &
Eastman, 1988).

Mechanismy protinadorové aktivity cisplatiny vedouci nejen k inhibici transkripce,
jez jsou zminéné v této subkapitole, jsou znazornény na Obr. 12. Mezi slozky
protinadorového pusobeni cisplatiny patii napf. ,,unos“ proteind vazajicich se na
poskozenou DNA, jako jsou napf. transkripéni faktory, pry¢ zjejich normalni
vazebnych mist, coz vede k naruSeni zakladnich bunécnych procesu, kterych se tyto
faktory ucastni (napf. transkripce). Muze dale dochazet napf. k inhibici enzymu
zajistujicich RNA syntézu pfi transkripci, kdy DNA adukty vytvotené cisplatinou
mohou slouzit jako , prekazka®“ zabraniujici prodluzovani mRNA fetézce (Todd &

Lippard, 2009; Brabec et al., 2017).
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Obr. 12: Moznosti, kterymi cisplatina v nadorovych burikach ptisobi cytotoxickym ucinkem.
Tyto mechanismy mohou vést k apoptoze nadorové bunky. Obrazek upraven podle Kartalou
& Essigmann, 2001; Todd & Lippard, 2009.

Dalsim zpisobem zajistujicim protinadorovy ucinek cisplatiny je ochrana aduktt
cisplatina-DNA pred opravou bunénymi opravnymi mechanismy. Dochazi k vazbé
proteint (napt. HMGB1) na DNA poskozenou cisplatinou. Adukty cisplatina-DNA
tak pretrvavaji v buiice, coz prispiva k protinadorovému ucinku cisplatiny (Brabec et
al., 2017).

I opravny mechanismus DNA, a to konkrétné MMR, muze hrat roli v cytotoxicite
cisplatiny. Proteiny tohoto mechanismu rozpoznéavaji adukty cisplatiny na vlakné
DNA a pokousi se opravit dané poSkozeni. JelikoZ neexistuje spravna baze, ktera muaze
byt zainkorporovana na opa¢ném vlakné od vlakna, kde se nachazi cisplatina, dochazi
k cyklu oprav, ktery je vSak bezvysledny, coz muze vést k zastaveni bunécného cyklu

a/nebo k apoptoze (Kartalou & Essigmann, 2001).

2.4 Nové experimentalni slouceniny tézZkych kovu s cytostatickym

ucinkem

V mnoha laboratofich po celém svété dochazi k vyvoji novych sloucenin obsahujicich
tézké kovy, které by mohly projevovat protinadorovy ucinek a prekonat tak omezeni
jiz pouzivanych chemoterapeutik (cisplatiny a jejich derivat). Pfi navrhovani novych
sloucenin s cytostatickym ucinkem muze dojit ke zméné ligandii navazanych na
platinu, jak bylo patrné napf. u satraplatiny (viz Obr. 7). Lze zmeénit izomerii
slouCeniny (cis na trans) (analoga transplatiny popsana v praci Ramos-Lima et al.,
2006). Dale mize dojit ke zméné oxidacniho stavu slouceniny (vytvoreni platicitych
komplext — viz dale). Pro tvorbu protinadorovych komplexnich sloucenin nemusi byt

pouzita pouze platina, ale také jiny tézky kov (ruthenium, paladium, osmium, iridium
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¢i zlato). V této kapitole je konkrétn€ veénovana pozornost transplatiné a jejim
analogim, Pt(IV) cytostatikim a vybranym komplexnim sloueninam, jez obsahuji

jiny centralni atom nez platinu.
2.4.1 Transplatina a jeji analoga

Izomerem cisplatiny je transplatina, ktera neni za normalnich podminek protinadorove
aktivni. Transplatina vSak muze byt stejné cytotoxicka jako cisplatina pii pasobeni
UVA zéfeni. Bylo zji§téno, ze monofunkéni adukty transplatiny se tvori rychle, ale
jejich prechod na adukty bifunkcni je pomalejsi a méné Casty nez u cisplatiny. Pfi
pusobeni UVA zafeni dochéazi ke ztraté druhého chloridu transplatiny a tvorbé
predevsim mezifetézcovych mustkt (Heringova et al., 2006).

Ramos-Lima et al., 2006 ve své studii popsali cytotoxické ucinky analogt
transplatiny, u kterych byla jedna amminova skupina nahrazena alifatickym aminem
a druha planarnim heterocyklickym ligandem (viz Obr. 13). Na heterocyklickém
ligandu se nachéazela OH skupina, od které si autofi slibovali, ze zvysi rozpustnost
komplexti a bude 1épe interagovat s cilovou biologickou skupinou. Tyto slouceniny
vykazovaly podobny zpusob vazby na DNA jako cisplatina — doslo k tvorbé

vnitrofetézcovych mustkd (Ramos-Lima et al., 2006).
2.4.2 Pt(IV) cytostatika

Jiz od minulého stoleti je znamo, ze platicité komplexy maji protinadorové vlastnosti.
Nektera Pt(IV) cytostatika byla navrhnuta jako proléciva, ktera obsahuji bioaktivni
ligand, a ktera jsou také schopna uvolnit Pt(Il) skupinu (dojde k redukci v prostiedi
nadorovych bun¢k). Pripojeny ligand a aktivni Pt(Il) skupina zajisti dudlni letalni
pusobeni na nador. Pt(IV) cytostatika, ktera funguji na tomto principu a kterym se bude

vénovat tato subkapitola, jsou mitaplatina a etakraplatina (Johnstone et al., 2013).
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Obr. 13: Analoga transplatiny pouzita v praci Ramos-Lima et al., 2006.
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Dalsi vyznamnou Pt(IV) koordinacni sloueninou s protinadorovym ucinkem, jez
se nachazi v klinickém testovani, je satraplatina, o které bylo pojednano v kapitole 2.2.
Mezi dalsi Pt(IV) komplexy nezahrnuté do této subkapitoly, které se zkoumaji pro sviij
potencial 1é¢it nadorova onemocnéni, patii napt. oxoplatina a adamplatina (Kopacz-

Bednarska & Krol, 2022).

24.2.1 Mitaplatina

Mitaplatina (cis, cis, trans-diammindichloridobis(dichloroacetato)platicity komplex) je
komplexni sloucenina, ktera je schopna se uvnitt buriky redukovat na cisplatinu a dvé
dichloroacetatové molekuly (DCA), jak je patrné na Obr. 14. Tento komplex muze
tedy cilit jednak na jadernou DNA (cisplatina) a jednak na mitochondrie (DCA) (Xue
et al., 2012; Gabano et al., 2014).

Bylo pozorovano, ze u nadorovych bun€k probiha v intenzivni mife glykolyza,
ktera dokonce prevazuje nad oxidativni fosforylaci. Uvolnény dichloroacetat je
inhibitorem glykolyzy. Podporuje oxidativni fosforylaci nad glykolyzou tim, ze tlumi
pyruvatdehydrogenasakinasu, a tak zvySuje tok pyruvatu do mitochondrii. DCA tak
zpusobi regresi nadorového onemocnéni zvySenim senzitivity bunék k chemoterapii
diky tomu, Ze dojde k obnoveni funkce mitochondrii (a tim i mitochondrialni
apoptotické drahy). Tento mechanismus mé zanedbatelny vliv na normalni buriky.
Cytotoxicita mitaplatiny na riizné nadorové bunécné linie je srovnatelna nebo dokonce
lep$i nez u cisplatiny, zejména u nadorovych bun€k s vytvorenou rezistenci (Gabano

et al., 2014).
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Obr. 14: Znazoméni rozpadu mitaplatiny na cisplatinu a dva dichloroacetatové ligandy.
K tomuto jevu dochazi pfi intracelulami redukei v prostfedi nadorovych bunck. Obrazek
upraven podle Johnstone et al., 2013.
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24.2.2 Etakraplatina

RX:glutathion-R-transferasy (glutathiontransferasy, GSTs, EC 2.5.1.18) jsou enzymy,
které v organismu mohou plnit riizné biologické role — ochrana bunék pred oxidacnim
stresem €1 toxickymi molekulami. Tyto enzymy jsou schopny konjugovat glutathion
s velkym mnozstvi molekul (napf. karcinogend, terapeutickych 1é¢iv ¢i produkta
oxidativniho metabolismu). Konjugace vede k pfeméné na méné toxické latky. GSTs
jsou casto u nadorovych bunék nadexprimovany, coz vede ke zvySeni detoxifikace
protinadorovych 1é¢iv a tim padem k rezistenci organismu klé¢ivu. Za jednim
z mnoha mechanismu rezistence organismu k cisplatiné jsou zodpovédné i GSTs,
které mohou katalyzovat reakci glutathionu s cisplatinou (tato reakce vSak muze
probihat i neenzymaticky) (Allocati et al., 2018).

Mezi inhibitory GSTs patii napt. etakrynova kyselina (EA, [2,3-dichloro-4-(2-
methylenbutanoyl)fenoxy)]octova kyselina), ktera se v klinické praxi pouziva jako
diuretikum. Etakraplatina byla vyvinuta jako inhibitor GST P1-1, coz je konkrétni tfida
enzymu GSTs, ktera je zodpovédna za detoxifikaci xenobiotik. Nadexprese GST P1-1
je asociovana s mnoha nadorovymi onemocnénimi, proto tento protein slouzi jako
biomarker. Tato slouCenina obsahuje ve své struktute dvé EA na cis,cis, trans-
diammindichloridobiskarboxylatoplatinicité kostie (viz Obr. 15). Po vstupu do buriky
muize byt tato sloucenina redukovana a dojde k uvolnéni cisplatiny a dvou molekul EA
schopnych inhibovat GSTs. Bylo zji§téno, Ze etakraplatina je u€innéjSim inhibitorem

nez samotna EA (Parker et al., 2011).
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Obr. 15: Strukturni vzorec etakraplatiny.
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Byly také uspésné vytvoreny micely obsahujici etakraplatinu. Tyto micely byly
schopny zvysit mnozstvi 1é¢iva v misté¢ nadoru diky zvySené propustnosti, zlepSit
cytostaticky ucinek latky a zajistit nizkou toxicitu pro organismus (byly schopny obejit
nefrotoxicky ucinek cisplatiny) (Li et al., 2017). Do micely byla také enkapsulovana
mitaplatina, coz vedlo ke zlepSeni dlouhodobéjsiho ucinku tohoto 1éCiva na inhibici

rustu nadoru (Johnstone et al., 2013).

2.4.3 Vybrani zastupci potencionalnich protinadorovych

komplexnich sloucenin na bazi ruthenia a iridia

Bylo syntetizovano mnoho potencionalnich protindadorovych sloucenin, které ve své
struktufe obsahuji napf. osmium, ruthenium, iridium, paladium, rhodium, méd ¢i
zlato, tedy jiny kov nez platinu. Prvni ¢ast této subkapitoly je vénovana jednomu
z mnoha zastupcti Ru komplexti — fotoaktivnimu TLD1433. Mezi dalsi vyznamnou
skupinu sloucenin obsahujicich Ru, o kterych vSak v této subkapitole nebude
pojednano, patti napt. polosendvi¢ové komplexy, které vykazuji slibné protinadorové
ucinky (Bashir et al., 2023). Ve druhé ¢asti je pojednano o Ir(Ill) komplexech, které
tvori velkou skupinu rozmanitych latek s potencionalnim vyuzitim pro 1écbu nadora.
Na Obr. 16 jsou znazornény vSechny komplexni slouceniny, o kterych je zminka v této

subkapitole.
2431 Ru(II) komplex — TLLD1433

TLD1433 je Ru(Il) polypyridylovy komplex, ktery se vyuziva v rdmci fotodynamické
terapie jako fotosensitizér (PS) (Monro et al., 2019). Momentalné se tato latka nachazi
ve fazi II klinického testovani pro 1écbu karcinomu mocového méchyte
(https://clinicaltrials.gov/).

Fotodynamicka terapie neboli terapie svétlem specificky zptsob 1écby nadorovych
onemocnéni, ktery je zalozen na reakci mezi PS (svétlem aktivovanou molekulou),
svétlem a molekularnim kyslikem. Dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku, které
mohou zpusobit poskozeni bunék. Ma dvé faze — vpraveni PS (nebo prekurzoru PS)
do organismu a expozice konkrétni Casti organismu svétlem, coz vede k lokalnimu
poskozeni tkan€. Dochazi k vyznamné redukci vedlejsich ucinkt, nebot’ PS, pokud

neni vystaven pfimému svétlu, je neSkodny (van Straten et al., 2017).
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24.3.2 Ir(IIT) komplexy

Polosendvicové Ir(Il) komplexni slouceniny obsahuji vétSinou ve své struktuie
cyklopentadienylovou (Cp) skupinu nebo jeji derivat. Cp skupina je silnym donor
elektrond a zpasobuje rychlejsi vymeénu ligandi a rychlejsi hydrolyzu po vstupu do
bunky, coz vede ke zvySeni protinadorové aktivity (Ajay et al., 2020).

Dale byly syntetizovany cyklometalované Ir(III) komplexy obsahujici napf.
dipyridofenazinové ligandy, u kterych bylo zji§téno, Ze se prednostné akumuluji
v mitochondriich. Tyto komplexy jsou schopny poskozovat mitochondrialni DNA, coz
vede k poSkozeni funkce mitochondrii a vyvolani apoptotické bunééné smrti. Cileni
na mitochondrialni DNA je efektivni protinadorovou strategii, ktera mize pomoci
prekonat rezistenci organismu k cisplatin€, nebot” tato rezistence je ¢asto vyvolana
jadernymi opravnymi mechanismy DNA, kterymi v§ak mitochondrie nedisponuji (Cao

et al., 2019).

2Cr

\ 7/ \ 7
Z\/Z

Obr. 16: Strukturni vzorec komplexu TLD1433 (A), obecna struktura polosendvicové Ir(11T)
komplexni slouc¢eniny obsahujici cyklopentadienylovou skupinu (B) a pfiklad struktumiho
vzorce cyklometalované Ir(IIl) komplexni slouceniny obsahujici dipyridofenazinovy ligand

©.
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2.4.4 Komplex obsahujici platinu pouzity v experimentalni casti

diplomové prace

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byl vybran komplex, jehoz struktura je
znazornéna na Obr. 17. Obecny vzorec komplexu je [(1,3-diethylbenzimidazol-2-
yliden)(Ph3P)(Cl)2]Pt, kde Ph3P = trifenylfosfin. V nasledujicim textu bude oznacovan
jako komplex 9b. Tento komplex byl poprvé studovan v praci Rehm et al., 2018, ve
které se autoti zabyvali 11 komplexy obsahujici N-heterocyklické karbeny.

U vsech komplext studovali autofi jejich cytotoxicitu, zavislost cytotoxického
ucinku na proteinu p53 (mechanismus t¢inku komplexu 9b by mél byt na proteinu p53
zavisly) a vstup komplexu do bunék. Buiky nadorové linie karcinomu tlustého stfeva
HCT116 byly inkubovany 5 h s komplexem 9b o koncentraci 8 pmol:1" — mnozstvi
platiny nalezené v buiikdch bylo 245 + 18 pmol Pt/10° bunék.

Cytotoxicita komplexu 9b byla v této publikaci studovana na 7 nadorovych liniich,
kde proti vétSin€ z nich vykazoval znacnou aktivitu. Byl u€innéjsi nez cisplatina 1 u
multirezistentni nadorové linie karcinomu prsu MCF-7, coz naznacuje, Ze neni
rozeznavan proteinem — efluxnim transportérem oznacenym BCRP (z angl. breast
cancer resistence protein), ktery je u této linie nadexprimovan.

U vybranych komplex byly v tomto ¢lanku studovany interakce s DNA. Pro
komplex 9b vsak byly provedeny pouze dva experimenty zjiStujici, jakym zptisobem
interaguje s DNA, a to méfeni poklesu fluorescence ethidium bromidu (EtBr) a
elektroforetické méfeni posunu mobility (EMSA). Komplex 9b nevyvolal pokles
fluorescence EtBr (nedoslo k nahrazeni EtBr z jeho vazebnych mist na molekule DNA
komplexem). Pii experimentu EMSA vsak vyvolal posun fragmentu pii koncentraci
25 umol-1"!. U vybranych komplexti autofi provedli dalsi experimenty, diky kterym
zjistili blizs§i informace o jejich interakci s DNA (rychlost vazby na DNA, méfeni
teploty tani, fluorescence terbitych iontd, rozvijeni DNA ¢i mnoZzstvi mezifetézcovych
miustk() — pro komplex 9b tyto experimenty vykonany nebyly, proto se experimentim

studujicim vazbu komplexu 9b na DNA vénuje experimentalni ¢ast diplomové prace.
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Obr. 17: Strukturni vzorec komplexu 9b. PPh; = trifenylfosfin
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Biologicky material

e Bunécna lidska nadorova linie triple negativniho karcinomu prsu MDA-MB-
231: Bunky byly poskytnuty Mgr. Karlem Souckem, Ph.D. z Biofyzikélniho
Gstavu Akademie véd CR v Brng.

e Teleci thymova DNA (Sigma-Aldrich, CR) o zasobni koncentraci 210 pg'ml-!
(6,56:10"* mol‘1"! nukleotidovych bazi).

3.2 Chemikalie

e Agarosa (Serva, SRN)

e Antibiotika: penicilin a streptomycin (Sigma-Aldrich, CR)

e Deionizovana voda (dH20)

e Dihydrogenfosforenan draselny (Sigma-Aldrich, CR)

e Dimethylformamid (DMF, Serva, SRN)

e Dimethylsulfoxid (DMSO, Penta, CR)

e Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, CR)

e DNA Loading buffer 6x (nanaseci pufr, New England Biolabs, USA)
e DNA Topoisomerasa I (Promega, USA)

e DNA Topoisomerasa I Buffer 10x (TaKaRa Bio, Japonsko)

e DNAzol — genomic DNA isolation reagent (Molecular Research Center, USA)
e Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich, CR)

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Serana, SRN)

e FE. coli RNA polymerasa holoenzym (New England Biolabs, USA)
e Ethanol (Penta, CR)

e Ethidium bromid (Serva, SRN)

e Fetalni hovézi sérum (FBS, Biosera, Francie)

e Hydrogenfosfore¢nan disodny (Sigma-Aldrich, CR)

e Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, CR)

e Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, CR)

e Chlorid hofe¢naty (Sigma-Aldrich, CR)

e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, CR)
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e Chloristan sodny (Sigma-Aldrich, CR)

e Chlorid terbity (TbCl3-xH20, Wako Pure Chemical industries, Japonsko)

e Kyselina borita (Serva, SRN)

e Kyselina chlorovodikova (Penta, CR)

e Kyselina octova (Sigma-Aldrich, CR)

e MTT — 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko)

e Neesencialni aminokyseliny — bez L-glutaminu (Sigma-Aldrich, CR)

e pBR322 Vector (New England Biolabs, USA)

e Platinum Atomic Absorption Spectrometry Standard Solution (Sigma-Aldrich,
CR)

e pUCI19 Vector (New England Biolabs, USA)

e Ribonukleotidy — ATP, CTP, GTP (New England Biolabs, USA)

e Sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, Sigma-Aldrich, CR)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, Sigma-Aldrich, CR)

e Trypanova modi (Sigma-Aldrich, CR)

e Trypsin/kyselina ethylendiamintetraoctova (trypsin/EDTA, Sigma-Aldrich,
CR)

e Uridin-5’-trifosfat-y-(sulfo-1-naftyl)amid (UTP-y-AmNS, Jena Bioscience,
SRN)

3.3 Pristroje, software a dalsi pomiucky

e AIDA Image Analyzer software (AIDA Imaging, USA)

e Agilent 7500 ICP-MS spectrometer (Agilent, Japonsko)

e Analytické vahy HM-200 (A&D, Japonsko)

e Automaticka pocitacka bunek TC-20 (Bio-Rad, USA)

e (Cary 4000 UV-ViS Spectrophotometer (Agilent, Japonsko)

e Centrifuga Sigma 3-18 K (Sigma, SRN)

e (Circular dichroism spectropolarimeter JASCO J-720 (JASCO, Japonsko)
e GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software, USA)

e Flowbox SafeFAST Classic 212 (Faster, Italie)

e Inkubator MCO-18ACUV-PE (Panasonic, Japonsko)
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e Elektroforeticka vana Mini-Sub Cell GT Systems (Bio-Rad, USA)

e Elektroforeticka vana Sub-Cell GT Cell (Bio-Rad, USA)

e Kultivacni nadoba T-75, centrifugacni kyvety, 96ti jamkova desticka (TPP,
Svycarsko)

e Magneticka michacka IKA RCT basic (Merck, SRN)

e Mikroskop NIB-100 (MIKRO, CR)

e Multifunk&ni modularni reader SPARK (Schoeller, CR)

e pH metr (Boeco, SRN)

e Piedvazky (Boeco, SRN)

e Spectra por dialyza¢ni membrana MWCO 6-8 kDa (Carl Roth, SRN)

e Spektrofotometr Beckmann DU-7400 (Beckman, USA)

e Systém pro vyrobu dH>O Smart2Pure (ThermoFisher Scientific™, USA)

e Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, USA)

e Transluminator Gel Logic 112 (Kodak, USA)

e Trepacka Universal Orbital Shaker OS-20 (Boeco, SRN)

e Varian AA280Z Zeeman Atomic Absorption Spectrometer (Varian, USA)

e Varian Cary Eclipse spectrofluorometer (Varian, USA)

e Vodni lazent SB-12L shaking water bath (Benchmark Scientific, USA)

e Vortex V-1 Plus (Biosan, USA)

e Zdroj Enduro (Labnet, USA)

e Zdroj PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

3.4 Pouzité komplexni slouceniny

Pro experimenty byla pouzita cisplatina a komplex [(1,3-diethylbenzimidazol-2-
yliden)(Ph3P)(CI)2]Pt (9b), kde PhsP = trifenylfosfin (viz Obr. 17). Komplex 9b byl
syntetizovan tymem prof. Rainera Schoberta z Univerzity Bayreuth v Némecku.

Cisplatina byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich (CR).

Koncentrace zasobnich roztoka:
e Pro testy antiproliferativni aktivity a platinace DNA: Zasobni roztok
komplexu 9b mél koncentraci 1,1 mmoll! a tato latka byla rozpusténa

v roztoku, ktery obsahoval 20 % (v/v) deionizované vody a 80 % (v/v) DMF.
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Zasobni roztok cisplating mél koncentraci 50 mmol-l! a cisplatina byla
rozpusténa v DMF.
e Pro ostatni experimenty: Zasobni roztok komplexu 9b i cisplatiny mél

koncentraci 0,8 mmol-1"!. Oba roztoky byly rozpustény v deionizované vods.
3.5 Priprava roztoku a kultivacniho média

e 0,5% (w/v) roztok MTT:

o 0,5 g MTT bylo rozpusténo ve 100 ml PBS (fosfatovy puft, z angl.
phosphate buffered saline) 1x (nesterilni). Nasledné byl roztok sterilné
prefiltrovan.

e Kultivacni médium DMEM:

o Ptipraveno pfidanim 10% (w/v) teplem inaktivovaného FBS
(sterilizace pomoci injekéni stfikacky a filtru obsahujiciho pory
o velikosti 0,2 pm), antibiotik (streptomycin o koncentraci 10 pg-ml!
apenicilin o koncentraci 10 Uml!) al% (v/v) neesencialni
aminokyseliny.

e Zasobni roztok fosfatového pufru PBS 10x o pH 7,4:

o Obsahuje 150 mmol1"! roztok chloridu sodného, 2 mmoll™! roztok
chloridu draselného, 10 mmol-1! roztok hydrogenfosfore¢nanu
disodného a 2 mmol 1! roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného. pH
7,4 bylo dosazeno pomoci 5 mmol‘1"! roztoku hydroxidu sodného.

e Zasobni roztok TAE (Tris-acetate-EDTA) pufru 50x o pH 8,0:

o Obsahuje 2 molI"!' roztok tris(hydroxymethyl)aminomethanu (trisu),

1 mol-1"! roztok kyseliny octové a 50 mmol1'! roztok EDTA.
e Zasobni roztok TBE (Tris-borate-EDTA) pufru 5x o pH 8,3:

o Obsahuje 450 mmolI"! roztok trisu, 450 mmol-1" roztok kyseliny borité
a 10 mmol‘l"! roztok EDTA. pH bylo upraveno pomoci 50 mmol-l*!
roztoku hydroxidu sodného.

e Alkalicky puft:
o Obsahuje 30 mmol‘l"! roztok NaOH a 1 mmol‘l1"! EDTA o pH 8.
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3.6 Metody

3.6.1 Kultivace nadorovych bunék

Pro testovani antiproliferativni aktivity (cytotoxicity) bylo potfeba v ramci
Experimentalni ¢asti diplomové prace kultivovat buriky. Buiikky nadorové linie triple
negativniho karcinomu prsu (MDA-MB-231) byly nejprve rozmrazeny dle
standardniho protokolu. Dale byly kultivovany v kultivacnim médiu DMEM
v inkubatoru pii 37 °C. Pasaz bunék prob&hla dvakrat tydné.

Pfi pasazovani bunék bylo asepticky pracovano ve flowboxu. Nejprve bylo
odpipetovano médium DMEM z kultivacni nadoby. Nasledné byly buiiky promyty
pomoci 5 ml 1x PBS a byl k nim pfidan 1 ml trypsin/EDTA (sklizeni tzv. trypsinizaci),
aby doslo k jejich uvolnéni ze stény nadoby. Buiiky byly umistény na pfiblizn€ 2 min
do inkubatoru (37 °C). Poté k nim bylo pfidano kultivacni médium a buiky byly
preneseny do nové kultivacni nadoby. Rust bunék byl kontrolovan pomoci
mikroskopu.

Pro nasledny test antiproliferativni aktivity bylo potfeba burtiky spocitat. Ke zjisténi
viability a poCtu bunék v 1 ml kultiva¢niho média byla pouzita automaticka pocitacka
bunék. Buriky byly obarveny pomoci trypanové modri, ktera se akumuluje v mrtvych
buiikach, jez maji narugenou membranu. Zivé buiiky jsou schopné toto barvivo aktivné
odcerpavat, proto se v zivych builkach nekoncentruje (Chan et al., 2020). Na podlozni
sklicko se aplikovala smés, kterd obsahovala médium s butikami a trypanovou modft

(byla smichana v poméru 1:1 — 10 pl trypanové modii a 10 pl média s buiikami).
3.6.2 Test antiproliferativni aktivity

Pro zkouméni cytotoxicity bunek byl proveden MTT test (Mosmann, 1983).
Mechanismus uc¢inku zahrnuje NAD(P)H-dependentni bunécny oxidoreduktasovy
enzym, ktery preménuje zluty MTT na nerozpustny modry formazan, ktery muze byt
rozpustén v DMSO (Bahuguna et al., 2017).

Buitky MDA-MB-231 byly nasazeny na 96ti jamkovou desticku (10* bun&k/jamka
- ve 100 pl kultiva¢niho média) a byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 h. Poté byly
buriky osetfeny komplexy o riznych koncentracich a byly ponechany v inkubatoru
dalgich 72 h. Finalni koncentrace komplexi byly v rozmezi 0-100 umol-1"! ve 200 pl

média/jamka a koncentrace DMF v médiu neptekrocila 0,1 % (v/v), proto DMF
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nemeélo vliv na rist bunék. Po 72 h bylo do kazdé jamky pfidano 10 pl roztoku MTT
(5 mg'ml™). 96ti jamkova desticka byla ponechana v inkubatoru po dobu 4 h. Poté
bylo médium odstranéno a formazanovy produkt byl rozpustén ve 100 ul DMSO na
jamku. 96t jamkova desticka byla ponechéna 10 min na tfepacce, aby doslo k uplnému
rozpusteni.

Viabilita bunék byla vyhodnocena méfenim absorbance pii 570 nm (referecni
vlnova délka 630 nm) za pomoci multifunkéniho modularniho readeru SPARK.
Vyhodnoceni MTT testu bylo provedeno za pomoci programu GraphPad Prism 8. ICso
hodnoty pro cisplatinu a komplex 9b byly odecteny z graft zavislosti % zivych MDA-

MB-231 na koncentraci komplexu.

3.6.3 Platinace DNA v bunkach

Buitky MDA-MB-231 byly nasazeny na $est 100 mm Petriho misek (2,5-10° bunék)
apo 48 h inkubace byly oSetieny testovanymi komplexy o koncentraci 5 pmol1™!
(2 Petriho misky byly ponechany jako kontroly a nebyly oSetfeny komplexem). Po
24 h byly buriky sklizeny trypsinizaci a promyty pomoci 1x PBS pufru.

Kyvety obsahujici kultivani médium, PBS a buiiky byly centrifugovany 10 min
pfi 2500 RPM. Nasledné byl supernatant odstranén a pelet obsahujici buiky byl
resuspendovan v5 ml PBS a nasledné centrifugovan za stejnych podminek jako
v predchozim kroku. PBS bylo odstranéno a pelet byl uchovavan v mrazaku po dobu
24 h.

Lyze bunék MDA-MB-231 byla provedena pomoci DNAzolu, ktery slouzi
k izolaci genomické DNA ze vzorku. Jeho ulinek je zalozen na pouziti guanidin-
detergentniho lyzujiciho roztoku, ktery hydrolyzuje RNA a umoziuje selektivni
precipitaci DNA ze vzorku. DNA byla precipitovana pomoci ethanolu (400 pl),
ususSena a resuspendovana v deionizované vode (500 ul). Koncentrace DNA ve vzorku
byla stanovena pomoci UV/ViS spektrofotometrie a koncentrace Pt byla urcena
pomoci méfeni na ICP-MS. Vzorky pro meéfeni na ICP-MS byly pfed méfenim

natedény 27,3krat v 5% HCL.
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3.6.4 Rychlost vazby komplexu na DNA zteleciho thymu

v bezbunécném prostiedi

Pro sledovani kinetiky vazby komplexu 9b na DNA byla teleci thymova DNA (ttDNA)
o koncentraci 32 pg'ml”! (1:10* mol-I"!, koncentrace je uvedena jako koncentrace
nukleotidil) inkubovana s komplexem 9b pfi ri=0,1 v 10 mmol-I"' NaClOs pii 37 °C.
1 vyjadiuje podil latkového mnozstvi volného Pt komplexu (np) a latkového mnozstvi
nukleotidovych bazi (npna) na zacatku inkubace (1). V nasledujicim textu bude
vyuzivan symbol b, ktery vyjadiuje pocet molekul platiny, které jsou skutecné

navazany na nukleotidovou bazi (Suchankova et al., 2009).

n
= —— (1)
L

NpNA

Nasledné byly odebirany v rtiznych cCasovych intervalech alikvoty (200 ul)
z ptipraveného zasobniho roztoku do mikrozkumavky, ktera obsahovala NaCl
o koncentraci 10 mmol‘l"!. Prvni odbér byl proveden po inkubaci 35 min, posledni
odbér po inkubaci 24 h. Jednotlivé odebrané alikvoty byly uchovavany v lednici.

Poté byla u vzorki provedena dialyza v destilované vod€, aby se odstranil
nenavazany komplex zreakéni smési. Dialyza probihala 3 h a vzdy po 1 h byla
vyménéna destilovana voda v nadobé.

Koncentrace DNA ve vzorku byla stanovena pomoci UV/ViS spektrometrie.
Koncentrace platiny ve vzorku byla ur€ena pomoci atomové absorpcni spektrometrie

(AAS) — vzorky byly pro méteni nafedény 10krat v 5% HCI.
3.6.5 Priprava vzorki pro experimenty s DNA z teleciho thymu

Pro experimenty v subkapitolach 3.6.6,3.6.7 a 3.6.8 (méfeni teploty tini DNA, méteni
fluorescence Tb** iontli a méfeni spekter cirkularniho dichroismu) byly pouZity stejné
vzorky, které byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. Teleci thymova DNA o
vysledné koncentraci 31,25 pg-ml™ (9,8:10° mol-I"! nukleotidovych bazi) byla pro
tento experiment modifikovana komplexem 9b a cisplatinou na nasledujici rv: 0,02;
0,05; 0,07; 0,10 a rozpusténa v 10 mmol‘1"! NaClOs. Inkubace vzorkd probihala 24 h
pti 37 °C. Kontrola obsahovala pouze ttDNA o koncentraci 31,25 pgrml™! a NaClOx4

o koncentraci 10 mmol-1™".
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3.6.6 Méreni teploty tani DNA

Pro tento experiment byly pfipraveny vzorky tak, jak je uvedeno v subkapitole 3.6.5.
Kftivky teplot tani byly zaznamenany méfenim absorbance pti 260 nm pomoci UV/ViS
spektrofotometru Cary 4000, ve kterém se postupné zvySovala teplota rychlosti
0,4 °C/1 min. Do spektrofotometru byly umistény jednotlivé vzorky v kiemennych
kyvetach o optické draze 1 cm. Koncentrace DNA v méfenych vzorcich byla
10 pg'ml ™! (3,0-10°° mol-1"Y) v 10 mmol-1"! NaClO4 . Ziskany soubor jednotlivych bodii
byl v programu GraphPad Prism 8 prolozen funkci — Boltzmannovou sigmoidou,
u které byla provedena 1. derivace. Maximum na derivované kfivce se oznacuje jako

teplota tani tm. Teplota tani odpovida inflexnimu bodu na dané ktivce.
3.6.7 Méreni fluorescence Th** ionth

Pro tento experiment byly pouzity vzorky, které byly ptipraveny tak, jak je uvedeno
v subkapitole 3.6.5. Vysledna koncentrace ttDNA v jednotlivych vzorcich byla
8 ug'ml? (2,5:10° moll!). Finalni koncentrace Tb>* iontli ve vzorcich byla
dvojnasobna oproti koncentraci DNA, tedy 5-10°> mol-1". Vzorky byly rozpustény
v prostfedi 20 mmol‘lI" Tris-HCI pufru o pH 7,4. Inkubace probihala 60 min pii
pokojové teploté ve tmé. Intenzita fluorescence byla méfena pomoci pfistroje Varian
Cary Eclipse spectrofluorometer za pouziti kyvety o optické draze 0,5 cm. Excitacni

vlnova délka byla 290 nm a emisni vinova délka 546 nm.
3.6.8 Méreni spekter cirkularniho dichroismu

Spektra cirkularniho dichroismus (CD) byla méfena pomoci JASCO J-720
spektropolarimetru. Pro tento experiment byly pfipraveny vzorky obsahujici ttDNA
o koncentraci 31,25 pg-ml™!, jez byla modifikovana komplexem (9b, cisplatinou) na
riizna 1, jak je uvedeno v subkapitole 3.6.5. Jako blank byl pouzit 10 mmol-1"! NaClO..
Tloustka kyvety pouzité pro méfeni byla 1 cm. CD spektra byla méfena v rozsahu

vinovych délek 220-400 nm po 0,5 nm pfirtstcich rychlosti 200 nm/min.
3.6.9 Rozvijeni plasmidové DNA

Pro stanoveni rozvijeni DNA byla provedena agarosova elektroforéza v nativnim

prostfedi. Vzorky obsahujici 0,5 pg plasmidové DNA pUCI19 modifikované
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komplexem 9b a cisplatinou na riizna r, byly pfipraveny v prostfedi 10 mmol1'!
NaClO4 a inkubovany 24 h pii 37 °C.

Nasledné byl pfipraven 1% (w/v) agarosovy gel v 1x TAE pufru. Ke vzorkim byl
po inkubaci pfidan nanéSeci pufr, jehoz objem byl vypocitan jako 1/6 vzorku, a TAE
pufr, jehoz objem byl vypocitan jako 1/50 vzorku. Po naneseni na gel elektroforéza
probihala 5-6 h pii konstantnim napéti 30-34 V. Agarosovy gel byl nasledné ponoten
na 30 min do roztoku obsahujiciho 250 pg ethidium bromidu (EtBr) v 1x TAE pufru
pro zviditelnéni jednotlivych fragmentl (barveni probihalo ve tmé). Jednotlivé
prouzky na gelu byly vizualizovany UV zarenim pomoci piistroje Gel Logic 112.

Cilem tohoto experimentu je zjistit thel rozvinuti plasmidové DNA. Tento uhel byl
vypocitan pomoci vzorce (2).

180
rp(c)

q’):_

kde ¢ je uhel rozvinuti, ¢ je superhelikalni hustota a 1, (c) je hodnota ry, pii které

2)

dochazi ke komigraci superhelikalni formy (SC forma) a relaxované formy (nicked
relaxed form, open circular form, OC forma) plasmidové DNA (Keck & Lippard,
1992).

3.6.10 Stanoveni mnoZzstvi meziretézcovych mustku

Pro stanoveni mnozstvi mezifetézcovych mustkt (ICL) byla provedena agarosova
elektroforéza v alkalickém prostredi. Nejprve byly jednotlivé vzorky obsahujici 0,5 ug
linearizovaného plasmidu pUC19 (linearizovan restrikéni endonukleasou EcoRI)
modifikovany cisplatinou a komplexem 9b na nasleduyjici rv: 0,0005; 0,001; 0,0015
v prostiedi 10 mmol‘1"! NaClOs a inkubovany 24 h pii 37 °C.

Pro agarosovou elektroforézu byl pfipraven 1% agarosovy gel v deionizované vode¢.
K rozvafené agarose pii piiblizn€ 60 °C byl pfidan NaCl o vysledné koncentraci
30 mmol‘I"' a EDTA (pH 8) o vysledné koncentraci 1 mmol-1". Gel byl ponechan pres
noc ponoteny v alkalickém pufru.

Po inkubaci bylo k jednotlivym vzorkdm ptidano 1,2 ul 1 mol:I"! NaOH. Po 10 min
inkubace za laboratorni teploty byly vzorky na 5 min zahtaty na 65 °C a poté prudce
ochlazeny na ledu. Nasledn¢ byl ke vzorkim pfidan nanaseci pufr, jehoz vysledny
objem byl vypocitan jako 1/6 vzorku. Vzorky byly naneseny na gel a elektroforéza
probihala 4 h pifi konstantnim napéti 35 V za alkalickych podminek (alkalicky

agarosovy gel ponofeny v alkalickém pufru). Po skonceni elektroforézy byl gel
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ponofen do Ix TBE pufru na 30 min (neutralizace) a po oplachnuti byl nasledné
ponofen do roztoku obsahujictho 250 pg EtBr (opét na 30 min) v Ix TAE pufru.
Fragmenty na gelu odpovidajici jednovlaknové DNA a DNA s mezifetézcovymi
miustky byly vizualizovany diky EtBr pomoci pfistroje Gel Logic 112 a jejich intenzita
byla kvantifikovana pomoci softwaru AIDA image analyzer.

Frekvence mezifetézcovych mustkl: %ICL/Pt (mnozstvi mezifetézcovych mustka

na adukt) byla vypocitana podle vzorce (3).
—1n(4)
N1

% ICL/Pt =

3)

kde A je relativni intenzita prouzku, ktery odpovida jednovlaknové DNA, N je pocet
nukleotidovych bazi v DNA molekule a 1y je stuperi modifikace (Prokop et al., 2004).

3.6.11 Vliv komplexu na enzym DNA topoisomerasa I

Pro stanoveni vlivu komplexu 9b a cisplatiny na rozvijeni plasmidu pUC19 enzymem
DNA topoisomerasou I (DNA topoisomerasa I, topol, EC 5.6.2.1) byla pouzita
agarosovd  elektroforéza v nativnim  prostfedi.  Plasmid  pUCI19 byl
modifikovan cisplatinou a komplexem 9b na rp, = 0,02 a inkubovéan pii 37 °C po dobu
24 h v prostiedi 10 mmol‘1"! NaClOsa.

Kazda reak¢ni smés (kontrolni — bez komplexu, smés obsahujici cisplatinu nebo
komplex 9b) obsahovala 3 pg plasmidu pUC19 v 60 pul 1x reakéniho pufru (DNA
Topoisomerase I Buffer). Do kazdé smeési byla pfidana DNA topoisomerasa I
o enzymové aktivit¢ 2 U-ul ' (1 pl 5x zfedéného komeréniho enzymu o aktivité
10 U-pl ). Jednotlivé smési byly inkubovany pii 37 °C a v ¢asovych intervalech 3, 6,
15, 25, 35, 45 a 55 min byly odebirany alikvoty o objemu 8 ul do mikrozkumavky
obsahujici 1 ul 5% SDS (zastaveni reakce). Jednotlivé vzorky byly ukladany v lednici.
Kontrolni vzorky (¢as O min — bez enzymu) byly pfipraveny zvlast (kazdy vzorek
obsahoval 0,5 pg plasmidu pUC19 modifikovaného nebo nemodifikovaného
komplexem v 1x TAE pufru).

Nasledné byl k jednotlivym vzorkiim pfidan nanaseci pufr (1/6 objemu vzorku)
a vzorky byly naneseny na 1% (w/v) agarosovy gel v 1x TAE pufru. Elektroforéza
probihala pii konstantnim napéti 35 V cca 4,5 h. Gel byl nasledné 20 min barven ve
tme v roztoku obsahujicim 250 pg EtBr v 1x TAE pufru. Finalni vizualizace fragmenta
byla provedena diky UV zareni pomoci pfistroje Gel Logic 112 a jejich intenzita byla

kvantifikovana za pomoci softwaru AIDA image analyzer.
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3.6.12 Vliv komplexu na enzym RNA polymerasa

Pro stanoveni vlivu komplexu na transkripci DNA byla pouzita bakterialni
nukleosidtrifosfat: RNA  nukleotidyltransferasa (DNA dependentni) (RNA
polymerasa, EC 2.7.7.6). Tento experiment byl proveden za pomoci cirkularni
plasmidové DNA pBR322 jako templatu o koncentraci 0,96 pg/100 pl. Transkripce
probihala ve 100 pl reakéni smési, ktera obsahovala smés ribonukleotidu, a to
konkrétné 0,1 mmolI"! ATP (adenosintrifosfat), 0,1 mmol:1"" CTP (cytidintrifosfat)
a 0,1 mmol-I"" GTP (guanosintrifosfat), ddle 2 mmol1" dithiotreitol, 0,01 mmol-I"!
uridin-5’-trifosfat-y-(sulfo-1-naftyl)amid (UTP-y-AmNS, viz Obr. 18) a reak¢ni puft,
jehoz slozeni bylo 10 mmol:1" Tris-HCI o pH 7,6; 100 mmol-I"'! KCl a 5 mmol-1'!
MgCl. Kontrolni smés dale obsahovala plasmidovou DNA bez komplexu, reakcni
smeés s komplexem obsahovala plasmid modifikovany cisplatinou nebo komplexem
9b na r, = 0,0015 (plasmid s komplexem byl inkubovéan 24 h pii 37 °C v prostredi
10 mmol‘l"! NaClO4). Nasledné& byly do reakéni smési tésné pied méfenim piidany 2 l
komeré&niho enzymu RNA polymerasy o aktivité 1000 U-ml.

Vznikajici transkripéni produkty byly meéfeny za pomoci multifunkéniho
modularniho readeru SPARK. Stépné produkty polymerace RNA byly detekovany
meéfenim intenzity fluorescence pii vinové délce 465 nm. Excitacni vinova délka byla
nastavena na 330 nm. Intenzita fluorescence byla zméfena ihned po pfidani enzymu

v Case 0 min a nasledné€ ve zvolenych ¢asovych intervalech (po 5-10 min).

)

/
/’,,
\

HO OH

Obr. 18: Strukturni vzorec uridin-5-trifosfat-y-(sulfo- 1-naftyl)amidu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Test antiproliferativni aktivity

Pfi testovani antiproliferativni aktivity bylo zjisténo, ze ICso (hodnota koncentrace
komplexu, pfi které je déleni bunck inhibovano z50 %) pro cisplatinu je
16,95 + 3,33 umol‘l"!, zatimco pro komplex 9b je 3,05 + 0,10 umoll, z ¢ehoz
vyplyva, ze testovany komplex 9b je viici burikam triple negativniho karcinomu prsu
5,6krat ucinn€jsi nez cisplatina. Hodnota ICso byla odectena z grafu zavislosti %
zivych bunék MDA-MB-231 na koncentraci komplexu (viz Obr. 19).

Nizka hodnota cytotoxicity u bunek MDA-MB-231 je velmi potéSujici, protoze
tento typ nadoru prsu je velmi tézké vylécit. Jeho buiiky nemaji receptory pro estrogen,
progesteron ani pro lidsky ristovy faktor (HER2), na které je obvykle cilena 1écba

(https://www.cdc.gov/cancer/breast/triple-negative.htm).

g 100- 8- cisPt
N
) 2 9b
m
El 80_ .
<
0O 60—
=
S 40-
>
2
‘N 20—
X [
0 1 1 1 | |

1
0.0625 0.25 1 4 16 64 256

koncentrace komplexu (1M)

Obr. 19: Graf zavislosti % Zivych bunék MDA-MB-231 na koncentraci komplexu (v umol-17),
ze kterého byly odecteny hodnoty ICso. Hodnoty SD byly vypocitany ze 3 meéfeni pro
cisplatinu a ze 2 méfeni pro komplex 9b. Graf byl vytvoren v programu GraphPad Prism 8.
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4.2 Platinace DNA v bunkach

Cilem diplomové prace je 1épe prozkoumat, jakym zpusobem komplex 9b interaguje
s DNA. Proto bylo nejprve nutné zjistit, jestli komplex do bunek pronika a jestli se
v nich vibec na DNA vaze. Byl proveden experiment, jehoz tiCelem bylo zjistit
platinaci DNA u bun¢k vystavenych Pt komplexu, tedy kolik pg platiny se navazalo
na 1 ug DNA.

Vzorky DNA izolované z bunék byly rozpustény ve vodé a poté byl stanoven jejich
objem. Objem vzorku kontroly byl 425 pl, cisplatiny 420 pl a komplexu 9b v 387 pl.
Koncentrace DNA ve vzorcich byla stanovena spektrofotometricky. Cast vzorkd byla
odebrana a pro spektrofotometrické méfeni 20x ziedéna vodou. Z takto urCené
koncentrace a objemu bylo vypocitano mnozstvi vyizolované DNA. V Tab. 2 jsou
uvedeny hodnoty absorbance zmétené pomoci UV/ViS spektrofotometru pfi 260 nm,
280 nm a 350 nm a mnozstvi DNA ve vzorku.

Nasledné bylo také provedeno méfeni pomoci ICP-MS pro zjisténi koncentrace
platiny v kazdém vzorku. V Tab. 3 je uvedeno mnozstvi platiny ve vzorku (objem
vzorku byl 3 ml). Toto mnozstvi bylo vztazeno na mnozstvi DNA. Z Tab. 3 vyplyva,
ze urité mnozstvi platiny se nachazelo také ve vzorku kontroly, kterd vSak danym
komplexem nebyla oSetfena. Toto mnozstvi je vSak velmi malé, naméfena hodnota se
nachazi na limitu detekce pouzité metody a prilis se nelisi od hodnoty stanovené pro
blank (5% HCI).

Z Tab. 3 je patrné, ze po inkubaci bunék s komplexem 9b se v 1 ug DNA nachazi
42,13 pg platiny, zatimco v pfipadé cisplatiny se v 1 pg vzorku DNA nachazi méné:
27,10 pg Pt. Zvysledku jednoznacné vyplyva, ze v biologicky relevantnich
podminkach komplex 9b ucinné pronikd do bunék a vaze se na jadernou DNA. Lze
tvrdit, ze moznym mechanismem ucinku zpusobujicim cytotoxicitu tohoto komplexu
je vazba na DNA, ktera bude dale zkoumana.

Je vSak nutné zminit, Ze komplex 9b 1 cisplatina obsahuji ve své struktuie jeden
atom platiny. Pomoci ICP-MS byla namétena pouze koncentrace daného kovu — tuto
koncentraci nelze s jistotou piepocitat na mnozstvi celého Pt komplexu, protoze neni

jisté, zda se na DNA vaze komplex cely nebo jeho cast.
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Tab. 2: Hodnoty absorbanci a hodnoty vypocitaného mnozstvi DNA v jednotlivych vzorcich.

Vzorek Ao Aago Asso Mnoz[s :;(;1] DNA
Kontrola 0,7119 0,3317 0,0055 300,22
Cisplatina 0,6746 0,2879 0,0084 279,80
Komplex 9b 0,6538 0,2856 0,0091 249,50

Tab. 3: Platinace DNA u bunék MDA-MB-231 vystavenych Pt komplexim po dobu 24 h.
Primér a SD uvedeny v tabulce byly vypocitany ze 3 méfeni.

Vzorek Mnozstvi Pt ve vzorku [ng] pg Pt/ug DNA
Kontrola 0,44 +0,03 1,48
Cisplatina 7,58 £ 0,09 27,10
Komplex 9b 10,51 = 0,09 42,13

4.3 Rychlost vazby komplexu na DNA zteleciho thymu

v bezbunécném prostiedi

V predchozim experimentu bylo zjisténo, ze v butikich MDA-MB-231 dochazi
k platinaci DNA. Méfeni kinetiky pomuze odhalit, jaka je rychlost vazby platiny na
DNA v bezbunécném prostredi. Nejprve byly pomoci AAS zméfeny absorbance
standardu o znamych koncentraci, ze kterych byla nasledné€ vytvorena kalibracni
kiivka (na Obr. 20 jsou znazornény kalibracni kfivky pro dva nezavislé experimenty
A a B). Pro experiment A byla ziskana rovnice ptfimky: y = 0,20023x + 0,02161 a pro
experiment B: y = 0,17689x + 0,01847. Na Obr. 21 je znazornén graf zavislosti
navazané Pt na Case. Koncentrace platiny v jednotlivych vzorcich byla vypocitana
z kalibra¢ni kiivky.

0.25+ o5

0.20 0.20

0.15+ 0.15+4
0.104 0.10

0.05+

T T T 1 0.00 T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 025 0.50 0.75 1.00

c(Pt) x10°M c(Pt) x10° M

Obr. 20: Kalibracni kiivky (zavislost absorbance na koncentraci platiny) pro experiment
A a B. Hodnoty SD byly vypocitany ze dvou nebo tfi méfeni (atomovy absorpéni spektrometr
je naprogramovany tak, aby zméfil kazdy vzorek dvakrat, pokud vsak dojde k tomu, Ze chyba
je vetsi nez 10 %, zméti dany vzorek potfeti). Grafy byly vytvofeny v programu GraphPad
Prism 8.
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Obr. 21: Graf zavislosti navazané Pt (v %) na ¢ase (v min). Hodnoty SD byly vypocitany ze
dvou nezavislych experimentu (A a B), kdy kazdy vzorek byl méren dvakrat nebo tfikrat. Graf
byl vytvoren v programu GraphPad Prism 8.

Z Obr. 21 je patrné, ze s piibyvajicim ¢asem doslo ke zvySovani mnozstvi navazané
Pt na DNA. Lze tvrdit, ze se komplex 9b (¢i jeho Cast) na DNA navazal jiz dfive nez
po 24 h ze 100 %, z Cehoz vyplyva, ze komplex 9b se na DNA vaze kvantitativn€. Pro
nasledujici experimenty mizeme r; povazovat za rovno 1y (1p vyjadiuje pocet molekul
komplexu platiny, které jsou skutedn& navazané na jednu nukleotidovou bazi). Cas, pii

kterém byla Pt navazana z 50 % (t12) pro komplex 9b, byl 75,5 + 13,2 min.
4.4 Meéreni teploty tani DNA

Na Obr. 22 jsou znazornény denaturacni kiivky pro cisplatinu a komplex 9b (grafy A
a C). Tyto kfivky byly prolozeny v programu GraphPad Prism 8 Boltzmannovou
sigmoidou a nasledné byla u nich provedena 1. derivace (grafy B a D). Maxima na
derivovanych kfivkach odpovidaji teploté tani DNA. tn vyjadiuje teplotu, pfi které
doslo k denaturaci 50 % dvousroubovicovych molekul DNA.
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Obr. 22: Denaturacni kfivky pro cisplatinu a komplex 9b (A a C). Kiivky byly prolozeny
funkci — Boltzmannovou sigmoidou a byla u nich provedena 1. derivace (B a D). Jedna se o
reprezentativni grafy z jednoho méfeni. Jednotlivé vzorky byly zméfeny dvakrat (viz Tab. 4).
Grafy byly vytvoreny v programu GraphPad Prism 8.

V Tab. 4 jsou zobrazeny hodnoty teplot tani DNA, jez byla modifikovana
cisplatinou a komplexem 9b (provedena 2 méfeni). Z Tab. 4 i z Obr. 22 je patrné, ze
se teplota tani DNA s rostoucim r, u obou komplexti ménila, tato zména ale byla pro
oba testované komplexy odlisSna. V pfipadé modifikace DNA cisplatinou se teplota
tani postupné snizovala. Naopak modifikace komplexem 9b méla na teplotni stabilitu
DNA odlidny ucinek. Pfi nizSich stupnich modifikace (rp = 0,02 a 0,05) teplota tani
DNA nejprve rostla, s dal§im zvySovanim modifikace vSak hodnota tn klesala, takze
pii in = 0,1 byla tn modifikované DNA jen o malo (~1 °C) vyS§i nez tm pro

nemodifikovanou kontrolni DNA.
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Tab. 4. Hodnoty teplot tani ttDNA, ktera byla modifikovana cisplatinou a komplexem 9b pfi
. 0,02; 0,05; 0,07; 0,10. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich.

N tw [°C]
Komplex 9b Cisplatina
0,00 (kontrola) 74,1 74,2 74,1 73,7
0,02 78,3 78,3 73,2 73,2
0,05 78,9 78,8 71,2 71,4
0,07 77,3 77,0 70,0 69,5
0,10 74,9 75,6 68,3 68,1

Na Obr. 23 je znazornén graf zavislosti Atm na rp. At je rozdil teploty tani vzorku
a teploty tani kontroly: Atm - tm(vzorek) -tm(kontrola). Z grafu je patrné, ze cisplatina
se chova jinak nez komplex 9b. Zatimco u cisplatiny dochédzi se zvySujicim se 1o
k postupnému poklesu hodnoty Atm, pro komplex 9b dochazi nejprve k narastu

hodnoty Atm a naslednému poklesu.
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Obr. 23: Graf zavislosti Aty na rp,. Hodnoty SD nejsou u nékterych bodu patrng, protoze jsou
mensi nez uvedeny symbol. Hodnoty SD byly vypoditany ze dvou méfeni. Obrazek byl
vytvofen pomoci programu GraphPad Prism 8.
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4.5 Meéreni fluorescence Th3* ionti

Meéieni fluorescence Tb* iontii se pouziva k odhaleni lokalnich poskozeni (distorzi)
na molekule DNA, kterda mohou byt vyvolana mj. i Pt(IT) komplexy. Tento experiment
je zalozen na tom, ze dochazi ke zvyseni relativni fluorescence pfi vazb& Tb>* iontii na
guaninova rezidua na poskozeném useku DNA (Balcarova & Brabec, 1989).

U cisplatiny bylo pozorovano zvySeni relativni fluorescence Tb>* iontl se
zvysujicim se stupném modifikace DNA (viz Obr. 24). Tb** ionty se v tomto piipadé
navazaly na guaninova residua na molekule DNA, ktera nebyla obsazena cisplatinou,
v blizkosti mist, jez byla poSkozena timto komplexem (Balcarova & Brabec, 1989).
Komplex 9b se vSak choval odli§né€ nez cisplatina. Z Obr. 24 je patrné, Ze namétena
relativni fluorescence pfi nizsich stupnich modifikace (r, = 0,02 a 0,05) je podobna
kontrole. U vysSich stupnd modifikace (r, = 0,10) se mirné zvySuje (ale ne v takové
mife jako u cisplatiny). Z tohoto experimentu tedy vyplyva, ze komplex 9b nevyvolal

tak velké poSkozeni DNA jako cisplatina.

8- cisPt
34 - 9

Relativvni fluorescence
' d

Obr. 24: Graf zavislosti relativni fluorescence Tb** iontli na ry, pro cisplatinu a komplex 9b.
Vysledky jsou vztazeny k fluorescenci nemodifikované DNA (kontrole). Hodnoty SD byly
vypocitany ze dvou méfeni, kdy kazdy vzorek byl zméfen tiikrat. Obrazek byl vytvoren
pomoci programu GraphPad Prism 8.

47



4.6 Meéreni spekter cirkularniho dichroismu

Spektra cirkularniho dichroismu byla méfena pro ziskani dalSich informaci o zméné
struktury molekuly DNA zptisobené pouzitymi komplexnimi slouceninami. Jelikoz je
koncentrace DNA ve vSech vzorcich stejnd, je mozné tyto zmeény vyvolané komplexy
pozorovat.

Macquet & Butour, 1978 zjistili odlisnost ve spektrech cirkularniho dichroismu pro
DNA, na kterou byla navazdna monodentatni, cis-bidentatni a trans-bidentatni Pt
komplexni sloucenina. Objevili, ze DNA modifikovana monodentatnim Pt
komplexem se chova podobné jako nemodifikovanda DNA. DNA modifikovana
cisplatinou a transplatinou vykazovala snizeni intenzity negativniho pasu pii 245 nm.
Pfi 275 nm vedla vazba transplatiny na DNA ke snizeni intenzity pozitivniho pasu,
zatimco u cisplatiny pii r=0-0,1 doSlo ke zvySeni intenzity a pfi r, > 0,1 ke snizeni
intenzity (Macquet & Butour, 1978). Rozdilné zmény v CD spektrech DNA
modifikované cisplatinou a transplatinou jsou zpusobeny odlisnym poskozenim
molekuly DNA (Brabec et al., 1990).

Na Obr. 25 je znazorméno CD spektrum pro DNA, jez byla modifikovana
cisplatinou, jako zéavislost Ae na vlnové délce, kde Ae vyjadiuje rozdil molarnich
absorpénich koeficientd pravoto&ivého a levotodivého polarizovaného svétla. Cernou
kiivkou je znazornéna kontrola, tedy nemodifikovana B konformace DNA. Z Obr. 25
je patrné, ze se zvySujicim se stupném modifikace dochazi k postupném zvySovani
intenzity pozitivniho pasu pii vinové délce priblizné 280 nm a naopak ke snizovani
intenzity negativniho péasu pii 245 nm, coz odpovida textu vyse podle Macquet &
Butour, 1978. Tyto zmény v konformaci DNA v daném spektru vyvolané cisplatinou
maji nedenaturani charakter, kdy nedochéazi k naruseni vodikovych vazeb mezi
bazemi. Tyto nedenaturaCni zmény jsou zpusobeny predev§im vnitrofetézcovymi

mustky, které cisplatina s DNA tvorii (Brabec et al., 1990).
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Obr. 25: CD spektrum ttDNA modifikované cisplatinou. Cemnou kiivkou je znazornéna
nemodifikovana kontrola, barevnymi kiivkami DNA modifikovana na rizna rp cisplatinou.
Dana kfivka je primérem ze tfi hodnot naméfenych pristrojem. Obrazek byl vytvoren pomoci
programu GraphPad Prism 8.

Pro DNA modifikovanou komplexem 9b je CD spektrum znazornéno na Obr. 26.
Je patrné, Ze jeho prubéh je odliSny nez u cisplatiny. Pfi pfiblizné 280 nm dochazi
s rostoucim stupném modifikace ke snizovani intenzity pozitivniho pasu vici DNA
nemodifikované komplexem (kontrole) a také ke snizovani intenzity pasu negativniho
pii 245 nm. Brabec et al., 1990 si tento prubéh spektra u DNA vysvétluji takovym
poskozenim molekuly DNA, které ma denaturacni charakter, kdy dochazi k naruseni
vodikovych vazeb mezi jednotlivymi nukleotidovymi bazemi. Komplex 9b tedy miize
analogicky také vyvolavat denaturacni poskozeni molekuly DNA.

To, ze dochazi k postupnému snizovani intenzity signalu negativniho pasu u obou
komplexi pfi 245 nm, je zifejmé zplsobeno ztratou sekundarni struktury DNA —
dochazi tedy k postupnému rozvijeni molekuly DNA (Dowling et al., 2023). To, ze
oba komplexy jsou schopny rozvijet plasmidovou DNA je potvrzeno v nasledujici

kapitole 4.7.
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Obr. 26: CD spektrum ttDNA modifikované komplexem 9b. Cerou kiivkou je znazornéna
nemodifikovana kontrola, barevnymi kfivkami DNA modifikovana na rizna r, komplexem
9b. Dana kfivka je primérem ze tfi hodnot naméfenych pfistrojem. Obrazek byl vytvoren
pomoci programu GraphPad Prism 8.

Na Obr. 27 je zndzornén graf zavislosti maxima pozitivniho pasu Aemax (pi1 ~
280 nm) na stupni modifikace rp,. Z Obr. 27 a z pfedchozich vysledkt vyplyva, ze
komplex 9b svou vazbou na DNA poskozuje tuto molekulu jinym zpisobem nez
cisplatina. U cisplatiny dochazi se zvySujicim se stupném modifikace k postupnému

narustu Aemax, zatimco u komplexu 9b dochazi k mirnému poklesu.
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Obr. 27: Zavislost maxima pozitivniho pasu (pfi ~ 280 nm) na ry, pro cisplatinu a komplex 9b.
Obrazek byl vytvoren pomoci programu GraphPad Prism 8.
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4.7 Rozvijeni plasmidové DNA

Elektroforéza v nativnim agarosovém gelu byla provedena za tcelem zjisténi uhlu
rozvinuti DNA vyvolaného vazbou studovaného komplexu 9b. Je dilezité zminit, ze
superhelikalni forma plasmidové DNA ma negativni nadSroubovicovité vinuti a putuje
agarosovym gelem rychleji, zatimco relaxovana forma nadSroubovicovité vinuti
neobsahuje a na gelu migruje pomaleji (Gibson et al., 2020).

Se zvySyjicim se stupném modifikace DNA komplexem dochazi k postupnému
rozvijeni superhelikalni formy plasmidové DNA — proto je na agarosovém gelu
pozorovano jeji zpomalovani. Superhelikalni forma se tedy postupné priblizuje
k formé relaxované. Pi urCitém ry, specifickém pro kazdy komplex dojde ke komigraci
obou forem (superhelikalni forma je plné€ rozvinuta na relaxovanou formu plasmidu).
Tato hodnota 1, tedy vyjadfuje mnozstvi komplexu, které bylo potiebné k uplnému
odstranéni negativniho nadSroubovicového vinuti plasmidové DNA. Pokud je
koncentrace komplexu dale zvySovana, dochazi opét k postupnému vzniku
nadSroubovicového vinuti, v tomto ptipadé vSak pozitivniho (Keck & Lippard, 1992).

Na Obr. 28 a Obr. 29 je znazornéna migrace superhelikalni a relaxované formy
plasmidové DNA modifikované cisplatinou a komplexem 9b na rizna .. Pro
stanoveni uhlu rozvinuti DNA komplexem 9b bylo nutné nejprve experimentalné
stanovit superhelikalni hustotu. Pfi vypoctu se vychazi z informace, ze tthel rozvinuti
DNA cisplatinou je 13° (Keck & Lippard, 1992). Jelikoz pii r, = 0,07 doslo ke
komigraci superhelikalni a relaxované formy plasmidové DNA (viz Obr. 28),
superhelikalni hustota ¢ je - 0,0506 (vypocitano pomoci vztahu (2) uvedeného

v subkapitole 3.6.9).
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Obr. 28: Rozvijeni superhelikalni plasmidové DNA pUCI19 cisplatinou. Homi fragment
odpovida relaxované formé (OC forma), spodni fragment odpovida superhelikalni formé (SC
forma) plasmidu. Drahy 1 a 12: kontrola (neplatinovana DNA). Draha 2: 1,=0,01, draha 3:
r=0,02, draha 4: ,=0,03, draha 5: 1,=0,04, draha 6: r,=0,05, draha 7: 1,=0,06, draha 8: r,=0,07,
draha 9: 1,=0,08, draha 10: 1r=0,09, draha 11: ,=0,10. Jedna se¢ o reprezentativni
elektroforeogram z jednoho méfeni.
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Obr. 29: Rozvijeni superhelikalni plasmidové DNA pUC19 komplexem 9b. Homi fragment
odpovida relaxované formé (OC forma), spodni fragment odpovida superhelikalni formé (SC
forma) plasmidu. Drahy 1 a 12: kontrola (neplatinovana DNA). Draha 2: 1,=0,04, draha 3:
r=0,05, draha 4: ,=0,06, draha 5: 1,=0,07, draha 6: r,=0,08, draha 7: 1,=0,09, draha 8: r,=0,10,
drdha 9: 1,=0,11, draha 10: 1r=0,12, draha 11: ,=0,13. Jedna se¢ o reprezentativni
elektroforeogram z jednoho méfeni.

Na zéaklad¢ zjisténé superhelikalni hustoty DNA, byl vypocitan uhel rozvinuti DNA
komplexem 9b (pro oba experimenty byla pouzita stejna plasmidova DNA). Ke
komigraci doslo pii r» 0,10 a 0,11 (viz Obr. 29). Uhel rozvinuti pro komplex 9b je
8,69 £ 0,41 ° (vypocitano pomoci vztahu (2) uvedeného v subkapitole 3.6.9 na zakladé

dvou nezavislych experimenta).
4.8 Stanoveni mnozstvi meziretézcovych mustku

Pro stanoveni mnozstvi mezifetézcovych mustkt (ICL) byla provedena agarosova
elektroforéza v alkalickém prostiedi. Piestoze mezifetézcové mustky jsou tvofeny
s mensi frekvenci nez mustky vnitrofetézcové, jejich vznik vede k vétsi inhibici
replikace a transkripce DNA, jelikoz dochédzi k poskozeni obou vléken
dvousroubovice (Suchankova et al., 2012).

Na Obr. 30 je znazornéno mnozstvi mezifetézcovych mustkli vytvorenych
komplexem 9b a cisplatinou. Spodni fragment neobsahuje ICL, proto migruje gelem
rychleji jako jednovlaknova DNA obsahujici 2686 nukleotidovych bazi. Horni
fragment migruje pomaleji, jelikoz obsahuje mezifetézcové mustky (jednovlaknova
DNA je diky komplexu spojena ICL a migruje jako duplex obsahujici 5372 bazi).
U obou komplexti se intenzita horniho fragmentu se zvySujicim se stupném
modifikace zvySovala.

Mnozstvi mezifetézcovych mustkti na adukt (%ICL/Pt) bylo vypocitano podle
vzorce (3) uvedeného v subkapitole 3.6.10. Pro cisplatinu byla frekvence ICL na adukt
6,6 + 0,3 % - tedy 6,6 % cisplatiny navazané na plasmidovou DNA vytvoiilo

mezifetézcové mustky, coz je v souladu s literaturou (Brabec & Leng, 1993).
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Obr. 30: Elektroforeogram znazorujici tvorbu mezifetézcovych mustki u linearizované
plasmidové DNA pUC19. DNA obsahujici mezifetézcové mustky (ICL) odpovida hornim
fragmentum (migruje pomaleji), zatimco jednovlaknova DNA (ss DNA) odpovida spodnim
fragmentiim (migruje rychleji). Drahy 1 a 8: kontrola (neplatinovana DNA), drahy 2 a 5:
r,=0,0003, drahy 3 a 6: r,=0,0010, drahy 4 a 7: 1,=0,0015.

Pro komplex 9b byla hodnota %ICL/Pt: 8,7 = 1,1 %. Z tohoto vysledku vyplyva,
ze tvorba mezifetézcovych mustki komplexem 9b je podobna jako u cisplatiny,
u studovaného komplexu je 1,3krat vyssi. Primér a smérodatna odchylka byly

vypocitany ze 3 namétenych hodnot.
4.9 Vliv komplexu na enzym DNA topoisomerasa I

DNA topoisomerasa I se uplatiiuje v organismu pii replikaci ¢i transkripci, kdy musi
dojit k rozvinuti dvou vlaken DNA. Tento enzym (spolu s DNA topoisomerasou II,
EC 5.6.2.2) zabranuje vzniku torzniho napéti a ,,zamotani“ vlaken zptusobenym
nadSroubovicovym vinutim DNA. Topol je schopna se kovalentné navazat na DNA
a reverzibilné $tépit fosfodiesterovou vazbu na jednom vldknu. Diky tomuto Stépeni
muze dojit kvolné rotaci DNA helixu na obou stranach S$tépného mista —
fosfodiesterova vazba na druhém nestépeném vlakné DNA slouzi jako tzv. otony bod
(swivel point). Mechanismus pusobeni topol je znazornén na Obr. 31 (Alberts et al.,
2015).

Jak jiz bylo zminéno, topoisomerasy hraji v organismu vyznamnou roli pfi
procesovani DNA. Jelikoz hlavnim mechanismem ucinku vétsiny Pt komplexu je
vazba na DNA, jejich protinadorové pusobeni v organismu muze byt ovlivnéno také
¢innosti topoisomeras (Malina et al., 2009). V subkapitole 2.1.1 v Tab. 1 je patrné, ze

inhibitory topoisomeras patii mezi vyznamna chemoterapeutika.
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Obr. 31: Reverzibilni Stépeni jednoho vlakna na molekule DNA katalyzované enzymem DNA
topoisomerasou I (obsahuje v aktivnim mist¢ tyrosin). Obrazek upraven podle Alberts et al.,
2015.

V ramci tohoto experimentu byl pozorovan vliv komplexd na rychlost rozvijeni
superhelikalni plasmidové DNA na relaxovanou cirkularni DNA enzymem topol. Je
dilezité zminit, ze oba komplexy rozvijeji samy o sobé€ molekulu DNA (viz kapitola
4.7). Z Obr. 32 je patrné, ze se zvySujici se délkou puasobeni topol doslo u plasmidové
DNA ve vSech pripadech k postupnému ubyvani SC formy a ptfibyvani OC formy.
Modifikace DNA komplexy (Obr. 32 — ¢ast B a C) snizila rychlost rozvijeni
superhelikalni formy DNA topol oproti kontrole (Obr. 32 — ¢ast A) — doSlo tedy
k inhibici plisobeni daného enzymu.

Z Obr. 33 je patrné, ze oba pouzité komplexy inhibovaly topol, protoze rozvijeni
SC formy DNA bylo pomalejsi nez u nemodifikované plasmidové DNA. Komplex 9b
byl pfi inhibici rozvijeni plasmidové DNA enzymem ucinngjsi, jelikoz % SC formy
klesalo v celém prabéhu experimentu pomaleji nez u cisplatiny. Modifikace
komplexem 9b tedy vice zpomalovala rychlost enzymové reakce. Vysledky pro

cisplatinu jsou v souladu s literaturou (Malina et al., 2009).
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Obr. 32: Stanoveni inhibice rozvijeni superhelikalni formy plasmidu pUC19 enzymem topol
cisplatinou a komplexem 9b pomoci agarosov¢ elektroforézy. Elektroforeogramy znazormiuji
rozvijeni nemodifikovaného plasmidu (A), plasmidu modifikovaného cisplatinou (B) a
komplexem 9b (C). U vzorku pro experimenty A, B a C byl plasmid (modifikovany a
nemodifikovany) inkubovan s enzymem topol a v Casovych intervalech od pocatku inkubace
byly odebirany do 1% SDS alikvoty, které¢ odpovidaji jednotlivym draham. Draha 1: ¢as 0 min
(kontrola, neobsahuje enzym), draha 2 — €as 3 min, draha 3 — ¢as 6 min, draha 4 — Cas 15 min,
draha 5 — ¢as 25 min, draha 6 — ¢as 35 min, draha 7 — ¢as 45 min, draha 8 — ¢as 55 min.
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Obr. 33: Graf znazomiujici zavislost % SC formy plasmidové DNA na case pro
nemodifikovany vzorek plasmidu a pro vzorky modifikované na r,=0,02 cisplatinou
a komplexem 9b. Je pozorovano jejich ovlivnéni enzymu DNA topoisomerasy 1. Hodnota SD
byla vypocitana ze 3 nezavislych méfeni. Graf byl vytvoren v programu GraphPad Prism 8.
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4.10 Vliv komplexu na enzym RNA polymerasa

Pro meéfeni vlivu komplexu na inhibici transkripce DNA byla pouzita RNA
polymerasa z bakterie E. coli. Experiment je zalozen na pouziti UTP-y-AmNS
(strukturni vzorec — viz Obr. 18) jako jednoho z ribonukleotidd. UTP-y-AmNS je
fluorescentni analog uridintrifosfatu. Pfi zainkorporovani UMP do RNA bé&hem
transkripce dojde ke §tépeni UTP-y-AmNS, coz vede ke zvySeni fluorescence - uvolni
se y-AmNS, ktery vykazuje vy$si fluorescenci nez UTP-y-AmNS (Luckel et al., 2005).

Inhibice transkripce je dalezita pro mechanismus t¢inku komplexnich sloucenin na
bazi platiny (Todd & Lippard, 2009). V tomto experimentu byla méfena relativni
fluorescence v urcitych Casovych intervalech. Z Obr. 34 je patrné, ze nejvice RNA
produktl v daném cCasovém useku bylo vytvofeno u vzorku kontroly (dosazeno
nejvyssi relativni fluorescence). Modifikace cirkularni plasmidové DNA Pt
komplexem vedla ke snizeni rychlosti inkorporace UMP do rostouciho RNA fetézce.

Komplex 9b byl schopen inhibovat transkripci G€innéji nez cisplatina.
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Obr. 34: Graf znazomujici kinetiku transkripce cirkularni plasmidové DNA pBR322
(kontrola) a cirkularni plasmidové DNA pBR322 modifikované komplexem 9b a cisplatinou.

Hodnota SD vypocitana ze 3 nezavislych méfeni. Graf byl vytvofen pomoci programu
GraphPad Prism 8.
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4.11 Shrnuti vysledki

V Tab. 5 jsou prehledné shrnuté vSechny vysledky, které byly naméfeny v ramci
experimentalni casti. Vysledky uvedené v tabulce jsou podrobné rozebrany

v kapitolach 4.1-4.10 a nasledné diskutovany v 5. kapitole diplomové prace.

Tab. 5: Shrnuti vSech vysledku ziskanych v ramci experimentalni ¢asti diplomové prace.

Komplex 9b

Cisplatina

Cytotoxicita u nadorové
linie MDA-MB-231 (ICs)

3,05+ 0,10 umol-1"!

16,95 + 3,33 umoll"!

o ;fruonvay,cceh%ﬁﬁéch 42,13 pg Pt/ug DNA 27.1 pg Pt/ug DNA
Kinetika vazby na DNA
v bezbunééném prostiedi 75,5 £ 13,2 min 114 £ 6 min "
(t12)
Teplotni stabilita DNA Zvyseni a poté pokles Pokles
Méfeni fluorescence Tb** Mimné zvvdent Zvvdeni
ionth vySeni vysSeni
Zména intenzity pozitivniho
pasu viuci kontrole (CD Snizeni Zvyseni
) spektrum)
Uhel rozvinuti plasmidové o o
DNA 8.69+ 0,41 13°f
Mnozstvi mezifetézcovych o o
mistkii (%ICL/PY) 8.7+ 11% 6,6+03 %
Inhibice DNA
: ano ano
topoisomerasy I
Inhibice transkripce DNA ano ano

* Hodnota pievzata z Bancroft et al., 1990.
T Hodnota pfevzata z Keck & Lippard, 1992.
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S DISKUSE

Struktura komplexu 9b, studovaného v této praci, je formalné odvozena od klinicky
vyuzivané  cisplatiny zaménou obou amminovych ligandd za  N,N-
diethylbenzimidazol-2-ylidenovou skupinu a trifenylfosfin. Protoze tento komplex
i jeho strukturni analoga vykazovala velmi dobrou antiproliferativni aktivitu v radé
lidskych nadorovych linii (Rehm et al., 2018), cilem této diplomové prace bylo prispét
k porozuméni mechanismu jeho ptiisobeni na molekularni trovni.

Je vSeobecné pfijimano, ze hlavnim mechanismem ucinku cisplatiny je poskozeni
DNA, které vede k zastaveni bunééného cyklu a k bunécné smrti prostfednictvim
apoptézy (Brabec, 2002). Na zakladé analogie s cisplatinou se predpoklada, ze
mechanismus ucinku, ktery je zakladem protinadorového pusobeni sloucenin
obsahujicich ve své strukture platinu, je komplexni proces, ve kterém hraje velmi
dilezitou roli pravé modifikace DNA a jeji zpracovani bunécnymi slozkami
(Kasparkova et al., 2003). Aby doslo k potvrzenti, ze toto plati i v pfipadé komplexu 9b
a ze DNA je opravdu cilovym mistem jeho pisobeni, bylo nejprve stanoveno, zda se
komplex 9b vaze na DNA v nadorovych burikach. Pro zvoleni vhodné koncentrace pro
tento experiment bylo tfeba nejprve stanovit hodnotu ICso. Vysledky ukazaly, ze
komplex je vyrazné u¢innéjsi nez cisplatina (5,6krat) 1 ve velmi agresivni a k cisplatiné
rezistentni nadorové linii prsniho karcinomu MDA-MB-231 (Obr. 19).

Na zéaklad¢é mefeni mnozstvi Pt navazané na DNA v buiikach bylo zjisténo, ze DNA
je platinovana vice, pokud byly buriky oSetfeny komplexem 9b nez v piipade oSetreni
stejnou koncentraci cisplatiny. To muze souviset sjiz dfive naméfenym vysSsim
prunikem komplexu 9b do bunék a s vétsi akumulaci v nich (Rehm, 2018, méfeno pro
linii HCT116). Vétsi pranik do bunék je pravdépodobné zptasobeny vyssi lipofilicitou
komplexu 9b ve srovnani s cisplatinou. Pfi srovnani vysledk(i ziskanych pro
antiproliferativni aktivitu a platinaci DNA vyplyva, ze v ptipadé komplexu 9b se na
DNA nachazi pfiblizn€ 2x vice Pt-aduktd nez v pfipadé cisplatiny (Tab. 3), jeho
ucinnost vSak byla téméf 6x vyssi (viz Obr. 19 — méteni ICso). Tento vysledek by mohl
byt vysvétlen dvéma zpusoby. Jednak, ze Pt-adukt vytvofeny na DNA komplexem 9b
poskozuje DNA vice nez cisplatina, nebo ze poskozeni DNA neni v piipadé komplexu
9b jedinym mechanismem, ktery pfispiva k jeho celkovému antiproliferativnimu

ucinku.
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Tento vysledek vsSak prokazal, ze DNA hraje roli v mechanismu pusobeni
komplexu 9b. To je v souladu i s dfive publikovanym zjisténim, ze tento komplex
vykazuje p53 dependentni aktivitu (Rehm et al., 2018). Protein p53 hraje dilezitou roli
v bunécnych odpovédich na poSkozeni DNA (Lacroix et al., 2006). Jeho zapojeni
v mechanismu pusobeni komplexu 9b tedy ukazuje na poskozeni DNA v oSetfenych
burikach. Proto byly dalsi experimenty v této praci zaméfeny na zjiSténi, jakym
zpusobem komplex 9b ovliviiyje strukturu a vlastnosti DNA. Vysledky pak byly
srovnany se zmeénami, které na DNA vyvolava cisplatina. K t€émto experimentim byla
pouzita modelova DNA z teleciho thymu a bakterialni plasmidova DNA.

Experiment zaméfeny na stanoveni rychlosti vazby (Obr. 21) ukazal, Zze
komplex 9b se vaze na DNA kovalentné a po 24 h je navazano 100 % piidaného
komplexu. Rychlost vazby komplexu 9b (tm = 75,5 £ 13,2 min) na dvousroubovicovou
DNA vtomto in vitro experimentu (v bezbunéném prostiedi) byla vyS$si nez
u cisplatiny (tm = 114 £ 6 min, Bancroft et al., 1990). Skute¢nost, ze inkubace
komplexu 9b s DNA vedla k nevratné a kvantitativni vazbé usnadiiuje piipravu
a analyzu vzorkd pro dalSi experimenty, protoze je mozné pripravit snadno a presné
vzorky DNA modifikované komplexem 9b na pfedem zvolenou hodnotu rv.

Dalsi experimenty byly zaméfeny na charakterizaci zmén v konformaci a stabilité
dvousroubovice DNA vyvolanych vazbou komplexu 9b. Ziskané vysledky ukazaly,
ze nékteré zmény vyvolané v DNA komplexem 9b jsou vyznamné odli§né od zmén
vyvolanych cisplatinou (Tab. 5).

Stabilita DNA byla studovana pomoci méfeni teploty tani. Tii hlavni faktory
ovlivilyjici teplotni stabilitu DNA modifikovanou Pt(Il) komplexy jsou stabilizujici
efekt kladného naboje navazaného Pt(II) komplexu, destabilizujici efekt
konformacniho poskozeni zptusobeného adukty sDNA a stabilizujici efekt
mezifetézcovych mistka (Zaludova et al., 1996). Vazba komplexu 9b pii nizsich
modifikacich DNA stabilizuje (na rozdil od cisplatiny, kterda DNA destabilizuje) —
stabilizujici faktory tedy pfevazuji nad faktory destabilizujicimi, coz znamena, ze
distorze DNA komplexem 9b je mald (mensi nez u cisplatiny), nebo komplex 9b tvoii
vice mezifetézcovych mustkt (nebo plati obé dvé tvrzeni soucasn€). Aby bylo zjisténo,
jaké tvrzeni je spravné, byly provedeny dalsi experimenty — charakterizace distorze
pomoci méfeni fluorescence Tb** iontli, méfeni CD spekter, rozvijeni DNA a

stanoveni mnozstvi mezifetézcovych mustku.
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Experiment zaméfeny na charakterizaci lokalnich poskozeni v molekule DNA
(méfeni fluorescence Tb>* iontl) po vazbé platnatého komplexu ukézal, ze vazba
komplexu 9b, na rozdil od cisplatiny, vyvolava jen malé lokalni zmény ve struktufe
dvousroubovice DNA, které jsou patrné az pii vyssim stupni modifikace (Obr. 24).

Takeé vysledky méteni CD spekter ukazaly rozdil mezi cisplatinou a komplexem 9b
v ovlivnéni struktury DNA (Obr. 25 a 26). Na rozdil od cisplatiny, ktera s rostouci
koncentraci vyvolava narlst intenzity pozitivniho pasu pfi 280 nm, coz souvisi
s nedenaturacnimi zmeénami v DNA (Brabec et al., 1990), komplex 9b vyvolava
s rostoucim stupném modifikace snizovani intenzity pozitivniho pasu, coz svédci
o denaturacnich zménach v DNA (Brabec et al., 1990). Tento pribéh je podobny
spektru pro DNA, jez byla modifikovana transplatinou (Macquet & Butour, 1978).

Komplex 9b rozvinul plasmidovou DNA o thel 8,7° (Tab. 5), ktery neodpovida
typické hodnoté ziskané pro cisplatinu (13°, Keck & Lippard, 1992), ale je spise
podobny uhlu rozvijeni vyvolaného transplatinou (9°, Keck & Lippard, 1992). To
muze sveédCit o tom, ze komplex 9b tvoii adukty, které jsou odlisné od aduktt
cisplatiny, nebo zastoupeni raznych typa aduktd vytvorfenych komplexem 9b je
odlisné od cisplatiny.

Komplex 9b vykazoval mirn€ vyssi tvorbu mezifetézcovych mustki nez cisplatina
(Obr. 30 a Tab. 5). ICLs jsou vysoce toxické pro buriky, jelikoz zabraiuji separaci
dvou vlaken, coz je nezbytné pro replikaci a transkripci DNA. ICLs jsou také obtizné
opravovany (Suchankova et al., 2012). Mirné vyssi tvorba mezifetézcovych mustka
komplexem 9b (Tab. 5) pravdépodobné prispiva k vyssi aktivité komplexu 9b
v nadorovych buikéach.

Na zakladé vsech vysledka ziskanych vyse lze konstatovat, Ze stabilizujici efekt
komplexu 9b na DNA pfi niz§ich modifikaci, je pravdépodobneé zpiisobeny jednak tim,
ze poskozeni DNA komplexem 9b je malé, a také i CasteCné tim, ze komplex 9b tvori
mirn€ vys§i mnozstvi mezifetézcovych mustkia. Komplex 9b se tedy, jak jiz bylo
zminéno, chova jinak nez cisplatina. Bylo také zjiSténo, ze jeho chovani vykazuje
urcité aspekty, které jsou podobné chovani transplatiny.

V zavéru Experimentalni Casti diplomové prace bylo studovano, jak poSkozeni
DNA vyvolané komplexem 9b ovliviiuje biologicky dulezité DNA dependentni
enzymatické procesy. Jednalo se konkrétné o relaxaci nadSroubovicovitého vinuti

DNA a inhibici transkripce.
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DNA topoisomerasy jsou esencialni enzymy, které modifikuji topologii DNA ajsou
zahrnuty v mnoha procesech vztahujicich se k metabolismu DNA (replikace,
transkripce, remodeling chromatinu, rekombinace a oprava DNA) a jsou povazovany
za slibné cile chemoterapie (Palumbo et al., 2002). Dalsi experiment byl proto zaméten
na stanoveni vlivu Pt komplexu na aktivitu téchto enzymu. Jako modelovy enzym byla
zvolena bakterialni DNA topoisomerasa I. Jeji schopnost pfeménit prirozené
superhelikalni plasmidovou DNA na relaxovanou cirkularni DNA byla sledovana
pomoci agarosové elektroforézy. Vysledky (Obr. 32 a 33) ukazaly, ze pfitomnost
adukti vytvorenych komplexem 9b na substratové DNA inhibuje aktivitu topol.
Utinnost relaxace plasmidové DNA topol byla snizena diky modifikaci
komplexem 9b vyznamné vice nez v pfipadé modifikace cisplatinou.

Posledni experiment byl zaméfen na sledovani vlivu modifikace templatové
plasmidové DNA na aktivitu DNA-dependentni RNA polymerasy z E. coli. Vysledky
tohoto experimentu ukazaly, ze pfitomnost adukti vytvorenych komplexem 9b
a cisplatinou na templatové DNA vedou k pred¢asnému ukonceni syntézy RNA
a inhibici transkripce (Obr. 34). Tento efekt je dobie pozorovatelny i pii velmi nizkém
stupni modifikace (r, = 0,0015), coz sveédci o vysoce ucinné schopnosti Pt-aduktu
inhibovat syntézu RNA. Inhibice transkripce je klicovou slozku mechanismu
protinadorového ucinku cisplatiny (Sorenson & Eastman, 1988). Podobné¢ jako
v piipad¢ topol byla vazba komplexu 9b na DNA ucinnéjsi v inhibici aktivity enzymu
nez vazba klinicky vyuzivané cisplatiny.

Vysledky studia vlivu komplexu 9b na enzymy procesujici DNA jsou velmi
zajimavé ve srovnani s vysledky experimentti diskutovanych vyse, které se tykaji vlivu
vazby komplexu 9b na strukturu a stabilitu molekuly DNA. Zatimco vysledky
strukturnich zmén DNA svéd¢i o tom, ze komplex 9b poskozuje DNA méné nez
cisplatina, jeho vliv na topol a RNA polymerasu je vétsi. To muze souviset s veétSimi
neodstupujicimi ligandy, které mohou stericky branit enzymim v interakci se
substratovou DNA vice, nez relativné malé NHj ligandy cisplatiny. To by mohlo
znamenat, ze sterické omezeni hraje vyznamnéjsi roli v mechanismu pusobeni
komplexu 9b nez poSkozeni konformace DNA. Vzhledem k tomu, ze ob& skupiny
enzymu (topol i RNA polymerasy) hraji v mechanismu pasobeni cisplatiny a od ni
odvozenych cytostatik obsahujicich platinu zasadni roli (Jamieson & Lippard, 1999;
Aoe et al., 2004), vétsi schopnost inhibovat DNA-dependentni enzymy muZe souviset

s vétsi antiproliferativni aktivitou komplexu 9b (viz Obr. 19).

61



6 ZAVER

Mechanismus ucinku protinadorovych koordinacnich sloucenin na bazi platiny je
velmi slozity a komplexni proces. Vazba na DNA je vSak pro vétsinu Pt komplexa
klicovou slozkou jejich mechanismu pisobeni, a proto byla studovana i v této praci.
Interakce s DNA byly zkoumany u nové Pt(II) komplexni slouceniny 9b, ktera stejné
jako cisplatina obsahuje dva chloridové ligandy. Vazba na DNA byla charakterizovana
pomoci ruznych pfistupt, které mély za cil zjistit, jak modifikace komplexem 9b
ovlivni strukturu a stabilitu DNA a déle také procesovani DNA bunéénymi enzymy.

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo provedeno mnoho experimentu, které
pomohly odhalit mechanismus vazby komplexu 9b na DNA, coz naznacuje, ze
vSechny cile této prace byly naplnény. Studovana komplexni sloucenina ovlivnila
strukturu a stabilitu DNA jinak nez cisplatina. Modifikace DNA komplexem 9b
zpusobila celkové mensi poskozeni této molekuly. Komplex 9b mél vSak vétsi vliv na
DNA topoisomerasu I a RNA polymerasu pravdépodobné diky objemnym ligandiim,
které tento komplex obsahuje. Zajimavé je, ze v n¢kterych experimentech vykazoval
studovany komplex podobné vlastnosti jako transplatina, 1 kdyz se jedna o slouceninu,
ktera byla vytvorena jako analog cisplatiny.

Prestoze v této praci bylo pro studium mechanismu ucinku komplexu provedeno
mnoho metod, bylo by mozné interakce s DNA studovat i za pomoci dalSich
experimenti — napf. replikacni mapovani Pt-DNA adukt, studium oprav DNA
modifikované komplexem ¢i rozpoznani Pt-DNA adukti proteinem HMGBI.
Realizace téchto metod by vSak ptesahla rozsah této prace a metody provedené
v experimentalni casti jsou dostatecné k popsani interakci komplexu 9b s DNA.

Chemoterapie je stale jednou z nejvice pouzivanych metod pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni. Mnoho pacientl s karcinomy je v dnesni dobé stale 1éCeno klasickymi
Pt(Il) komplexnimi slouceninami, které jsou v klinické praxi pouzivany jiz od
minulého stoleti (Lebwohl & Canetta, 1998). Komplex 9b studovany v této praci je
jednim z mnoha piikladi koordina¢nich sloucenin obsahujicich ve své struktuie
platinu, které jsou studovany pro své potencionalni protinadorové ucinky. Pro pokrok
v nadorové terapii je dulezité ziskavani poznatkti o mechanismus t¢inku komplexti na
molekularni urovni, aby mohlo neustale dochazet k vylepsovani 1é¢ebnych strategii.
Vysledky ziskané v této praci mohou poskytnout vétsi zakladnu pro navrh novych

protinadorovych komplexnich sloucenin a také novych chemoterapeutickych strategii,
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které jsou cCasto zatizeny rezistenci organismu k lé¢ivu ¢i mnoha nezadoucimi

vedlejsimi ucinky, které zhorSuji kvalitu zivota pacientu.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAS
ADC

ATP
BCRP
CD

CTP
DCA
DMEM

GSTs
GTP
HCT116

HER2
HMG protein

ICso
ICL
ICP-MS

Atomova absorpcni spektrometrie
Konjugat protilatka-1éCivo (z angl.
antibody-drug conjugate)
Adenosintrifosfat

Efluxni transportér

Cirkularni dichroismus
Cyklopentadienylova skupina
Cytidintrifosfat

Dichloracetat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(kultiva¢ni médium)

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina
Etakrynova kyselina
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Elektroforetické méteni posunu mobility
Ethidium bromid

Fetalni hovézi sérum

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
Glutathiontransferasy

guanosintrifosfat

Nadorova linie karcinomu tlustého
stieva

Lidsky epidermalni receptor 2

Proteiny s vysokou pohyblivosti (z angl.
high mobility group protein)

Inhibi¢ni koncentrace

Mezifetézcové mustky

Hmotnostni spektrometrie s indukéné

vazanym plazmatem
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MCEF-7

MDA-MB-231

MMR

MTT

OC forma
PBS
PRR

PS

Ib
RNA
SC forma
SD
SDS
TAE
TBE
topol
Tris
ttDNA
UBF

UMP
UTP-y-AmNS

UVA
VEGF-A

Multirezistentni nadorova linie
karcinomu prsu

Nadorova linie triple negativniho
karcinomu prsu

Mechanismus opravy chybného
parovani bazi (z angl. mismatch repair)
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid

Relaxovana forma plasmidu

Fosfatovy pufr

Receptory rozeznavajici molekulové
vzory (z angl. pattern recognition
receptors)

fotosensitizér

Stupenl modifikace DNA komplexem
Ribonukleova kyselina

Superhelikalni forma plasmidu
Smeérodatna odchylka

Dodecylsulfat sodny

Trisacetatovy pufr s pfidavkem EDTA
Trisboratovy pufr s pfidavkem EDTA
Enzym DNA topoisomerasa [
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
DNA z teleciho thymu

Jaderny transkripéni  faktor RNA
polymerasy |

Uridinmonofosfat
uridin-5’-trifosfat-y-(sulfo-1-
naftyl)amid

Ultrafialové zateni typu A

Vaskularni endotelialni ristovy faktor A
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