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ABSTRAKT

Cisplatina (cis-diammindichloridoplatnaty komplex) patii k nejrozsifenéjSim a nejb&znéji
pouzivanym cytostatikim na svété. Velkého tspéchu dosahuje pii 1é¢bé nadorti varlat,
vajecniku a mocCového méchyte. Pies jeji obrovsky uspéch na poli 1écby nadorovych
onemocnéni se dostavuji nezadouci vedlejsi uCinky na organismus pacienta a Casto se
setkavame s problémem rezistence vué¢i tomuto cytostatiku pii jeho opakovaném podani.
Zavazna omezeni pii 1é¢beé vedla k syntéze novych platinovych komplext a v souvislosti s tim
se prikladal stale vétsi diraz na pochopeni mechanismu uc¢inku téchto 1é¢iv. Druhy izomer
diammindichloridoplatnatého  komplexu, transplatina (trans-diammindichloridoplatnaty
komplex), je z hlediska protinadorového G¢inku inaktivni, pozdé¢ji ale byla objevena fada
komplexi s trans-geometrii odstupujicich ligandti se slibnou protinadorovou aktivitou,
pusobicich na Sirsi spektrum nadorovych bunék in vitro a dokonce i aktivnich v bunikach
rezistentnich k cisplatin€. V téchto novych protinddorové ucinnych komplexech, derivatech
neuéinné transplatiny, byla nahrazena skupina NHj relativné objemnymi amino ligandy
(pyridin, isochinolin, chinolin, thiazol, iminoeter atd.). Charakteristickou vlastnosti vétSiny
protinadorové ucinnych 1é¢iv vytvofenych na bazi prechodnych kovu je jejich vazba na
molekulu DNA. Tato vazba vede ke zménam ve struktuie DNA a mtZze vyvolat apoptozu.
Bylo navrZzeno, ze sterické efekty relativné objemnych amino ligandid téchto novych
protinddorové ti¢innych derivatl netcinné transplatiny, hraji zdsadni roli v mechanismu vazby

téchto komplexti na DNA a nasledné v mechanismu jejich toxicity v nddorovych bunkach.

V ptedloZené praci byl studovan mechanismus uCinku nového komplexu odvozeného od
Klinicky neefektivni transplatiny, jmenovité trans-[Pt(NH,CHj3),Cl,]. V tomto komplexu byly,
na rozdil od dosud testovanych protinadorové u€innych derivatl transplatiny, skupiny NHs
transplatiny nahrazeny pouze malym, neobjemnym metylaminovym ligandem. Ukézali jsme,
Ze tato mala zména vyvolala vyrazné zvySeni cytotoxicity komplexu, stejné jako vyrazné
zmény v mechanismu jeho vazby k DNA. Také bunééna akumulace studovaného komplexu
korelovala s jeho zvySenou cytotoxicitou v nadorovych bunkach sensitivnich i rezistentnich

ke klasické protinadorové ucinné cisplating, jiz vyuzivané v klinické praxi.

Byla také studovéna stabilita 1,3-GNG vnitrofetézcového mustku tvofeného trans-
[Pt(NH,CHj3),Cl;] ve dvouietézcové DNA, ktery patii k hlavnim aduktim vytvofenym timto

komplexem na DNA. Objevili jsme, ze tento adukt vytvofeny V jednom vlakné



dvousroubovicové DNA, se velmi snadno transformuje na mezifetézcové mustky, a to
s vyrazné¢ mens$i sekvencni selektivitou, nez je tomu u stejného aduktu vytvoreného ve
dvousroubovicové DNA klinicky neucinnou transplatinou. Na zéklad¢ tohoto vysledku je
navrzena nova aplikace jednofetézcovych oligonukleotidi  obsahujich 1,3-GNG
vnitrofetézcovy mustek komplexu trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] v 'antisense’ nebo ‘antigene'

technologiich.

Posledni c¢ast doktorského studia byla zaméfena na studii role proteinu STAT3 (pfenasec
signalu a aktivator transkripce 3) v mechanismu biologického plisobeni vybranych komplexa
platiny. Pro mnoho néadorovych onemocnéni je konstitutivni aktivace STAT3 spojena se
Spatnou prognézou. Zajimalo nds, zda modifikace konsenzuélni sekvence v DNA proteinu
STAT3 protinadorové ucinnym lé¢ivem (cisplatinou a pro srovnani klinicky neucinnou
transplatinou) mize ovlivnit vazebnou aktivitu tohoto transkripéniho faktoru in vitro. Protein
byl izolovan jako rekombinantni protein s histidinovou kotvou v burikach E. Coli. Pomoci
gelové elektroforézy (electrophoretic mobility shift assay) jsme zjistili, Ze adukty vytvorené
v konsenzualni sekvenci v DNA cisplatinou inhibuji vazbu STAT3 ke konsenzualni sekvenci
mnohem vice, nez adukty klinicky neefektivni transplatiny. Navrhujeme, ze schopnost aduktt
vytvofenych komplexy platiny v konsenzualni sekvenci v DNA proteinu STAT3 by mohla

byt faktorem ovliviiujicim protinddorovou Gc¢innost této tiidy cytostatik.



ABSTRACT

Cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(I1)] belongs to one of the most widespread and
most commonly used cytostatics in the world. A great success is achieved in the treatment of
testicular, ovarian and bladder cancers. Despite its huge success in the treatment of cancer,
adverse side effects have been observed on a patient and often problems are encountered in
terms of acquired resistance during repeated administration. Severe limitations associated
with the treatment led to the synthesis of new platinum complexes with an increasing
emphasis on understanding the mechanism of action of these drugs. The other isomer of
diamminedichloridoplatinum(lIl), transplatin  [trans-diamminedichloridoplatinum(ll)] s
inactive in terms of antitumor effect, but later a number of complexes with trans geometry of
leaving ligands were discovered with a promising anti-tumor activity, acting on a wider
spectrum of tumor cells in vitro and even effective in cells resistant to cisplatin. In these novel
antitumor active complexes, derivatives of ineffective transplatin, NH3; group was replaced by
a relatively bulky amino ligands (pyridine, isoquinoline, quinoline, thiazole, imino ether, etc.).
A characteristic feature of most antitumor drugs developed on the basis of transition metals is
their coordinative binding to the DNA molecule. This binding leads to changes in the
structure of DNA and can induce apoptosis. It has been suggested that steric effects of the
relatively bulky amino ligands of these new antitumor derivatives of ineffective transplatin,
play an essential role in the mechanism of binding of these complexes to DNA and

subsequently in their mechanism of toxicity in tumor cells.

In the present work, we studied the mechanism of action of the new complex derived from
clinically ineffective transplatin, namely trans-[Pt(NH,CHz3),Cl;]. In this complex, the NH;
groups of transplatin was, unlike in the previously tested antitumor derivatives of transplatin,
substituted by a small, unbulky methylamine ligand. We have shown that this small change
caused a significant increase in cytotoxicity of the complex, which correlated with significant
changes in the mechanism of its binding to DNA. Also the cellular accumulation of the
studied complex correlated with the increased cytotoxicity in tumor cells sensitive and

resistant to classical antitumor effective cisplatin already used in clinical practice.

The stability of 1,3-GNG intrastrand cross-link formed by trans-[Pt(NH,CH3),Cl] in double
stranded DNA was studied. This intrastrand cross-link represents one of the main adducts
formed by the complex in the DNA. We have discovered that this adduct formed in the

double-stranded DNA is easily transformed into interstrand cross-links, with a much smaller



sequence selectivity in comparison with the same adduct formed in double-stranded DNA by
clinically ineffective transplatin. Based on this result, we have proposed new applications of
single-stranded oligonucleotides containing 1,3-GNG intrastrand cross-link of complex trans-

[Pt(NH,CH3),Cl;] in "antisense™ or "antigene™ technologies.

The last part of the doctoral studies was focused on the study of the role of protein STAT3
(signal transmitter and activator of transcription 3) in the mechanism of action of selected
platinum complexes. For many cancers, the constitutive activation of STAT3 is associated
with poor prognosis. We wondered whether modification of the consensus sequence in the
DNA of STATS3 protein by anticancer efficient drug cisplatin can influence the binding
activity of this transcription factor in vitro. The protein was isolated as a recombinant His-
tagged protein in E. Coli cells. Using gel electrophoresis (electrophoretic mobility shift
assay), we found that adducts formed in the consensus DNA sequence by the cisplatin inhibit
the binding of STAT3 to the consensus sequence much more than the adducts of clinically
ineffective transplatin. We propose that the ability of the adducts formed by complexes of
platinum in the consensus DNA sequence of STAT3 protein could be a factor affecting the
antitumor activity of this class of antitumor drugs.
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1 UVOD

Druhou nejéastéjsi pii¢inou amrti v Ceské republice jsou nadorova onemocnéni. Roéné umira
na nadorova onemocnéni pies 27 tisic osob, coz predstavuje 23 % z celkové tmrtnosti.
Pficiny zmény zdravych bun€k v buiikky naddorové nejsou zatim zcela objasnény. Mize se
jednat o faktory téZce ovlivnitelné - genetické, onemocnéni sniZujici odolnost organismu
a veék. Pozornost je vénovana také chemickym latkdm v Zivotnim prostfedi a dale faktorim

ovlivnitelnym, jako koufeni, nevhodna strava ¢i nedostatek pohybu.

Vznik nadorového onemocnéni je nékolikastupiiovy proces. V buiice, prochazejici maligni
transformaci, lze pozorovat mutace v urcitych genech. Nadorova burka ziskava schopnost
neomezené¢ho rustu, rustu bez stimulace rustovymi faktory, nesmrtelnost, vytvaii

membranové antigeny pro ni specifické a velmi ¢asto vykazuje chromozomalni nestabilitu.

Zasadni podminkou Uspé$né 1é¢by je vCasna diagndza a terapie, kterd vyzaduje komplexni
ptistup. Kombinaci chirurgického zakroku, chemoterapie, pifipadné hormondlni terapie

a radioterapie mizeme dosahnout cilenych pozitivnich vysledk.

Pocatky novodobé protinadorové chemoterapie datujeme do 40. let 20. stoleti (Goodman et
al., 1984). Vychazelo se z pozorovani namoinikti zasazenych yperitem po naletu na piistav
Bari za 2. svétové valky. V National Cancer Institute (NCI) v USA byl poprvé v roce 1955
spustén program , The National Chemotherapy Program® a tak zapocal systematicky

screening novych lé¢iv (Chabner et al., 2005).



1.1 CISPLATINA

Na objevu cisplatiny (cis-diammindichloroplatnaty komplex, Peyroniv chlorid, cDDP) se
podilela ndhoda. V roce 1965 se americti védci pod vedenim biofyzika Barnetta Rosenberga
pokouseli studovat vliv elektrického pole na rist a déleni bakterii Escherichia coli. Do
nadoby s bakteriemi v zivné pud¢ obsahujici roztok chloridu amonného ponofili platinové
elektrody a vlozili mezi né elektrické napéti. Vysledkem bylo zastaveni bunécného dé€leni
a pozdé¢ji se ukézalo, Ze za tento efekt jsou zodpovédné produkty elektrolyzy na platinovych
elektrodach.

Tento objev vedl Rosenberga k syntéze dalsSich jednoduchych sloucenin platiny, mezi nimiz
byla i cisplatina (Rosenberg et al., 1969). Zavedeni cisplatiny do klinické praxe nebylo
jednoduché. Prvni klinické testy prokazaly fatalni nefrotoxicitu, gastrointestinalni,
hematologické a otologické nezddouci ucCinky. AZ posléze se podafilo nefrotoxicitu snizit
hyperhydrataci a forsirovanou diurézou (Klener, 2010; Vaisrub, 1979).

V roce 1978 byla cisplatina oficialn¢ schvalena FDA (Sprava potravin a 1é¢iv) v USA pod
nazvem Platinol a zavedena do klinické praxe. V soucasnosti je jednim z nejucinngjSich
a nejbéznéji pouzivanych cytostatik v 1é¢bé fady karcinomt, zejména karcinomt varlat,
ovaria, hlavy, krku, mo¢ového méchyie a malobuné¢ného karcinomu plic.

Ptes obrovsky uspéch na poli 1écby rakoviny je aplikace cisplatiny spojena s fadou omezeni.
Nédory tlustého stfeva a prsu jsou nejéastéjsimi nadory nejen v Ceské republice. Na tyto
nadory cisplatina neptsobi, také uspeSnost 1é€by metastaz je nizka. Naptiklad kolorektalni
a nemalobuné¢né karcinomy plic jsou vUci cisplating pfirozené rezistentni, nddory vajecniku
a malobunécnych karcinomi plic mohou rezistenci po opakované 1écbé ziskat. DalSim
limitujicim faktorem cisplatiny je jeji toxicita. Akumulace v ledvinach vyvolava vazné
poskozeni (nefrotoxicitu), neméné zavaznou komplikaci piedstavuje poSkozeni nervového
systému (neurotoxicita), poskozeni krvetvorby, kostni diené, ztrata vnimani zvukt a alergické
reakce (Cvitkovic et al., 1977).

Tato vSechna omezeni a nezddouci UcCinky se staly podnétem pro vyzkum a vyvoj novych

protinadorove ucinnych komplext platiny s nizsi toxicitou a Sir§im spektrem pouZiti.
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1.1.1 Cilové misto plisobeni cisplatiny

Po objevu protinadorovych vlastnosti cisplatiny zapoc¢al vyzkum mechanismu jejiho pisobeni
a urCeni cilového mista v bunikach. Uz profesor Rosenberg pozoroval filament6zni rust bunék
bakterie Escherichia Coli (Rosenberg et al., 1969), coz je charakteristickym projevem
poskozeni DNA. Lyze bunék E. Coli obsahujici bakteriofaga A po aplikaci cisplatiny
(Reslova, 1971), sledovani inhibi¢niho efektu cisplatiny na syntézu DNA, RNA a proteint
inkorporaci radioaktivné znacenych prekurzord (Harder et Rosenberg, 1970), vazba
radioaktivné znacené cisplatiny na jednotlivé biomakromolekuly (Akaboshi et al., 1992).
Vsechny tyto experimenty, a pozdéji 1 dalsi, byly nezvratnym dikazem toho, Ze cilovym

mistem pro cisplatinu je DNA.

cytosine (C)

/2 guanine (G)
<”N’ H
. 3«
"N

\ LNJ:'Z/ adenine (A)

,é? 6‘“1“

HN3 ﬂ/ thymine (T

O=pP—
‘ =  Mista pfipadné platinace (.

ﬂ: Dalsi mozna vazebna mista

Obr. 1: Vazebna mista platiny na DNA (Pfevzato a upraveno: Elena Pantoja Lopez, 1978).

1.1.2 Mechanismus ptsobeni v bufice

Cisplatina se pacientim podava intravendzné€ v roztoku obsahujicim chloridové ionty.

V krevnim fecisti je vysoka koncentrace chloridovych iont (~100 mM) a cisplatina ziistava z 93
% ve stabilni dichloroformé&. Do bunky, kde je nizsi koncentrace chloridovych iontl (~3-20 mM),
pronikd pasivni diftizi, nebo pomoci aktivniho transportu membranovym pfenasecem pro ionty
medi (Ctrl). Dochazi k hydrolyze cisplatiny za vzniku hydratované (pozitivn€ nabité) formy, ktera

je vysoce reaktivni s bunéénymi komponenty (Kelland, 2007).
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Obr. 2: Mechanismus pasobeni cisplatiny (pievzato a upraveno: DNA and RNA Binders, From Small
Molecules to Drugs, 2003).

1.1.3 Adukty cisplatiny na DNA

Cisplatina se v aktivni aqua form¢ kovalentn¢ vaze do velkého zlabku DNA na N7 guanin
nebo adenin (Jung et Lippard, 2007). Po odstoupeni chloridového ligandu a vymén¢ za vodu,
vznika kladné nabity monoaqua komplex, ktery je pfitahovan k zaporné nabité DNA. Voda je
nahrazena atomem baze a je vytvofen monofunkéni komplex. Pokud se v blizkosti aduktu
nachazi dalsi reaktivni misto, dojde k formaci bifunkéniho mustku a to mezifetézcového, nebo
vnitrofetézcového.

Nejcastéjsim aduktem jsou mustky vnitrofetézcoveé, hlavné mezi sousednimi guaniny (1,2-
GG; zhruba 65 %) a mezi adeninem a guaninem (1,2-AG; 25 %). 1,2-GG vnitrofetézcovy
mustek je povazovan za pfic¢inu protinadorového pilisobeni cisplatiny, vyvolava strukturalni

zmény, jako rozvijeni duplexu v mist¢ modifikace o 23°, ohyb osy o 35-40° smérem
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k velkému zlabku a zkracovani dvousroubovice (Commer et Lippard, 1993). Mezifetézcové
mustky, kterych cisplatina tvoii pomérmné mélo (6 %) vyvolavaji vyraznou distorzi na DNA
s uhlem rozvinuti 79°, ohybem do malého zlabku 50° a lokélni konverzi na levotoc¢ivou formu

(Coste et al., 1999).

Obr. 3: Hlavni adukty tvotené cisplatinou; mezifetézcové mustky, 1,2- vnitrofetézcovy mustek, 1,3-
vnitrofetézcovy mustek, protein-DNA interakce (pfevzato a upraveno: Gonzales et al., 2001).

1.1.4 Vliv vazby cisplatiny na funkci DNA a odpovéd’ bunky

Po vazb¢ cisplatiny na DNA dochazi k naruseni nejen DNA samotné, ale i funkci s DNA
spojenych, replikace a transkripce. Nasledkem toho se spousti bunééné mechanismy snazici se
naruseni opravit, zastavuje se bunéény cyklus a mize dojit az ke smrti buniky. Cisplatina,
inhibice transkripce, objevena pifi studiu bunék leukemie L1210 pfi inkubaci bunék
s cisplatinou. Bunky prosly S fazi, ale zastavily se v G2 fazi bunécného cyklu. Pii nizsi
koncentraci cisplatiny byl bunéény aparat schopny naruseni opravit, pii koncentraci vyssi
bunky ztistaly v G2 fazi nasledujicim spusténim apoptozy (Sorenson et al., 1990).

Schopnost blokovat syntézu RNA piimo souvisi s protinddorovou ucinnosti. Muze dojit
k vychytavani transkripénich faktorti cisplatinou, a proto nedochazi k iniciaci transkripce,
adukt cisplatiny také miiZe stéricky branit RNA polymeraze v postupu podél transkribovaného
feté¢zce, nebo se narusi struktura ¢i mobilita chromatinu. Tyto tfi hypotézy se vzdjemné

nevylucuji (Todd et Lippard, 2009).

13



Po inkubaci bunék s cisplatinou se okamzit¢ aktivuje proces vedouci k opravé poskozeni.
Bunika obsahuje reparacni mechanismy dovolujici zachovani integrity genomu schopnosti
odstranit poskozeni vznikld na DNA, at' jiz po pusobeni nezddoucich latek z okolniho
prostiedi, nebo vlivem UV zafeni, ¢i po pusobeni protinddorovych terapeutik na bazi
cisplatiny. Pravé aktivace repara¢nich mechanismt v nadorovych buiikdch pak vyznamné
snizuje 1éCebny efekt cisplatiny.

Nukleotidova excizni oprava (NER) je pro organismy nesmirné dilezita. NaruSeni tohoto
procesu muze mit fatalni néasledky s vyskytem dédicnych onemocnéni. Mutace genti XPA,

XPG zapricinuji autozomalné recesivni dédicné onemocnéni xeroderma pigmentosum.

Mechanismus NER eukaryotickych bunék je znazornén na Obr. 4.

Ve vsech organismech v§ak NER zahrnuje nésledujici kroky:

- rozpoznéani poskozeného mista

- navazani multiproteinového komplexu na poskozené misto

- rozStépeni fetézce na obou stranach poskozeni ve vzdalenosti nékolika nukleotida
- odstranéni vystépeného fragmentu

- doplnéni vzniklé mezery pomoci DNA polymerazy

- spojeni nového useku s DNA — ligace
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Obr. 4: Model drahy nukleotidové excizni opravy DNA. (Pievzato: Adebanke et al., 2011).

Poskozeni DNA je rozpoznano komplexem proteini XPC-hHR23B, které se vazi na poskozeny
tetézec DNA, nasledn¢ dochazi k vazbé komplexu proteinti TFIIH, XPB, XPD, RPA, XPA, XPG,
transkripéni faktor TFIIH obsahuje dva faktory s helikazovou aktivitou — XPB (ve sméru 3'- 5")
a XPD (ve sméru 5'- 37), za piitomnosti ATP zpusobi lokalni odvinuti DNA fetézci, jez je
stabilizovano replikacnim proteinem RPA, ktery vyhled4 a obsadi neposkozeny fetézec. XPA protein
zajisti interakce mezi jednotlivymi proteiny v komplexu a davd moznost uskupeni proteint
s endonukleazovou aktivitou XPG a XPF-ERCC1. Substrat v rozsahu 32 nukleotidi je poté vyStépen
specifickou endonukleazou XPG na 3" konci a XPF-ERCC1 na 5" konci od mista poSkozeni. Dochazi
k odstranéni vystépeného mista a dosyntetizovani DNA ptisobenim DNA polymeraz a replikacnich
faktord PCNA, RFC a DNA ligaz.

Pokud by ale k opravé poskozeni doslo rychle, cytostaticky efekt cisplatiny by byl zna¢né
redukovany. Proto bylo zjevné, Ze existuje néjaky proces v buiice, ktery rychlé opravé
zabrani. Skupina proteint HMGB1 a HMGB2 (High Mobility Group, proteiny skupiny
vysoké pohyblivosti) maji schopnost rozpoznat a vdzat se na DNA modifikovanou
cisplatinou. Tyto nehistonové chromozomadlni proteiny se hojné vyskytuji v jadie
eukaryotickych bunék, podileji se na utvaieni vysSich struktur DNA a funguji také jako
signalni molekuly v geneticky fizenych opravnych drahach (Grosschedl et al., 1994).
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Obr. 5: Schématické znazornéni funkce HMG proteinti (Pfevzato a upraveno: Zamble et Lippard,
1999).

HMG proteiny selektivné rozpoznavaji 1,2-GG a 1,2-AG vnitrotetézcovy mustek cisplatiny.
Vazi se predev§im do malého zlabku naproti aduktu cisplatiny. Mezifetézcové mustky jsou
proteiny s HMG doménou rozpoznavany také, ale s mensi afinitou. 1,3-vnitroretézcové
mustky a monofunkéni adukty cisplatiny vSak rozpoznavany nejsou (Brabec et Kasparkova,
2003). Teorie vysvétlujici chovani HMG proteint jsou nasledujici. HMG protein se vaze na
adukt cisplatiny a tim ho chrani pfed opravnymi mechanismy, nebo se HMG proteiny vazi
s podobnou afinitou ke svym pfirozenym vazebnym mistim jako k aduktim cisplatiny, ¢imz

jsou od¢erpany z prostiedi a neplni funkci v regulaci transkripce (Zamble et Lippard, 1999).

16



1.2 TRANSPLATINA

H3N Cl Jelikoz transplatina byla jiz od pocatku vyzkumu

- L

.. .- protinadorovych 1€¢iv povazovdna za inaktivni, vétSina
/ Pt\ védcti se zaméfovala na zkoumani geometrie Cis a také na
Cl NH3 vyvoj a vyzkum dalSich cytostatik scis konfiguraci.
Transplatina je inaktivni in vivo a zna¢né méné cytotoxicka in vitro nez cisplatina. Tato
skutecnost je vysvétlend mensSi inhibici replikace a transkripce po oSetfeni bunék
transplatinou. Transplatina pii replikaci zastavuje DNA polymerazu méné selektivné, proto
adukty transplatiny ovliviiuji replikaci mnohem méné nez adukty cisplatiny (Comess et al.,
1992). RNA polymerazy, zajistujici pribéh transkripce, dokazi vnitrofetézcové mustky
tvofené transplatinou pfekonat pomérné snadno, zato bifunkéni adukty tvotfené cisplatinou
vyznamné inhibuji transkripci platinované DNA (Corda et al., 1992). Poskozeni bunék
transplatinou je také mnohem rychleji opravovano.
Odstupujici ligandy transplatiny jsou stericky usporadany tak, ze tento komplex nemtize
vytvafet mistek mezi N7 atomy dvou sousednich purint v jednom fetézci dvousroubovicové
DNA, transplatina tedy netvoii adukty 1,2-vnitrofetézcové mustky, jeZ jsou povazovany za
vysvétleni protinadorového efektu cisplatiny. Bylo prokazano, ze transplatina indukuje tvorbu
monoaduktti, které jsou velmi uc¢inné opravovany, nebo podléhaji dalsimu formovani DNA-
DNA mustku stejné tak jako DNA-protein mistkt. Nedostatek protinadorové aktivity trans-
platnatych sloucenin miize byt tedy spojeno s preferen¢ni vazbou k sérovym proteinim
a ucinnou biodegradaci téchto latek v jatrech, coz vylucuje moznost ptitomnosti aktivni formy
1é¢iva v mistech nadoru (Kelland et al., 1995). HMGI proteiny nerozpoznavaji adukty této
slouceniny, které jsou navic velmi odlisné od cisplatiny a maji vyssi sklon k destabilizaci
glutationem.
Transplatina také velmi ochotné tvofi zna¢né mnozstvi mezifefetézcovych mustkii mezi
cytosinem a guaninem ve dvojSroubovici DNA, ale tato formace neméni vyrazné stabilitu
a strukturu DNA (Kalinowska et al., 2008).
Transplatina je kineticky vice reaktivni nez cisplatina, coz pfispiva k jeji deaktivaci (Brabec et
Leng, 1993).
Platinové komplexy, véazajici se k DNA odliSnym zptisobem od klasické ciplatiny, mohou
vykazovat odlisné farmakologické vlastnosti. V letech 1990 apatie vici trans-platinovym

komplextim skoncila. Byla objevena fada komplext transplatiny s vysokou protinadorovou
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aktivitou a pisobici na rozsahlejsi spektrum nadorovych bunék in vitro. Nékteré trans-
komplexy byly dokonce aktivni i v bunikach rezistentnich k cisplatiné. Pfi mechanistickych
studiich, vyuZivajicich transplatinova analoga, je teorie aktivace trans-geometrie
Vv protinadorovych bifunk¢nich platinovych komplexech zalozena na chemické modifikaci
neefektivni transplatiny za vzniku stabilniho mezifetézcového muistku nebo na vyssi efektivité
tvorby vnitrofetézcovych mustka (Kasparkova et al., 2003).

V roce 2006 bylo objeveno, Ze transplatina samotna vykazuje po ozafeni v nadorovych
bunikach téméi stejné efektivni cytotoxicitu jako cisplatina. Chemické studie ukazaly, Ze
svétlo aktivuje oba chloridové ligandy a vysoce zvySuje tvorbu mezifetézcovych mistkl

a DNA-protein mustku, které se za tmy netvoti (Heringova et al., 2006).

1.2.1 Vazba transplatiny na DNA

Vymeéna prvniho chloridového iontu za vodu probiha u transplatiny rychleji nez u cisplatiny
diky vétsimu trans-efektu chloridovych ionti ve srovnani s NHj, zato rychlost druhé
hydrolyzy je o dva tady nizsi nez u cisplatiny (Legendre et Chottard, 1999). Prvnim krokem
vazby transplatiny na DNA je formace monofunkéniho aduktu, ktery muize dale reagovat
utvofenim aduktu bifunkéniho. Tato reakce byla poprve identifikovand nuklearni
magnetickou rezonanci a atomovou aborp¢ni spektrometrii po separaci na vysokotlaké
kapalinové chromatografii, enzymaticky naStépené, transplatinou modifikované DNA
(Eastman et Barry, 1987). Uzavirani monofunkénich aduktii do bifunkénich je pomalé (pouze
80 % za 48 hod), relativné velka ¢ast adukti zustava monofunkénich.

Hlavnimi adukty transplatiny jsou mezifetézcové mustky (12 % v linearni DNA) pfednostné
tvofené mezi deoxyriboguanosinem a komplementarnim deoxyribocytosinem. Tento adukt
ohyba DNA o 26° smérem k velkému zlabku a rozviji DNA o 12° (Kartalou et Essigmann,
2001). V B-DNA konformaci je N7 guanin v hlavnim zlabku a navazana platina je tedy
umisténd ven z helixu. Po utvofeni monofunkéniho aduktu musi tento adukt rotovat okolo
glykosidové vazby a prejit z konformace anti do konformace syn (viz Obr. 6), aby mohlo
reagovat s komplementarnim N3 cytosinem (Paquet et al., 1999).

Popsany byly mustky vnitrofetézcové, vznikajici vazbou transplatiny na dva guaninové

zbytky separované tieti bazi, stabilni pouze v jednofetézcové DNA.

18



Obr. 6: Mezifetézcovy mustek transplatiny mezi guaninem a komplementarnim cytosinem. Cytosin je
v konformaci anti, guanin v konformaci syn.

Formaci dvoufetézcové DNA se spousti pieusporadani muistku vnitrofetézcového na mustek
mezifetézcovy a tato reakce je nevratna (Malinge et Leng, 1999). Transformace je zavisla na
sekvenci bazi v blizkosti vnitrofetézcového mustku, a také na pfitomnosti purinu ¢i

pyrimidinu jako komplementarni baze k bazi vyskytujici se mezi guaniny (viz Obr. 7).
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Obr. 7: Schéma preuspofadani mistku vnitrofetézcového na mistek mezifetézcovy
u transplatiny. (G1,G3)-vnitrofetézcovy mistek je tvoren v reakci s jednofetézcovou DNA v sekvenci
GNG a transplatinou.
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1.2.2 Ptehled analogii transplatiny

1.2.2.1 Trans-Pt(I1)Cl, komplexy s iminoetherovym ligandem

Nahrazeni jednoho nebo dvou neodstupujicich aminovych ligandi v transplatiné
iminoetherovou skupinou vedlo kvyrazné vyssi cytotoxicité. Iminoetherové ligandy
predstavuji alifatické a aromatické aminy s vyssi lipofilicitou a s tim souvisejici 1 vySsi
akumulaci téchto komplext v buiitkach A2780 a A278cisR (rezistentnich k cisplating).

Tato analoga tvofi mensi mnozstvi mezifetézcovych mustki a ve vétsi mife zlstavaji ve
form¢é monofunkéniho aduktu s ohybem DNA o tihel 20° smérem k malému zlabku (Coluccia
et al., 1999). Tyto monofunk¢ni adukty vytvafi DNA-protein mustky ovliviiujici DNA
polymerazu in vitro pii replikaci DNA, ¢imz dochéazi k hor§im opravam pomoci NER
(Novakova et al., 2003). Adukty nejsou rozpoznavany HMG proteiny a jsou odstranovany
pomoci NER, podobné jako adukty cisplatiny. Poskozeni vyvolané témito komplexy je
nedenaturujiciho charakteru podobné jako u cisplatiny, ale odliSné od transplatiny, u které
dochazi k denaturaénim zménam po modifikaci DNA. Komplexy jsou schopny zastavovat
syntézu RNA na stejnych mistech a s podobnou frekvenci jako adukt tvofeny cisplatinou

(Zaludova et al., 1997).

1.2.2.2 Trans-platnaté komplexy s planarnimi aminy

Trans-[PtCI2(L)(L")] (L = NHs, L= pyridin, pikolin, chinolin, isochinolin nebo thiazol;

L = L" = pyridin, thiazol) komplexy se stericky objemnymi planarnimi aminy vykazuji
zvySenou cytotoxicitu v riznych typech bunéénych liniich v porovnani s transplatinou,
cisplatinou a bunikami K cisplating rezistentnimi (Farrel et al., 1992). Vhodné umisténé
vodikové atomy v kruhu vytvaii stérickou zabranu, ¢imz snizuji chemickou reaktivitu
komplexti. Pfedpokladané povrchové a ,stacking® interakce probihaji pomoci vodikovych
vazeb spojenych s NH3 skupinami. Tyto komplexy jsou pievazné monofunkéni s rychlosti
vazby podobné transplatiné. Také rychlost uzavirani bifunkéniho aduktu je srovnatelna
s transplatinou. Tvofi vSak vice mezifetézcovych mustkd, které nejsou snadno odstraiiovany
NER, pretrvavaji delsi dobu a tim se zvySuje jejich toxicita v nadorovych bunkach (Brabec et
Kasparkova, 2005).
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1.2.2.3 Trans-karboxylato platnaté komplexy

Komplexy, obsahujici dva halido anionty (Cl a Br) jako labilni odstupujici ligandy, jsou
charakterizovany vysokou aktivitou, ale i komplexy se stabilnéjSimi ligandy mohou byt
aktivnimi, jako napiiklad druhd generace platinovych chemoterapeutik, karboplatina,
oxaloplatina a nedaplatina obsahujici kineticky inertni ligandy. Proto po nahrazeni halido
aniontti karboxylato ligandy dochazi nejen K jejich vyssi rozpustnosti ve vodég, ale jsou také

stabilng&jsi vuci hydrolyze (Kalinowska et al., 2008).

1.2.2.4 Trans-platnaté komplexy s neplanarnimi heterocyklickymi ligandy

Tyto komplexy zahrnuji komplexy s piperazinem, piperidinem a metylpiperidinem.
Komplexy jsou rozpustné ve vodég, pozitivné nabity a vykazuji vysokou cytotoxicitu obzvlasté
K ovarialnim nadorovym liniim rezistentnich k cisplatiné. Cytotoxicita byla testovana
V riznych bunéénych liniich, K cisplatiné sensitivnich i rezistentnich. Bun&tné linie byly
vybrany na zékladé riznych mechanismi rezistence k cisplating: redukovany transport
komplexti, zvySeny obsah redukovaného glutationu, zvySend oprava DNA ¢i tolerance
a kombinace snizené akumulace komplext v buiikéch se zvySenou opravou DNA ¢i toleranci
(Kalinowska et al., 2008).

Komplexy tvofi vice mezifetézcovych mustkii nez transplatina, a tyto mistky modifikuji
DNA konformaci odliSnym zplsobem, nez adukty transplatiny. Nahrazenim aminoskupiny
transplatiny heterocyklickym ligandem doSlo ke zvySeni stability 1,3-GXG vnitrofetézcového
mustku a tvofené mustky byly méné rozliSeny NER, coz vysvétluje jejich vysokou toxicitu
(Kasparkova et al., 2003).

Komplexy prostupuji bunéénou membranou mnohem snadnéji a snadnéji se vazi k DNA

(Kalinowska et al., 2008).

1.2.2.5 Trans-platnaté komplexy s alifatickymi aminy a/nebo heterocyklickymi ligandy

Montero et al. nasyntetizovali a popsali novou skupinu trans-PtCl, komplext
s asymetrickymi alifatickymi aminy. Vykazuji stejnou nebo dokonce 1 vyssi cytotoxicitu viuci
nadorovym liniim k cisplatiné sensitivnim | rezistentnim. Ramos-Lima et al., modifikovali
transplatinu nahrazenim jedné aminoskupiny planarni heterocyklickou skupinou a druhou
aminoskupinu nahradili alifatickym ligandem. Tyto komplexy byly vice rozpustné ve vodé
a vykazovaly vyssi cytotoxicitu k ovaridlnim nadorovym liniim rezistentnich i sensitivnich

K cisplating, nez cisplatina samotna.
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1.2.2.6 Trans-platic¢ité komplexy

Mnozstvi nasyntetizovanych trans-plati¢itych komplext je velmi Siroké. Napiiklad Kelland et
al. nasyntetizovali asi 25 trans-plati¢itych komplexti a jejich trans-platnaté protéjsky
a srovnali tyto komplexy na zaklad¢ protinadorové aktivity in vitro a in vivo. Vyznamnou roli
u téchto latek hraje oxida¢ni stav platiny, ktery se odrazi v jejich geometrii a reaktivite.
Platicit¢ komplexy podl€haji substitu¢nim reakcim pomaleji, nez komplexy v oxida¢nim
stavu I, coz ma za nasledek vyssi metabolickou stabilitu a s ni spojenou niz$i toxicitu
a redukci zavaznych vedlejsich G¢inkt na organismus ¢lovéka (Kalinowska et al., 2008). Je
znamé, ze k aktivaci plati¢itych komplext je nezbytné jejich redukce na oxidacni stav IL
Kinetickd inertnost a modifikace axialnich ligandl zvySuje pravdépodobnost uUspéSného
transportu aZ do mista nadoru. Naptiklad modifikaci axialnich ligandli mizeme dosdhnout
toho, Ze se komplex dostane do nddorové bunky jesté pted jeho redukci na aktivni platnaté
stavy.

Také nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti komplext jako lipofilicita a redukéni potencial
jsou spjaty s charakterem axialnich ligandi. Nejvice aktivnimi se ukazaly komplexy
s axialnimi ligandy OH (Kalinowska et al., 2008). Plati¢it¢ komplexy jsou vSeobecné
oznacovany jako proléciva.

Plati¢ité komplexy S cis-geometrii odstupujicich ligandti zahrnuji oxoplatinu pouzivanou
napt. k 1écb¢ kolorektalniho karcinomu, iproplatinu, ornaplatinu a satraplatinu, které
podstoupily fazi klinickych zkou$ek. Satraplatina je peroralni platinovy derivat 3. generace
s omezenou nefrotoxicitou, ototoxicitou a hematologickou toxicitou. Vykazuje minimalni
zkfizenou resistenci s cisplatinou a karboplatinou. Potencuje ucinek radioterapie, ale ptes
vyhody perordlniho uZiti nejsou doklady o jeji vyS$i UC€innosti ve srovndni s jinymi

platinovymi derivaty (Wheate et al., 2010).

1.2.2.7 Polynuklearni platinové komplexy

Profesor Farrell vroce 1988 poprvé zvetejnil dvojjaderny komplex cisplatiny, kdy dvé
podjednotky cisplatiny byly spojeny flexibilnim diaminovym fetézcem. Komplex byl
elektricky neutralni, avSak jeho nevyhodou byla nizkd rozpustnost ve vod¢ (Farrell et al.,
1988).

Polynuklearni platinové komplexy patii nyni mezi nové pfipravovand protinddorova léciva.
Jejich struktura je charakterizovana dvéma nebo vice atomy platiny spojenymi riiznymi typy
ligandli. Tyto komplexy vytvareji ve srovnani s cisplatinou strukturné odlisné adukty, tzv.

mustky dlouhého dosahu piesahujici pies né€kolik part bazi a zplisobuji rozsahlejsi poskozeni
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DNA (Mangrum et Farrell, 2010). Pfes bunénou membranu pronikaji pomérné snadno
pomoci aktivniho transportu ¢i usnadnénou diftzi. Akumuluji se v jadie, kde se vazi na DNA
a Vykazuji vysokou protinadorovou uc¢innost z divodu tvorby mistkil s dlouhym dosahem.
Narozdil od cisplatiny také vytvaii vice mezifetézcovych mustka (Roberts et al., 1999).
Nejznaméjsim polynuklearnim komplexem je komplex BBR3464 (triplatin tetranitrat), ktery
podstoupil jiz II fazi klinickych zkousSek. Dalsi klinické testy této latky byly pozastaveny

kvuli jeji snadné degradaci v krevnim fecisti a nezadoucimu vlivu na organismus.
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Obr. 8: Struktura trinuklearniho platinového komplexu BBR3464

1.2.2.8 Trans-platinové komplexy s riznymi typy ligandt
Jedna se naptiklad o komplexy s ligandy obsahujicimi DMSO, oximy, pyrazoly a fosforecné
skupiny.
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1.3 PLATINOVANE OLIGONUKLEOTIDY V ANTISENSE A
ANTIGENE STRATEGII

1.3.1 Antisense a antigene oligonukleotidy

Nositelkou genetické informace je téméf vzdy deoxyribonukleova kyselina, replikovana
a transkribovana do mRNA pokracujici v translaci do proteind. Idea regulace genové exprese
uzitim oligonukleotidii vychazi z praci Zamecnik et Stephenson z roku 1978. Objevili, ze
synteticky oligonukleotid (13-mer), komplementarni k 3’a 5’terminalni sekvenci Rous
Sarkoma viru 35S, je schopny inhibovat produkei viru v infikovanych kufecich embyonalnich
vazat in vivo kjejich komplementarni sekvenci v MRNA nebo DNA a ovlivnit dulezité
bunééné procesy (Malinge et Lenge, 1999). Oligonukleotidy jako chemoterapeutika se
dostavaji do poptedi z4jmu vyzkumu kviili jejich schopnosti:
- zabranit translaci — antisense strategie (Stein et Cheng, 1993)
- narusit transkripci a replikaci — antigene strategie (Thuong et Helene, 1993)
- stat se pfirozenymi RNA molekulami schopnymi sestiihu ¢i $tépeni dalSich RNA
molekul — cileni ribozymi (Lippert et Leng, 1999)
- vysoce specifické vazby k proteinim — aptamery (Ellington et Szostak, 1990)
- vystupovat jako dvoufetézcové RNA komplementarni ke koédujim regionim genti
(Fire et al., 1998).

Antisense a antigene strategie vyuzivaji schopnosti oligonukleotidi tvofit duplex
s jednotetézcovou DNA nebo RNA na zakladé Watson-Crikové hybridizace, nebo triplex
S dvoufetézcovou DNA nebo RNA na =zdkladé Watson-Crikové hybridizace
a Hoogsteenového parovani bazi (Malinge et Lenge, 1999). Antigene strategic vyuziva
oligonukleotidy s nejméné 15 bazi obsahujici pouze pyrimidiny, rozeznavajici specifické
sekvence dsDNA formaci triplexu (Lippert et Leng, 1999). Tteti fetézec (Hoogsteenovy) se
vaze podél hlavniho Zlabku v paralelnim nebo anti-paralelnim sméru (Malinge et Lenge,

.....

Leng, 1999, Cooney et al., 1988).
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Obr. 9: Baze zapojené do formace triplexti pomoci Watson-Crickového a Hoogsteenova parovani bazi
vV nemodifikované DNA a v DNA modifikované transplatinou

Antisense oligonukleotidy (ASO) jsou jednoduché fetézce DNA o délce obvykle 20
nukleotidti, které mohou byt chemicky modifikovany. Pofadi nukleotidi je navrzeno tak,
aby oligonukleotid na zakladé komplementarity bazi hybridizoval pomoci Watson-
Crickového parovani bazi s molekulou mRNA, ktera koduje pozadovany protein. ASO se
vyuzivaji pro modifikaci exprese specifickych gend in vivo a in vitro (Scanlon et al., 1995)
pomoci dvou hlavnich mechanismi. Po vytvofeni stabilniho heteroduplexu mezi ASO
a mRNA dochazi k aktivaci RNazy H, ktera rozstipe RNA-DNA heteroduplex, coz vede
k degradaci cilené mRNA, piicemz DNA oligonukleotidu ziistane zachovana a mize
hybridizovat s dalsi molekulou mRNA (Wu et al., 2004). Dal$i mechanismus zahrnuje

zastaveni translace pomoci sterického zabranéni ribozomalni aktivity (Obr. 10).
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Obr. 10: Mechanismy antisense oligonukleotidi. 1.) Bez ptitomnosti ASO dochazi k normalni expresi
geni a tvorb& proteinu. 2.) ASO se do buriky dostava pomoci endocytézy a muze hybridizovat
s cilovou mRNA v cytoplasme. Dochazi k formaci ASO-mRNA heteroduplexu, aktivaci RNazy H
a nasledné selektivni degradaci mRNA. 3.) Zastaveni translace pomoci sterického zabranéni
ribozomalni aktivity. 4.) ASO mulize vstupovat do jadra a regulovat zrani mRNA inhibici formace
5’Cepicky. 5.) Inhibice sestiihu mRNA a 6.) aktivace RNazy H. (Pievzato: Chan et al., 2006).

1.3.2 Modifikace antisense oligonukleotida

ASO jsou in vitro i in vivo zni¢eny pomoci exo i endonukledz. Pro zvySeni nukleazové
rezistence, zvySeni afinity, uc¢innosti a redukci nesekvencni specifické toxicity, jsou vyvijeny
chemické modifikace antisense oligonukleotidi. Tyto jsou rozdéleny do tii generaci. Prvni
generace obsahuje fosforothioatovou modifikaci, ktera vykazuje vyS$i resistenci vaci
nukleazam. Druha generace ASO zvySuje nukleazovou rezistenci a vazebnou afinitu k cilové
MRNA Vv podobé¢ modifikaci 2-O-Methyl (2-OMe) a 2-O-Methoxyethyl (2-MOE). Treti
generace ASO byla vyvinula pfevazné na zakladé chemické modifikace furanosového kruhu
nukleotidu, zvySuje dale cilovou afinitu, rezistenci va¢i nukledzam, Dbiostabilitu
a farmakokinetické vlastnosti (Chan et al., 2006). Nejvice studovanou skupinou jsou

peptidové nukleové kyseliny (PNA, peptide nucleic acid), syntetické DNA, kde kostru tvofi
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opakujici se monomery N-(2-aminoethyl)-glycinu spojené peptidovou vazbou, neobsahuji
zadné cukerné ani fosfatové zbytky, jsou nenabité, achirarni a acyklické. Translaci inhibuji
pomoci vazby na transkripty mMRNA, brani posttranskripénim Gpravam, transportu mRNA do
cytoplasmy a nasledné translaci (Pellestor et Paulasova, 2004).

Dalsi skupinu tvofi nukleové kyseliny s uzamcéenou konformaci (LNA, locked nucleic acid),
kde soucasti kazdého monomeru je metylenovy mustek mezi 2 -hydroxylovou skupinou a 4'-
uhlikem furanosového kruhu (oxy-LNA). Tato modifikace vysoce zvySuje afinitu hybridizace
k mMRNA a DNA (Chan et al., 2006). Jsou odolné vici nukleazam a taktéz nejsou substraty
RNazy H.

Prvni generace |Druha generace Treti generace
-, [e) Base - o Base L o] Base , [e) Base
H NH
7 7 9 ) ?
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Obr. 11: Chemické modifikace antisense oligonukleotidi (Pievzato a upraveno: Chan et al., 2006)

1.3.3 Platinace Oligonukleotida

Pouze dostatecné stabilni komplexy ASO mohou zabranit ribosomalni aktivité, zastavit
replikaci nebo transkripci, ¢i blokovat funkci proteinu (Crooke, 1999). Problémem je Casta

disociace hybridu pomoci bunécnych komponent. Stabilita findlniho komplexu ASO muze
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byt zlepSena formaci kroslinkii mezi oligonukleotidy a cilovou mRNA s pouzitim platiny.
Naprtiklad jednofetézcové oligonukleotidy obsahujici dva sousedni guaniny reaguji
s cisplatinou za vzniku 1,2-vnitrofetézcového mustku, naopak transplatina vytvaii 1,3-
vnitrofetézcové mistky Vv sekvenci GNG ¢i ANG (kde N je libovolny nukleotid kromé
guaninu). Uzavirani monofunk¢nich adukti do mezifetézcovych miustki je také mnohem
Cast&jSi u transplatiny a to mezi N7 guaninu a N3 protilehlého cytosinu v duplexu DNA
(Brabec et Leng, 1993). Distorze vznikajici u tohoto kroslinku je mnohem mensi, nez
v piipadé cisplatiny. Transplatinou modifikované oligonukleotidy jsou efektivni modulatory
genové exprese (Giraud-Panis et Leng, 2000; Aupeix-Scheidler et al., 2000; Gee et al.,
1998). Kasparkova et al. vroce 2009 ukazali, Ze transplatina v dvoufetézci tvoii 1,3-
vnitrofetézcové mustky, ale rychlost transformace v mustky mezifetézcové a jejich stabilita je
sekven¢né zavisla. DalS§im problémem je stabilita finalniho produktu a pFitomnost

vnitrobunéénych nukleofild.

1.3.4 Transport antisense oligonukleotidi a klinické vyuziti

Nemodifikované ASO mohou penetrovat pies plasmatickou membranu velmi stézi, jelikoz
jsou negativné nabité. Bunéény transport zajist'uje primarné adsorpéni endocytoza (Lysik et
Wu-Pong, 2003). Mnozstvi ASO, které proniknou do buiky je vSeobecné velmi nizké,
dochazi tedy k neustalému vyvoji a vyzkumu dalSich modifikaci. Naptiklad mechanistické
techniky, jako elektroporace ¢i mikroinjekce jsou velmi ucinné pii pouziti bunéénych kultur,
avSak nepraktické pro in vivo studie. Naopak chemické modifikace ASO jsou §iroce testovany
in vivo 1 in vitro. ASO se po proniknuti do vnitrobunééného prostoru bunky ve formeé
endozomu musi stfezit endozomalnim organelam, aby stihly pfimo reagovat s mMRNA
Vv cytosolu ¢i v jadre.

Vsechny tii generace ASO prosly preklinickymi toxikologickymi studiemi a nékteré z nich
dokonce podstoupily studie klinické. Dosud jediny povoleny a prodavany lék na bazi
antisense DNA na svété je Vitravene - Fomivirsen sodium. Vitravene se pouziva pro lokalni
1éCeni cytomegalovirové (CMV) retinitidy (zanétu sitnice), coz je degenerativni oportunni

infekce, ktera postihuje osoby s AIDS a mlize mit za nasledek slepotu.
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1.4 STAT3 PROTEIN (prenasSe¢ signalu a aktivator transkripce 3)

STAT3 protein patii do rodiny STAT proteinti zahrnujici 7 ¢lenti (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b
a 6). Pfenasi signaly z aktivovaného cytokinu a receptoru rustového faktoru v plazmatické
membrané k jadru bunky (Heinrich et al., 1998; Leeman et al., 2006; Quesnelle et al., 2007).
STAT3 moduluje transkripci genti, zapojenych v regulaci mnoha kritickych funkei, jakymi
jsou bunééna diferenciace, proliferace, apoptdéza, angiogeneze, metastaze a imunitni
odpovédi. Tento protein se ucastni v kliCcovych procesech vyvoje malignit: podporuje
proliferaci bun¢k, iniciuje vznik nadoru, migraci, invazi a indukuje mezenchymalng-
epitelialni tranzici (Silver et al., 2004). Geny, aktivované timto transkripénim faktorem
blokuji apoptozu, upiednostiiuji bunécnou proliferaci a preziti bunék, podporuji angiogenezi
a metastazi a inhibuji protinadorovou imunitni odpovéd’ (Regis et al., 2008). Mnoha
pacientim se zvySenym mnoZstvi aktivovaného STAT3 je diagnostikovana chaba prognoza
(Leeman et al., 2006). Nespocetné mnozstvi lidskych malignit vykazuje zvySenou hladinu
konstitutivné aktivovaného STAT3. Jedna se o hematopoetické a solidni malignity zahrnujici
mnohocetny myelom, leukemie, lymfomy, epidermoidni kozni T-lymfom, rakovinu prostaty,
prsu, vaje¢niku, plic, slinivky bfisni, hlavy a krku (Gouilleux-Gruart et al., 1996; Bowman et
al., 2000; Grandis et al., 2000a; Huang et al., 2000; Garcia et al., 2001). V 94 % piipadech
rakoviny vajec¢niku je aktivovan STAT3 protein a tato progndéza ma daleko agresivnéjsi
fenotyp (Han et al., 2012; Duan et al., 2006; Silver et al., 2004). Je-li v nadorovych buiikach
naruSena STATS3 signaliza¢ni draha, dochazi k inhibici ristu a apoptdze bunék (Leeman et al.,
2006).

1.4.1 Struktura STAT3

STAT proteiny obsahuji zakladni N-koncovou doménu, ,,coiled-coil doménu®, DNA-
vazebnou doménu, SH-2 doménu a transaktivacni doménu, pficemz kazda z téchto domén
hraje dilezitou molekularni roli spjatou s funkci STAT proteind. SH-2 doména
zprostiedkovava kliCovou interakci se specifickym peptidovym motivem pTyr, zahrnujici
asociaci s receptorem a sepnuti aktivovanych STAT monomeri k sobé prostiednictvim
interakce SH-2 domény a pTyr pfi dimerizaci proteintt (Zhao et al., 2010). N-koncova
doména zahrnuje koncovych 130 aminokyselin a je slozena z 8 spiral, vytvarejici hdkovitou

strukturu. Tato doména je relativné separovana od ostatnich domén a neni esencialni pro
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dimerizaci proteinti nebo vazbu k DNA. Na druhou stranu je dulezita pfi interakci dimerd
a kooperativité pti vazbé¢ k urcitym vazebnym mistim DNA (Vinkemeiser et al., 1996; Xu et
al., 1996). Transaktivaéni doména poskytuje 40-50 aminokyselin nachazejicich se na
karboxylovém konci STAT. ,,Coiled-coil* doména, sloZena ze Ctyt antiparalelnich a-helixd, je
zapojena Vv protein-protein interakci a bylo naptiklad publikovano, ze kratky region v prvnim
a-helixu ,,coiled-coil“-domény a ¢ast DNA-vazebné domény STAT3 interaguje
s transkripénim faktorem c-Jun a kooperativné aktivuji transkripci a2-makroglobulinového
genu (Zhang et al., 1999). ,,Coiled-coil“ doména STAT3 je nezbytnd pro tyrosinovou
fosforylaci, s tim souvisejici dimerizaci, jaderny transport a vazbu k DNA stimulovaou EGF
nebo IL-6. Tento region je nezbytny pro vazbu STAT3 k cytokinovému receptoru. Aspl170

lokalizovany v prvnim a helixu je dulezitym reziduem pro tuto regulaci (Zhang et al., 2000).
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Obr. 12: Struktura STATS3, organizace domén. (Pievzato: Atlas of Genetics and Cytogenetics in
Ongology and Haematology).

-

Obr. 13: Celni pohled STAT3 homodimeru v komplexu s DNA (Pievzato: Molecular Anatomy
Project).
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1.4.2 STAT3 signalni draha

Aktivace rustovych faktori a cytokinovych receptord indukuje specifickou fosforylaci
tyrozinu. Dochézi k vytvofeni vazebnych mist pro latentni cytoplazmaticky STAT3 obsahujici
SH-2 doménu, jez rozlisi mista tyrozinové fosforylace. Po navazani STAT3 k aktivovanému
receptoru, je STAT3 aktivovan fosforylaci v C-terminalni doméné. Fosforylace STAT3 mize
byt katalyzovana vnitini tyrozinkindzovou aktivitou aktivovaného riistového receptoru nebo
JAK kindzou, ktera asociuje s aktivovanym cytokinovym receptorem. Fosforylovany STAT3
homodimerizuje interakci mezi SH-2 doménami a fosforylaénimi misty a tyto dimery se
presouvaji do jadra pomoci jadernych pért. Presun do bunécného jadra je usnadnény interakei
importini a5, a6 a importinu B, také import nefosforylovaného STAT3 byl popsan a to
pomoci importinu a3 (Timofeeva et al., 2012) V jadie se STAT3 dimery vazi do promotoru

cilovych gent, kde reguluji jejich transkripci.
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Obr. 14: STATS3 signaliza¢ni draha (Pfevzato: Biocarta).

1.4.3 Mechanismy aktivace STAT3 v nadorovych buiikkach a terapeutické
vyuziti

Piestoze bylo detekované zvySené mnozstvi aktivovaného fosforylovaného STAT3 v mnoha
typech nadorovych bunék, nebyla zatim nalezena zadna piirozend mutace zapticinujici

konstitutivni aktivaci STAT3 (Leeman et al., 2006). Na aktivaci tohoto transkrip¢niho faktoru
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se podili receptor ristového epidermalniho faktoru (EGFP, human epidermal growth factor
receptor), Clen rodiny Erb/HER rodiny RTK (receptorové tyrozinkinazy), rodina IL-6
cytokinovych receptorti a dalsi rustové faktory a cytokiny. K dnesnimu dni existuje né€kolik
strategii, jakymi zasahovat do signalni drahy STAT3 pro terapeutické¢ vyuziti. Piikladné
inhibice fosforylace ¢i aktivace cili na aktivitu TRK (tyrozinkinaz), JAK (Janusova kinaza),
SFK (Src rodina tyrozinkinaz) a EGFR (epidermalni riistovy faktor). Existuje i nékolik 1é¢iv
zaméifené piimo na inhibici fosforylace, monoklonalni protilatky jako naptiklad Cetuximab,
inhibitor EGFR, ktery se vyuziva pro léCeni metastatické rakoviny tlustého stieva. Inhibice
intramolekularni interakce zahrnujici STAT3 cili na SH-2 doménu, inhibice jaderného
importu ¢i exportu vyuziva studie importinii a exportinti a v neposledni fadé je dilezita
inhibice transkripce zprostfedkované STAT3 transkripcnim faktorem cilici na vazebné misto
STATS.

Mezi strategie, kterymi mizeme bokovat STAT3-DNA vazbu, patii vyuziti dvoufetézcovych
oligonukleotidii (dsODN) soutézici s aktivnimi STAT3 dimery o vazbu do konsenzualni
sekvence, ¢imz dochazi k blokaci indukce exprese gent a zastaveni ristu nadorovych bunék
in vitro (Leeman et al., 2006; Germain et Frank, 2007; Jing et Tweardy 2005; Lui et al., 2007,
Zhang et al., 2007). U mysich modelt bylo pozorovano, ze kazdodenni injekce dsODN
inhibuje STAT3 zprosttedkovanou transkripci a redukuje rust nadorovych bunék (Lui et al.,
2007, Zhang et al., 2007).

1.4.4 Platinové komplexy a STAT3

Platinové komplexy, jez vystupuji jako DNA-alkyla¢ni ¢inidla, indukuji apoptotické odpovédi
a jejich mozna interakce s proteiny muze byt Casti jejich celkového terapeutického puisobeni.
aktivované kinazy) (Sanchez-Perez et al., 1998; Persons et al., 1999), a proto pochopeni
interakce platinovych komplext se signdlnimi drahami mulze pfinést nové pfistupy
K terapeutickym benefitim téchto komplext. Jiz roku 2004 byl publikovan efekt komplext
platiny v signalni draze STAT3 proteinu. Turkson et al. popsali dva platinové komplexy
CPA-1 a CPA-7 (Obr. 15), které interaguji se STAT3 a rusi jeho schopnost vazby k DNA in
vitro. Po inkubaci nadorovych bunék s témito komplexy doslo k blokaci konstitutivni aktivace
STAT3, inhibici ristu bunék a apoptdze. Oba tyto komplexy patii k plati¢itym komplexiim

odvozenym od cisplatiny.

32



NO; NO;
HN_ Gl H Nl:'g' N

Pt

. t
HaNﬂ ol HC—Np| Tl | e

cl cl
Cisplatin CPA-1 CPA-7

Obr. 15: Strukturni vzorce platinovych komplexii odvozenych od cisplatiny.

O rok pozd¢ji byl popsan dalsi plati¢ity komplex IS3 295 (Obr. 16), ktery interaguje se
STAT3 a inhibuje jeho vazbu ke specifickému DNA-vazebnému mistu. V lidskych i mysich
nadorovych bunkach s konstitutivné aktivnim STAT3 tuto signalizaci vyrazné sniZuje.
Zastavuje bunécny cyklus v GO/G1 fazi a spousti apoptozu. Tento komplex navic snizuje
expresi cyklinu D1 a bcl-XL, overexprimované v malignich bufikach a regulované
transkripénim faktorem STAT3 (Turkson et al., 2005).
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Obr. 16: Plati¢ity komplex 1S3 295.
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CILE PRACE

- Shrnout poznatky a vyvoj dosazeny v oblasti souvisejici s tématy této prace.

- Studovat mechanismus U¢inku trans-komplext, popsat hlavni typy aduktl tvofené na
DNA, urcit cytotoxicitu téchto latek a rozsifit teoretické znalosti umoziujici navrzeni
novych, protinadorove aktivnich 1é¢iv s trans-konfiguraci.

- Prohloubit znalosti ve vyzkumu a vyvoji antisense technologie s uzitim nového komplexu
s trans-geometrii.

- Osvojit si zakladni techniky prace s bakterialnimi kulturami, produkei, purifikaci proteinu
STAT3 a jeho nasledné interak¢ni studie zahrnujici vazbu STAT3 k DNA.
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3 MATERIAL A METODY

Material

Vsechny pouzité chemikalie byly p. a. Cistoty. Pii vSech experimentech byla pouzita

deionizovana voda (MilliQ cistoty).

Cytostatika

Platinovy komplex trans-[Pt(NH,CHs3),Cl;] byl syntetizovan a charakterizovan s pouzitim
standardnich metod a poskytnut profesorem D. Gibsonem z Univerzity Hebrew, lzrael,
cisplatina a transplatina byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich s.r.o. (Praha, Ceska republika).
Dienplatina [PtCl(diethylentriamin)]CI byla poskytnuta profesorem G. Natilem z Univerzity

Z Bari, Italie.

NH CH3NH, Cl
3 Cl 7 <
ff"’f \d\ ,f‘: n";\
“pt” Pt

CI/ \NHE_ C'/ CH\aNHz

Obr. 17: Transplatina a studovany trans-[Pt(NH,CHjs),Cl,] komplex

Pouzita DNA a enzymy

DNA z teleciho brzliku (42 % G + C pari, molekulova hmotnost cca 20 000 kDa) byla
izolovana postupem popsanym v praci (Brabec et Palecek, 1976), plazmid pU19 (2686 pb)
byl pfipraven ing. M. Kofinkovou postupem popsanym v (Brabec et Palecek, 1976)
a charakterizovan standardnimi procedurami.

Enzymy EcoRI, Klenowiv fragment DNA polymerazy I (exo-), T4 polynukleotid kinaza
a prislusné pufry byly dodané firmou New England Biolabs (Beverly, MA), T7 a SP6 RNA
polymerazy, RNasin Ribonuclease inhibitor byl zakoupeny od firmy Promega (Mannheim,
Némecko), ribonukleosidtrifosfaty a deoxyribonukleosidtrifosfaty od firmy Roche Diagnostic,
GmbH (Mannheim, Némecko), syntetické oligonukleotidy od firmy VBC-genomics (Viden,
Rakousko).
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Bunécné linie A2780 a A2780cisR, MCF-7 poskytl profesor B. Keppler z Univerzity ve
Vidni, Rakousko; linii CHO-K1 poskytl dr. M. PirSel z Onkologického ustavu SAV,
Bratislava; kompetentni buitky TKB1 byly poskytnuty firmou Aligent Technologies.

Syntetické oligodeoxyribonukleotidy

20-merTOP (TGTGT): 5-CCTCTTCTTGTGTTCTTCTC-3’

20-mer BOT 3’-GGAGAAGAACACAAGAAGAG-5’

20-mer TOP (CGCGC): 5’-CCTCTTCTCGCGCTCTTCTC-3"

20-mer BOT 3'-GGAGAAGAGCGCGAGAAGAG-5’

20-mer TOP (TGAGT) 5-CCTCTTCTTGAGTTCTTCTC-3"

20-mer BOT 3’-GGAGAAGAACTCAAGAAGAG-5’

20-mer TOP (TGCGC) 5-CCTCTTCTTGCGCTCTTCTC-3"

20-mer BOT 3’-GGAGAAGAACGCGAGAAGAG-5’

15-mer TOP (TGTGT) 5'- CTTCTTGTGTTCTTC-3"

15-mer BOT 3’- GAAGAACACAAGAAG-5’

15-mer TOP (TGAGT) 5- CTTCTTGAGTTCTTC-3"

15-mer BOT 3’-GAAGAACTCAAGAAG-5’

15-mer TOP (CGCGC) 5’- CTTCTCGCGCTCTTC-3’

15-mer BOT 3’-GAAGAGCGCGAGAAG-5’

15-mer TOP (TGCGC) 5°- CTTCTTGCGCTCTTC-3’

15-mer BOT 3’-GAAGAACGCGAGAAG-5’

55-mer TOP 5’- TCTGCGCAACTCGTGCCCATTTCCCGTAAATCAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG-3"
55-mer BOT 3’- AGACGCGTTGAGCACGGGTAAAGGGCATTTAGTCTAAGTCCTAGTCCACTGAACC-5’

byly zakoupeny od firmy VBC-Genomics (Vidén, Rakousko) a byly purifikovany
a charakterizovany postupy popsanymi v praci Brabec et al. v roce 1992.

Chemikalie

Sephadex G-50 coarse byl dodan firmou Amersham Biosciences (Velka Britanie), agardza
FMC BioProducts (Rockland, ME, USA) a ethidium bromid od firmy MercK KgaA
(Darmstadt, Némecko). Radioaktivni produkt [o -**P]JdATP a [y- **P]dATP byly ziskany od
firmy Izotop (Budapest), ethidium bromid, thiomocovina, acrylamid, bis(acrylamid) a kyanid
sodny (NaCN) byly od firmy Merk KgaA (Darmstadt, Némecko), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) od firmy Calbiochem (Darmstadt, Némecko), RPMI
1640 medium, fetalni bovini sérum (FBS), trypsin, EDTA a DMEM medium od firmy PAA
(Pasching, Austria), gentamycin od firmy Serva (Heidelberg, Némecko), extrakt z bun¢k
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(CFE, cell-free extract) byl ptipraven z bunék CHO-K1 s t¢innou opravou (Reardon et al.,
1999), dimethyl sulfat (DMS), KMnQ,, diethylpyrocarbonate (DEPC), KBr, a KHSOs, -
mercaptoethanol, phenylmethanesulfonyl fluorid, proteasovy inhibitor, glycerol, 3-
indoleakrylova kyselina, EZBlue gel staining reagent, chlorid hofe¢naty, tetracyklin,
kanamycin, Thyamin-HCI, Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranozid (IPTG), kyselina borita, LB
Broth a LB agar od firmy Sigma (Praha, CR).
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Metody

3.1 Platinace DNA

Plazmidova nebo DNA z teleciho brzliku byla inkubovana s platinovymi komplexy v NaClOa
(10 mM) pti 37°C. Po 24 hodinach byly vzorky dialyzovany a za pomoci FAAS bylo zjisténo

Iy (rp je definovano jako pocet molekul platinového komplexu navazaného na nukleotid).

3.2 Kinetika vazby stanovena polarograficky a voltametricky

Jelikoz je vétSina sloucenin polarograficky aktivnich, rychlost vazby komplexu platiny na
DNA byla stanovena pomoci diferen¢ni pulzni polarografie (DPP) a ’square wave’
voltammetrie se ¢tvercovymi vinami (SWV) (Kim et al., 1990) za pouziti piistroje EG&G
Princeton Applied Research Model 384B Polarographic analyzer. U DPP i SWV dochézi
v elektrolytu (formaldehyd-hydrazin-kyselina sirova) ke srazeni DNA i DNA s navazanou
platinou, kdy nastava okamzité zastaveni dalsi reakce, pficemz nedojde k disociaci komplexu
platiny jiz navazaného na DNA. Polarograficky signal dava pouze nenavazana sloucenina
platiny.

Kinetika vazby trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] na DNA byla stanovena pomoci DPP nebo SWV
s vyuzitim tfielektrodového systému se rtutovou kapkovou elektrodou, agrentchloridovou
srovnavaci elektrodou (3 M KCI) a pomocnou elektrodou realizovanou platinovym dratkem.
Pfi pouziti DPP je pted odkapnutim kapky (kazdou 1 S) na elektrodu vlozen napétovy puls.
Vysledny proud v okoli rtutové kapky je méten dvakrat, pred vlozenim pulzu a ke konci
pulzu. Registruje se rozdil téchto dvou proudl s vysledkem ve tvaru piku, tzv. polarogram
(Bard et Faulkner, 2000).

Rtut'ova kapka odkapavala kazdou 1 s, rychlost polarizace 5 mV/s s po¢atecnim potencidlem
0,60 V a koncovym potencidlem -1,05 V.

Elektrolyt byl slozen z 0,002 M hydrazinu, 0,02 M formaldehydu a 0,75 M kyseliny sirové.
Nejprve byla ziskana Kalibra¢ni kiivka a nalézena nejvy$si mozna koncentrace slouceniny
platiny, pro kterou byla tato zavislost jesté linearni. Vysledné koncentrace platinovych
slougenin se pohybovaly v rozmezi 1-108M az 1-10° M.

Poté byla DNA z teleciho brzliku inkubovana s trans-[Pt(NH,CHs).Cl,] nari = 0,1 pii 37°C v
0,01 M NaClOas (r; = pocet molekul komplexu ptipadajicich na 1 nukleotid na pocatku

inkubace). Thned po smichani komponent byl odebran alikvot z reak¢éni smési a piidan do
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roztoku elektrolytu (¢as 0, 100 % nenavazaného komplexu). Alikvoty byly odebirany
I v dal$ich casovych intervalech pro pozorovani ubytku nenavazaného komplexu v roztoku.
MnozZstvi nenavazané platiny C (v procentech) bylo stanoveno podle vzorce:

C(%) = [(Ip-Ib)/(Ipo-Ib] x 100,

kde C (%) je relativni mnozstvi nenavazané platiny v roztoku, Ipo je velikost proudu pii - 0,9
V ziskaného v ¢ase nula pro 100 % nenavazaného komplexu. Ip je velikost proudu v daném
Case a Ib je velikost proudu stanovena pro Cisty elektrolyt [V nepiitomnosti komplexu platiny
(slepy vzorek)].

Jako dalsi elektrochemicka metoda pro stanoveni rychlosti vazby slouceniny platiny na DNA
byla pouzita voltametrie se ¢tvercovymi vinami (SWV). Rozdilem mezi DPP a SWV je
skutecnost, Ze k obnové rtutové kapky nedochazi po kazdém napétovém pulzu, ale celé
méteni probiha na povrchu jedné rtutové kapky. Pozitivum SWYV je tedy rychlé vyhodnoceni
experimentu. Slozeni elektrolytu, kompozice vzorku, pouzity pfistroj i vyhodnoceni
experimentu probihalo stejn¢ jako u DPP, rychlost polarizace byla 4 mV/s s pocatecnim
potencidlem -0,5 V a koncovym potencidlem -1,0 V, vyska napétového pulzu 50 mV
s frekvenci 100 Hz.

3.3 Kinetika vazby stanovend pomoci AAS

Reakéni smés obsahovala DNA z teleciho brzliku v koncentraci 4,7.10‘4 M (vztazené na
koncentraci fosforu), komplex platiny v koncentraci 4,2.10° M. Tato sm&s byla
inkubovana pii 37°C v 0,01 M NaClOas. Z roztoku byly v ¢asech 20 min, 60 min a 24 hod
odebirany alikvoty a okamzité zamraZeny pro zastaveni dalsi reakce. Nasledné byly vzorky
dialyzovéany proti 0,2 M NaCl a proti vod¢ pro odstranéni nenavazané platiny. Vzorek v Case
t = 0 byl ponechan bez dialyzy a byl bran jako 100 % obsahu komplexu platiny. Po dialyze
byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA méfenim absorbance pii 260 nm. Ve
vSech vzorcich byla také stanovena koncentrace navdzaného komplexu za pomoci atomoveé
absorp¢ni spektrometrie na pfistroji Varian Zeeman atomic absorption spectometer AA240Z

S atomizaci v grafitové cele (graphite tube atomizer GTA 120).

3.4 M¢feni teploty tani
Pti zvySujici se teploté dochazi k naruSovani parti bazi az do Uplné denaturace DNA. Béhem
tohoto procesu se zvySuje absorbance v oblasti vinovych délek okolo 260 nm a jako zaznam

se uvadéji denaturacni kiivky DNA, coZ jsou zavislosti absorbance métené pii 260 nm na
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teploté. Z téchto ktivek se pak da urcit teplota tani Tp, (teplota, pii které dojde k denaturaci 50
% paru bazi) z polohy inflexniho bodu sigmoidy. Podle teploty tani se d& urcit mira
destabilizace DNA v dusledku jejiho poskozeni.

M¢feni probihalo pii dvou iontovych silach, v prostiedi 10 mM NaClO4 nebo 100 mM
NaClO4s 1 mM Tris-HCI plus 0,1 mM EDTA pH 7,4 na pfistroji Varian Cary 4000 UV-VIS
Spectrometer, pfi vinové délce 260 nm a v rozsahu teplot 25°C — 95°C. Teplota tani byla
urcena pomoci programu GrafPad jako 1. derivace namétenych kiivek.

Bylo prokazané, Ze teplota tani DNA modifikované platinovymi komplexy siln€ zavisi na
koncentraci kationtd v médiu, které neutralizuji negativni naboje fosfatovych skupin DNA.
Vysledky z prace (Zaludova et al., 1996) dokazuji, Ze nejméné tfi faktory ovliviiuji stabilitu

DNA po vazbé platinovych komplexii:

- Stabiliza¢ni efekt pozitivnich nabojii komplexu platiny
- Mezifetézcové mustky; platina se vaze na oba fetézce a znesnadnuje tak denaturaci,
dochazi ke stabilizaci

- Destabilizacni efekt konformacnich distorzi v DNA po vazbé komplexu

3.5 Méfeni fluorescence ethidium bromidu

Ethidium bromid je fluorescen¢ni barvivo, které interkaluje do nukleovych kyselin, ¢imZ se
intenzita jeho fluorescence vyrazné zvysi.

Vazba EtBr na DNA je znemoznéna tvorbou bifunk¢éniho aduktu, kdy dochazi k poklesu
sloucenin platiny je zaznamenan u dienplatiny, kterd tvofi pfevazné monofunkéni adukty.
DNA zteleciho brzliku ve vysledné koncentraci 10 pg/ml byla inkubovédna s trans-
[Pt(NH2CHj3),Cl;] a pro srovnani také s transplatinou, dienplatinou a cisplatinou pii 37°C v
0,01 M NaClO4 po dobu 24 hod na rtizné hodnoty r,, tedy na rizné hodnoty molarniho
poméru navazaného komplexu platiny na DNA, Vv rozmezi 0 — 0,08. Poté byl k jednotlivym
vzorkim pfidan roztok EtBr ve vysledné koncentraci 40 pg/ml. Intenzita fluorescence byla
méfena na pristroji Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer v 0,4 M NaCl (pro
zabranéni sekundarni vazby EtBr na DNA (Butour et Macquet, 1977; Butour et al., 1991) za
pouziti 0,5 cm kiemenné kyvety pfi excitacni vinové délce 546 nm. Emitovana fluorescence

byla analyzovana pii 590 nm.
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Obr. 18: Blokace interkalace ethidium bromidu do DNA bifunkénim aduktem cisplatiny.

3.6 Rozvijeni negativné vinuté plazmidové DNA

Elektroforetickd pohyblivost DNA zavisi na stupni superhelikdlniho vinuti cirkuldrni DNA.
ZvySujici se mnozstvi navazaného komplexu na negativné superhelikdlni DNA snizuje jeji
pohyblivost, az do doby, kdy se DNA stane relaxovanou (OC, open circle). Dochazi tedy
K jejimu rozvijeni. Tato migruje v agar6zovém gelu pomaleji, nez nadSroubovicové zavinuta
DNA. Dalsi zvySovani modifikace DNA vyvolava pozitivni nadsroubovicové vinuti (Keck et
Lippard, 1992). Je tieba najit stupeit modifikace komplexem platiny (rp), kdy vzorky obou
forem relaxované a negativné nadSroubovicové zavinuté DNA v gelu komigruyji.

Pro tento pokus byl pouzit plazmid pUC19. Plazmid pUC19 (Obr. 19) patii mezi
mnohokopiové plazmidy, replikuje se nezavisle na chromozomalni DNA a mnohocetné
klonovaci misto je ulozeno uvniti regionu lacZ genu. Velikost DNA pUC19 je 2686 bp.
Superhelikalni hustota ¢ = -0,05 je podobna superhelikdlni hustoté nadSroubovice DNA
u fady ecukaryotickych  chromozomu in  vivo (Serban et al, 2002).

HindlII
Sphl
Psd
Sall
Xoal
BawmHL
Swal
Kpnl
Sadl
EcoRI

pUC19
2.686 kb

Aadl
Sspl

Obr. 19: Geneticka mapa plazmidu pUC19 (http://www.genaxxon.com)
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Vzorky plazmidové DNA byly inkubovany se studovanym platinovym komplex po dobu 24
hod pti 37°C v 0,01 M NaClO, pti raznych r, (0 - 0,1). Poté byly podrobeny analyze v 1 %
nativnim agar6ézovém gelu v Tris-acetat/EDTA (TAE) pufru pfi napéti 18 V po dobu 12 hod.

Nasledn& byl gel obarven ethidium bromidem. Uhel rozvinuti ptipadajici na jeden adukt ® se

vypocita podle vztahu
o _-18c
r,(¢)

kde o je superhelikalni hustota pro pouzity plazmid, r, (c) je stupen modifikace, pii kterém

dochazi ke komigraci superhelikalni a relaxované formy.

3.7 Detekce mezifetézcovych mustkll na plazmidové DNA

Slouceniny platiny jsou schopny tvofit mezitetézcové mustky studované na plazmidové DNA
po jeji linearizaci restrikéni endonukleazou ECORI od firmy BioLabs o aktivité 20 U/ul ktera
Stépi DNA v sekvenci GJAATC.

Plazmid pUC19 byl inkubovan s ECORI po dobu 1 hod, poté byla uspés$nost linearizace
zkontrolovana na 1% agar6zovém minigelu obarveném ethidium bromidem v koncentraci 0,5
pg/ml, enzym a dalsi ptipadné proteiny byly odstranény pomoci extrakei fenolem. Byl ptidan
stejny objem fenolu, jako byl objem analyzovaného vzorku, roztok byl protiepan
a zcentrifugovan pro oddéleni vodné a organické faze. Vodna faze, v niz se vyskytovala
DNA, byla odebrana a smichdna se stejnym objemem chloroformu pro uplné odstranéni
zbytku fenolu. Roztok byl opét protiepan a zcentrifugovan a vodna faze byla odebrana do
nové zkumavky.

Dale bylo nutné DNA pievést do vhodného pufru pomoci srazeni etanolem.

K linedrni plazmidové DNA byl pfidan octan sodny do vysledné koncentrace 0,3 M. Déle se
pfidal dvojnasobek objemu puvodniho roztoku vychlazeného, 100 % etanolu a vzorek se
premistil na 30 min do -20°C. Po nasledné centrifugaci pii 15000 g, 15 min, 4°C byla
srazenina DNA promyta vychlazenym 80 % ethanolem a znovu zcentrifugovana. Nasledovalo
odstranéni ethanolu jeho odpafenim Vv exikatoru. Plazmidova DNA byla rozpusténa v 0,01 M
NaClOa.

Volné 3’konce linearni DNA byly radioaktivné naznaCeny pomoci radioizotopu [a -

2P]dATP, Klenowova fragmentu DNA polymerazy I v prostiedi pufru Neb2 v celkovém
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objemu 10 pl. Nezreagovany [a -**P]JdATP byl odstranén zachycenim na chromatografické
kolonce naplnéné Sephadexem G50 coarse. Radioaktivné znac¢ena plazmidova DNA byla poté
pfidana k neznacCené linearni DNA.

Komplex platiny a pro kontrolu i cisplatina a transplatina byly inkubovany s takto
ptipravenou DNA 24 hod pii 37°C pfi riznych hodnotach rp.

Vzorky byly denaturovany ptidavkem 0,1 M NaOH a naneseny na denaturacni agarézovy 1 %
gel (0,03 M NaCl; 0,001 M EDTA).

Elektroforéza probihala pii pokojové teplot¢ po dobu 6 hodin pii napéti 50 V. Za téchto
podminek doslo k denaturaci DNA. Pokud jsou na DNA vytvofené mezifetézcové vazby,
fetézce se neoddéli, dvouietézcova forma putuje v gelu pomaleji nez jednotetézcova. Gel byl
poté vysusen, vyhodnocen pomoci piistroje Fujifilm BAS-2500 a radioaktivita v jednotlivych
pasech vyhodnocena pomoci AIDA image analyzer software.

Po zjisténi intenzity radioaktivity V jednotlivych péasech odpovidajicich frakcim DNA, které
obsahovaly nebo neobsahovaly mezifetézcové mistky, Ilze vypocitat mnozstvi

mezifetézcovych muistki pfipadajicich na jeden adukt (IEC/Pt) dle nasledujiciho vzorce:

IEC/Pt= XL /N .1y (%)

kde XL je mnozstvi mezitetézcovych vazeb na molekulu linearizované dvouietézcové DNA,
vypoéitané podle Poissonova rozdéleni jako XL = -In A, kde A je frakce molekul
odpovidajici jednotetézcové DNA, zjisténa denzitometrickym vyhodnocenim gelu. N je pocet
bazi plazmidu (pro pUC19 5372 bazi), I, je pocet molekul platnatého komplexu vazanych na
jeden nukleotidovy zbytek v DNA.

3.8 Reakce s thiomocovinou

Cisplatina, transplatina a jejich analogy se vazi k DNA ve dvou krocich, vytvaiejici nejprve
monofunkéni adukty, které se poté uzaviraji do aduktd bifunkénich (Johnson et al., 1989).
Thiomocovina se vyuziva pro labilizaci monofunk¢ni vazby transplatiny z DNA (Gelasco et
Lippard, 1999). Vazba mezi dusikem a platinou je oslabena diky silnému trans-efektu siry
v thiomocoving. Diky tomu je transplatina v monofunk¢énim aduktu z DNA uvolnéna, zatimco
bifunk¢ni adukty jsou k ptisobeni thiomocoviny inertni (Gelasco et Lippard, 1999).

Tento experiment byl zaméfen na charakterizaci adukti transplatiny a jejiho anagola.
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DNA z teleciho brzliku o koncentraci 4,7.10™ byla modifikovana trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;]
a transplatinou pii ri 0,05 a inkubovana v 10 mM NaClOy pii 37°C. V riznych casovych
intervalech byly odebirany alikvoty, reakce byla zastavena piidanim 0,2 M NaCl a okamzitym
snizenim teploty vzorku na -20°C. V paralelnim experimentu byla k témto alikvotam ptidana
10 mM thiomocovina, inkubace probihala nasledn¢ pii 37°C po dobu 10 min a poté byly
vzorky zmrazeny na -20°C.

Vzorky byly dialyzovany proti 0,2 M NaCl a proti vod¢, pro odstranéni nenavazaného
komplexu platiny. Vzorek v ¢ase t = 0 byl ponechan bez dialyzy a byl bran jako 100 %
obsahu komplexu platiny. Po dialyze byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA
meéfenim absorbance pii 260 nm. Ve vSech vzorcich byla také stanovena koncentrace
navazaného komplexu za pomoci atomové absorpéni spektrometrie na pristroji Varian
Zeeman atomic absorption spectometer AA240Z s atomizaci v grafitové cele (graphite tube
atomizer GTA 120).

3.9 Nukleotidova excizni oprava DNA

. — Ke studiu nukleotidové excizni opravy DNA
lLigaceDNA poskozené komplexy platiny byl pouzit plazmid

T pUCI19, ktery byl nejprve piesrazen a rozpustén v 10
b e mM NaClOs. 0,6 pg DNA bylo inkubovano

. iy B s danymi komplexy (cisplatina, transplatina, trans-
""‘P"t\l [Pt(NH2.CH3),Cl;]) pii 1, = 0,5 24 hod pii 37°C.

- Jako kontrola byl pouzit samotny plazmid pUCI19.

3

Odstranéni Ptpomeci NaCN- K danym vzorktm bylo pfidano 0,1 M ATP, 5x pufr

il pro opravnou syntézu (220 mM HEPES — KOH pH

7,8; 35 mM MgCly; 2,5 mM dithiothreitol; 100 uM dCTP; 100 uM dGTP; 100 uM dTTP; 20
uM dATP; 20 mM fosfokreatin; 17 % glycerol; 1,5 mg/ml hovézi sérum albumin),
kreatinfosfokinaza (¢ = 2,5 mg/ml), radioaktivni [o -**P]JdATP a bun&eny extrakt z reparaénd
proficientnich kfec¢ich ovaridlnich nenddorovych bunék. Reakce probihala 3 hod pfti 37°C.
Ptidanim 0,5 % EDTA, 10 % SDS a proteinkindzy K (10 mg/ml) a ponechdnim 20 minut pfi
45°C byla reakce zastavena. Vzorky byly podrobeny extrakci chloroformem a fenolem
v poméru 1:1 a pfesrazeny ethanolem. Po vysuSeni byly nasledné rozpustény v TE pufru
a linearizovany restrikénim enzymem EcoRI. Analyza probihala za pouziti 1 % agar6zového

nativniho gelu. Po obarveni ethidium bromidem byl gel vyfotografovan a po vysuseni gelu
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byla vyhodnocena intenzita radioaktivity souvisejici s jednotlivymi pasy pomoci piistroje
Typhoon FLA 9000 biomolecular imager a programu Aida Image Analyzer.

Oprava DNA poskozené protinadoroveé ucinnymi komplexy platiny vede ke snizeni jejich
protinadorové ucinnosti, naopak pokud adukty vytvorené na DNA témito komplexy jsou viici
systémim opravujicim poskozenou DNA rezistentni a pretrvavaji na DNA, mohou spustit
dalsi procesy v buiice vedouci k jeji programované smrti.

Opravna reakce plazmidu pUC19 poskozené¢ho komplexy platiny byla studovéna sledovanim
inkorporace radioaktivné znacenych nukleotidii do nové syntetizovan¢ DNA béhem opravy,
pomoci gelové elektroforézy a vyhodnocena denzitometricky. Celkové mnozstvi DNA

Vv reakci analyzované gelovou elektroforézou bylo zjisténo pomoci obarveni gelu EtBr.

3.10 Stanoveni cytotoxicity — MTT test

Preziti nadorovych bunck se vyhodnocuje na zékladé spektrofotometrie. Tato metoda je
zalozena na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modré krystaly hvézdicovitého tvaru). Reakce
probihd na mitochondridlni membrané zivych bunck. Formazan se rozpusti pfiddnim silného
detergentu a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm.
Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi zivych bunék (¢im tmavsi barva a tedy vyssi
absorbance, tim vyssi procento Zivych buné€k). Princip konverze byl popsan v roce 1954
Blackem et Speerem a metoda byla zavedena do laboratorni praxe Mosmanem v roce 1983
(tzv. kolorimetricky test stanoveni zivotnosti bunék). Buiky byly vysety na 96 jamkovou
desticku s hustotou 10 000 bunék/jamku. Po 12 hod byly burniky inkubovany s testovanymi
komplexy. Po 72 hodinové inkubaci bylo pfidano 10 pl MTT (2,5 mg/ml) a dale byly
inkubovany po dobu 4 hod. Po odstranéni média bylo ptidano DMSO (100 pl), kvili
rozpusténi formazanu. Zivotaschopnost bundk byla méfena pii absorbanci 570 nm za pouZiti
piistroje Absorbance Reader SUNRISE TECAN SCHOLLER. Hodnota IC50 (koncentrace
komplexu, ktera zptisobi smrt 50 % bunék), byla vypocitana z grafické zavislosti procenta
cytotoxicity na koncentraci daného komplexu. Procento cytotoxicity se vypocita jako podil

absorbance bun¢k s danym komplexem a absorbance kontroly s rozpoustédlem x100.
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Obr. 20: Schéma ptisobeni MTT v bunce.

3.11 Transkripéni mapovani

Syntéza RNA in vitro se zastavi, jsou-li na templatové DNA rtzné typy bifunk¢nich aduktt
komplexu platiny (Corda et al., 1991; Lemaire et al., 1991). Monofunk¢ni adukty syntézu
RNA nezastavuji. Po $tépeni plazminu pSP73 (Ndel/Hpal) ziskdme 221 bp dlouhy fragment
obsahujici promotor pro T7 RNA polymerazu. Po modifikaci platinovymi komplexy byl tento
fragment pouzit jako templat pro syntézu RNA. Vysledkem reakce byly fragmenty rizné
délky, jelikoz doslo k ukonceni syntézy v mistech bifunkénich adukta.

3.12 Akumulace komplext v nddorovych bunkach

Pro stanoveni akumulace komplexu trans-[Pt(NH,CHs;).Cl,] transplatiny a cisplatiny byly
vyuzity nadorové ovarialni bunky A2780. Buiiky byly vysety na 100 mm kultivacni misky
v po¢tu 30 000 bundk/cm? a inkubovény pii 37°C v 5 % atmosféte CO, pies noc. Po inkubaci
pfes noc byly buiky inkubovany s platinovymi komplexy (trans-[Pt(NH,CHs),Cl;],
cisplatina, transplatina) (10 uM) po dobu 24 hod. Buiky byly promyty ledovym fosfatovym
pufrem (PBS) a buné¢né pelety byly skladovany pfi teploté -80°C.

Tyto pelety byly mineralizovany v koncentrované kyseliné chlorovodikové a rozloZeny
mikrovlnnou digesci v systtmu MARSS, CEM. Vysledny obsah platiny ve vzorcich byl

stanoven pomoci FAAS.

3.13 Modifikace oligonukleotidi transplatinou a trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] a jejich

radioaktivni znaceni
Horni fetézce oligonukleotidt byly po 24 hod inkubaci s komplexy platiny v poméru 1:1
precistény na FPLC. Pharmacia Biotech s kolonou MonoQ HR 5/5. Pomoci FAAS byl ovéten

pomér jednoho atomu platiny ptipadajiciho na jeden oligonukleotid. Retézce byly naznageny
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na jejich 5koncich pomoci T4 polynukleotid kinazy (PNK) a [y-P]dATP. PNK katalyzuje
ptenos koncového fosfatu ATP na 5° hydroxylovou skupinu DNA. Reakci s DMS, popsanou
nize, bylo prokazano, ze se platinové komplexy navéazaly na N7 guaniny a vytvorily 1,3-
vnitrofetézcovy mustek. Hybridizace komplementéarnich fetézcii probihala 1 hod pti 4°C

Vv pufru obsahujicim 0,1 M NaClO4 nebo 0,2 M NaCl.

3.14 Ovéteni platinace na N7 guaninu reakci s DMS

Tato metoda je modifikaci metody navrzenou A. Maxamem a W. Gilbertem (Maxam et
Gilbert, 1980). Je zalozena na schopnosti dimetyl sulfatu (DMS) metylovat dusikové atomy
bazi neucastnicich se Watson-Crickovych interakci, zahrnujici N7 guaninu a V mnohem mensi
mifte také N3 adeninu. Horky piperidin poté §tépi fosfodiesterovou vazbu. Je-li na N7 guaninu
kovalentné navazana platina, nemize k reakci s DMS a naslednému §tépeni dojit. VVzorky

byly analyzovany na 20 % polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 21: St&peni fosfodiesterové vazby pomoci DMS a piperidinu.

3.15 Chemické sondy pro studium konformacnich distorzi DNA v okoli aduktu

K ziskani informaci o ovlivnéni konformace DNA adukty transplatiny a studovaného
komplexu byly vyuzZity oligonukleotidy obsahujici specifické misto pro vytvoreni 1,3-
vnitrofetézcového aduktu. Reakce se sondami manganistanem draselnym (KMnQy),
dietylpyrokarbonatem (DEPC) a bromidem draselnym/hydrogenperoxosiranem draselnym

(KBr/KHSOs) byly provedeny podle diive publikovaného postupu (Bailly et al., 1994; Bailly
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et Waring, 1997). Horni, piipadn& spodni fetézce byly naznaGeny [y-*P]dATP na 5’konci
a hybridizovany s komplementarnim neznacenym fetézcem. Platina byla odstranéna inkubaci
s 0,2 M NaCN (alkalické pH) po dobu 10 hod pii teploté 55°C. Vzorky byly analyzovany na
20 % polyakrylamidovém gelu.

KMnO,: reaguje s thyminovymi a v mensi mife cytosinovymi bazemi jednofetézcové nebo
distortované dvoufetézcové DNA (McCarthy et al., 1990). KMnO, reaguje s 5,6 dvojnou
vazbou thyminu a oxiduje jej na 5,6-cis-diol. Destabilizovany nukleotid je mozné vyStépit

horkym piperidinem.

DEPC: reaguje snesparovanymi a distortovanymi adeniny, diky karboxylaci dojde
K labilizaci N9-glykosidické vazby a destabilizovany nukleotid je mozné vyStépit horkym
piperidinem.

Br: pti reakci KBr a KHSOs dochazi k uvolfiovani bromu, ktery reaguje s 5,6 dvojnou vazbou
cytosinu v jednotetézcové nebo distortované DNA: vyslednym produktem je 5-

bromodeoxycytidin. Destabilizovany nukleotid je mozné vystépit horkym piperidinem.

3.16 Transformace wvnitrofetézcovych mistkt transplatiny a trans-
[Pt(NH,CH,).Cl,]

Vnitrofetézcové miistky vytvorené v DNA transplatinou a jejimi derivaty jsou stabilni pouze
Vv jednofetézcové DNA, zatimco v dvoufetézci muze dochazet k jejich transformaci na mustky
mezitetézcové, dochazi k izomerizaci. Radioaktivné znacené jednofetézcové oligonukleotidy
(horni  fetézce, 20-mery) modifikované komplexy platiny byly hybridizovany
s komplementarnim spodnim fetézcem v prostiedi 0,2 M NaClO4, 5 mM Tris-HCI (pH 7,5)
a 0,1 mM EDTA 30 min pfii 20°C, poté 2 hod pii 4°C. Pfi 37°C byly odebirany alikvoty
v ¢asech 0-24 hod a analyzovany pomoci 12 % polyakrylamidového gelu. Baze zapojené
v mezifetézcovych mistcich byly uréeny $tépenim hydroxylovymi radikaly (Leng et al.,
2000).
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3.17 Transformace TKB1 kompetentnich bun¢k

Burniky byly lehce promichdny na ledové lazni a rozdéleny po 100 pl do pfedem ptedchlazené
14 ml falkony. Bylo pfidano 1,7 pl B-mercaptoethanolu ve finalni koncentraci 25 mM
a vzorky byly inkubovéany na ledové lazni 10 min. Kazdé dvé minuty byly buniky promichany.
10 ng plazmidu (zkraceny Stat3Btc; Berg, 2004) bylo ptidano k buiikam a inkubovano 30 min
na ledové lazni. Transformace bakterii byla provedena pomoci tepelného $oku a to pti 42°C
po dobu 45 sekund. Buniky byly inkubovany 2 min na ledu. Po pfidani 0,9 ml pfedehiatého
SOC média (www.genomics.agilent.com) byly falkony inkubovany pii 37°C 1 hod za
konstantniho tfepani 225-250 rpm. 50 pl roztoku bun€k bylo rozetieno na agarové misky

s pridanim antibiotik tetracyklinu (12 pg/ml) a kanamycinu (50 ug/ml).

6 His-Tag 4-hollx bundie f-darrel connector  SM2 domain
v R Y271 1c¢
130 320 s 585 s 722

DNA binding Dimerization

Obr. 22: Zkraceny Stat3ptc (Berg, 2004) a kolonie TKB1
kompetentnich buiiek.

3. 18 Indukce TKB1 kompetentnich bunék

Byla vybrana jedna kolonie transformovanych bakterii a inokulovana do 10 ml LB média
S pfisluSnymi antibiotiky (tetracyklin a kanamycin). Bunky byly inkubovany pifes noc za
konstantniho tfepani 220 rpm pii 37°C. Do 500 ml LB média s antibiotiky bylo druhy den
ptfidano 5 ml bunééné kultury (100 rpm, 37°C) a nasledné métena absorbance pii 600 nm
kazdé cca 2 hod ze zacatku, poté Castéji, dle zakaleni bunééné kultury. Odebrané vzorky byly
pokazdé po méfeni absorbance zcentrifugovany a analyzovany
elektroforézou v polyakrylamidovém geluv ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-
PAGE). Po dosaZenioptické hustoty = 0,4 bylo pfidino IPTG (Isopropyl pB-D-1-
thiogalactopyranoside) ve finalni koncentraci 1 mM a kultura byla inkubovana pii 20°C
4 hod, pti 100 rpm. Buniky byly zcentrifugovany pii 2000 g a rozsuspendovany v TK médiu
(www.genomics.agilent.com) s obsahem IAA (indoleakrylova kyselina), inkubovany pii 37°C
2 hod, zméfena absorbance, dale byly bunky zcentrifugovany a pelet bunék byl

rozsuspendovan v sonikacnim pufru a zamrazen pro naslednou sonikaci.
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Obr. 23: TKB1 kompetentni butika, schéma produkce STAT3 proteinu.

3.19 Sonikace a purifikace STAT3 proteinu

Po ptidani 10 ml sonika¢niho pufru (20 mM Tris-HCI pH = 8, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
10 glycerol, 20 mM imidazol), 10 mM B-mercaptoetanolu, 10 pl proteazového inhibitoru
a 0,5 mM PMFS byly buiiky sonikovany na ledu a zcentrifugonany pii 15000 g. Byly
odebrany vzorky supernatantu a sedimentu pro naslednou analyzu SDS-PAGE.

Purifikace STAT3 proteinu byla provedena pomoci Ni-NTA purifika¢niho systému. Tento
systém vyuziva schopnosti histidinu vézat nikl. Protein, zachyceny na agar6ze obsahujici
navazany nikl, je vymyt zvySujici se koncentraci imidazolu. Jednotlivé frakce vzorkil byly
analyzovany na SDS-PAGE. Protein byl zakoncentrovan pouzitim Amicon-Ultra-15

a koncentrace (1,2 mg/ml) byla zmétena pomoci Bradfordovy reakce.
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Obr. 24: Ni-NTA purifikacni systém a afinitni chromatograficka
kolona obsahujici Ni-NTA agarozu pro purifikaci proteint '

s histidinovou kotvou.
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3.20 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

EMSA se pouziva k detekci komplexu proteinu s nukleovymi kyselinami. Princip metody
spo¢iva v rozdilné pohyblivosti volné DNA a DNA v komplexu s proteiny. Byla pouzita
specificka dSDNA (oligodeoxyribonukleotid, 55-mer) s vazebnym mistem pro STAT3 protein
a nespecificka dsDNA jako kontrola. Koncentrace proteinu se pohybovala od 0 do 40 nM,
pticemz 50 % vazbu jsme zjistili pfi 30 nM koncentraci STAT3. Gel byl obarven pomoci
barviva SYBR Green. Dale byla specificki DNA modifikovana cisplatinou a transplatinou.
Cilem bylo zjistit, zda modifikace konsenzualni sekvence cisplatinou a pro srovnani také

transplatinou mtize ovlivnit vazebnou aktivitu tohoto transkripcniho faktoru in vitro.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Predlozend disertacni prace je zalozena na dvou rukopisech zvefejnénych v impaktovanych
mezinarodnich Casopisech a na popisu dosud nezveiejnénych vysledkl a jejich interpretaci.

Kopie publikovanych praci jsou dolozeny V pfiloze.

Ob¢ publikované prace jsou zaméfeny na Studii vybranych aspekti molekularnich
mechanismt  biologického pisobeni bifunkénich platnatych komplexiti s konfiguraci
odstupujicich ligandi trans, ptfedev§im na studii komplexu trans-[Pt(NH,CHs).Cl,]
vporovnani s klinicky neefektivni transplatinou. Cast disertace, popisujici dosud
nezveiejnéné vysledky, je prispévkem k poznani role proteinu STAT3 (transkripéniho
faktoru, jehoz aktivita je zvySena vftad¢ typi ndadorovych bunck) v molekuldrnim

mechanismu protinadorového plisobeni vybranych komplexti platiny.

Prvni z publikovanych praci se zabyvd néckterymi aspekty molekularniho mechanismu
komplexu trans-[Pt(NH,CHz3).Cl,], ktery vykazuje relativné slibnou toxicitu v lidskych
nadorovych buikach. Jedna se o derivat klinicky neucinné transplatiny, ve kterém doslo
k nahrazeni neodstupujicich aminovych ligandi malymi, neobjemnymi metylaminovymi
skupinami. Byla popsana cytotoxicita tohoto nového komplexu, jeho akumulace v burikach,
charakter modifikaci DNA timto komplexem a oprava téchto modifikaci, tj. podstatné faktory,
které hraji dalezitou roli v molekuldarnim mechanismu protinddorové ucinnosti komplext

platiny.

Druha z publikovanych praci je zaméfena na stabilitu 1,3-GNG vnitrofetézcového aduktu
vytvofeného vyse zminénym komplexem trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] ve dvousroubovici DNA

a na transformaci tohoto aduktu na mezitetézcovy mustek.

Posledni ¢ast disertace popisuje izolaci a purifikaci proteinu STAT3 a jeho vazbu na DNA

poskozenou komplexy platiny, které se 1i8i toxickymi G€inky v nddorovych bunéénych liniich.
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4.1 Aktivace trans-geometrie Vv bifunkénich mononuklearnich komplexech

platiny s neobjemnymi metylaminovymi ligandy

Po objeveni protinddorového 1éciva cisplatiny zapocal vyzkum mechanismu jejiho ucinku
a nedlouho poté byly objeveny dalsi protinddorové aktivni komplexy na bézi cisplatiny.
Zpocatku byl kladen diraz pouze na komplexy v Cis konfiguraci a slou¢eniny s konfiguraci
trans byly povazovany za inaktivni. V 90 letech apatie vici trans-platinovym komplextim
skoncila a byla objevena tada trans-komplext s prokazateln¢ vyssi protinadorovou aktivitou,
pusobicich na rozsahlejsi spektrum nadorovych bunék in vitro véetné bunek rezistentnich
K cisplating. Pti syntéze novych protinadorové ucinnych trans-komplext byly aminy dosud
pouzivané k nahrazeni skupiny NH3; v molekule transplatiny obecné vyrazné objemnéjsi nez
NH; skupina samotna.

K objasnéni mechanismu ucinku bifunkénich mononuklearnich platnatych analogii
transplatiny byl studovan trans-komplex, u kterého byla NHj3 skupina nahrazena pouze
malym metylaminovym ligandem. Zajimalo nas, zda i tato mala zména ve velikosti
neodstupujiciho ligandu v molekule transplatiny miize ovlivnit cytotoxicitu tohoto nového
komplexu, jeho akumulaci v bunkach, charakter modifikaci DNA timto komplexem a opravu

téchto modifikaci.

cl NH,CH; H3N ¢l cl NH
\Pt/ =S S \Pt/ N H

Pt
H3CH2N/ e H3N/ e H3N/ e

trans-[Pt(CHsNH5),Cl5] cisplatina transplatina
Obr. 25: Komplexy platiny pouZité v této praci.

Vysledky ukazaly, Ze pro aktivaci geometrie trans v bifunkénich mononuklearnich
platinovych komplexech neni nutné nahrazovat amminové skupiny v transplatiné pouze
relativné objemnymi ligandy (pyridin, isochinolin, chinolin, thiazol, iminoeter atd.), ale
nahrazenim amminové skupiny transplatiny malou metylaminovou skupinou doslo
K vyraznému zvySeni aktivity v nadorovych buikdch a to i vnadorovych bunkach

rezistentnich k cisplating (viz Tab. 1).
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Komplex A2780 A2780cisR

trans-Pt(NH,CHj3),Cl,] 14.0+0.9 25+£3.1(L.5)
transplatina >250 >250
cisplatina 2.8+0.1 13.8 £0.1 (4.9)

Tab. 1. Cytotoxicita [hodnoty ICsy (uM)] ziskana pro trans-[Pt(NH,CH,),Cl;], transplatinu
a cisplatinu. A2780 jsou bunky lidského ovarialniho karcinomu citlivé k pisobeni cisplatiny, zatimco
A2780cisR jsou builky se ziskanou rezistenci vii¢i cisplatiné odvozené od bunék A2780. Rezisten¢ni
faktor (v zavorkach) je definovany jako ICsq (rezistentni) / 1Csq (sensitivni).

Sterické  efekty relativné objemnych amino ligandi protinadorové uc¢innych analogl
transplatiny hraji zasadni roli v mechanismu vazby téchto komplexti na DNA. Jelikoz
farmakologickym cilem platinovych komplexa je pravé molekula DNA, dale jsme zkoumali
mechanismus u¢inku tohoto komplexu. Metylaminovy ligand neovlivnil vyrazné rychlost
vazby trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] na DNA, zato zna¢né ovlivnil celkovou miru transformace
monofunk¢nich aduktd do bifunkénich lezi, pfevazné do vnitrofetézcovych mustki. Toto je
v kontrastu s transplatinou, ktera tvoii pfevazné monofunkéni adukty, jez distortuji
dvousroubovici méné, nez mistky. Trans-komplexy nejsou schopny tvofit mistky mezi
sousednimi nukleotidy v jednom fetézci dvousSrobouvice, které jsou povazovany za jeden
které vyrazné narusuji konformaci DNA a toto naruSeni miize zasahovat i nékolik bazi v okoli
aduktu.

Studium teploty tani umoziuje urcit relativni miru poSkozeni DNA. Po vazbé& platinovych
komplexti zvySuji stabilitu dvousroubovice pozitivni naboje platinovych komplext, stejné
jako mezifetézcové miustky znesnadnujici separaci fetézci DNA béhem jeji denaturace.
Naopak destabilizani efekt pozorujeme V disledku konformacénich distozi vyvolanych
v DNA po vazbé komplexu. Schopnost komplexu trans-[Pt(NH,CHzs),Cl,] zvySovat teplotu
tani byla nizsi, nez u transplatiny, SkuteCnost, Ze oba komplexy nesou stejny naboj (2+)
a vykazuji stejné procento tvorby mezifetézcovych mistku, ale lisi se v teploté tani, miize byt
vysvétlena rozdily v destabilizacnich efektech konformaénich distorzi vyvolanych v DNA

adukty trans-[Pt(NH,CHj3),Cl,] a transplatiny.

Vysledky experimentu zaméfeného na charakterizaci aduktd vytvorenych na DNA méfenim

fluorescence ethidium bromidu byly konzistentni s tezi, podle které adukty vytvoirené na DNA
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komplexem trans-[Pt(NH,CHj3),Cl,] vyvolavaly v DNA rozsahlejsi konforma¢ni zmény, nez
adukty transplatiny, coz je ve shodé se zjisténim, ze novy trans-komplex tvoti mnohem vice

vnitrofetézcovych mustki.
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Graf 1: Zavislost fluorescence ethidium bromidu na r, v dvoufetézcové tymové DNA z teleciho brzliku
modifikované komplexy platiny. Prazdny étverecek = monofunkéni dienplatina, prazdny trojuhelnik =
transplatina, plny ¢tvereéek = cisplatina, plny trojuhelnik = trans-[Pt(NH,CHz3).Cl,].

Zvysena konverze monofunkénich adukti do bifunkénich lezi byla pozorovana také u trans-
komplexti, kde byla amminova skupina nahrazend objemnym ligandem. Napiiklad vysoka
rychlost formace mustkd trans-platinovych analogli muze byt zapfi¢inéna konformacénimi
zménami ve dvoufetézcové DNA, kdy zménény aminovy ligand v monofunkénim aduktu
muze modulovat druhy vazebny krok a tim usnadnit formaci mistku. Dals$i hypotéza
predpokladd, ze NHj skupina monofunkéniho aduktu transplatiny tvoii vodikovou vazbu
s molekulou DNA, ¢imz dojde ke zpomaleni moZnosti uzavieni monofunkéniho aduktu do
mustku. Pokud je ale kamminové skupiné piidana metylova skupina, mize tvorbé

vodikového mustku zabranit.

Thiomocovina byla pouzita jako sonda k urceni relativniho zastoupeni monofunkénich
aduktti. Po 24 hod thiomocovina odstranila pouze 20 % monofunk¢nich adutki vytvotrenych
komplexem trans-[Pt(NH,CH3),Cl,] z DNA, zbylych 80 % adukti vytvofenych timto
komplexem a 50 % vytvotenych transplatinou se uzavielo do bifunkénich lezi, coz ukazuje,
ze trans-[Pt(NH,CHz3),Cl;] tvoii mnohem vétsi procento bifunkénich aduktd nez transplatina
(Kasparkova et al., 2003).
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Dale nas zajimalo, kolik z celkového poctu bifunkénich adukti na DNA reprezentuji
mezifetézcové mustky (IEC). Pomoci agar6zové gelové elektroforézy za denaturacnich
podminek bylo uréeno, ze trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;] tvoii 13 % IEC. Hlavnimi adukty tohoto

komplexu jsou tedy vnitrofetézcové mustky tvoiené z 67 %.
W W e ICLs

+.O--.-SS
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Obr. 26: Formace mezifetézcovych muastkd komplexem trans-[Pt(NH,CH3),Cl,], SS = jednofetézcova
frakce, ICLs = mezifetézcové mustky.

Oprava DNA je faktorem redukujicim pocet adukti platinovych komplexii na DNA
v bunkach (Brabec et al., 2009). Odstranéni adukt systémy opravy DNA vede ke snizeni
protinadorové ucinnosti zkoumanych komplexti, naopak pokud adukty tvofené komplexy
odstranény nejsou, mohou spustit regulaéni procesy vedouci az k apoptoéze. V naSich
pokusech cisplatina byla brana jako 100 % opravy DNA, oprava u trans-[Pt(NH,CHs),Cl;]
byla podstatné nizsi (50 %), srovnatelna s transplatinou (44,4 %). Neni tedy pravdépodobné,
ze oprava DNA je zodpoveédna za zvySenou cytotoxicitu studovaného komplexu v nddorovych

bunkach.
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Graf 2: Oprava DNA plazmidu pUC19 modifikovaného komplexy platiny.

Schopnost komplext platiny rozvijet negativné zavinutou superhelikalni DNA byla testovana

sledovanim mobility DNA v agarézovém gelu pfi riznych stupnich modifikace danou
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slou¢eninou (Keck et Lippard, 1992). Uhel rozvinuti byl uréen ® = (20 +/- 3)°, coZ je
vzhledem K uhlu rozvinuti u transplatiny (9°) velky rozdil. Bylo dokazano, ze koordina¢ni
sloucCeniny platiny rozviji Sroubovici DNA v zavislosti na vazbé komplexu na DNA.
Slouceniny, jez se vazi monofunk¢né, rozviji Sroubovici malo, méné nez o 6°. Ty latky, které
se vazi spiSe bifunkéné, rozviji DNA vice, 10-13°. Toto rozvijeni je typické pro transplatinu

a cisplatinu.

1 234567 8910112131415 *

Obr. 27: Rozvijeni negativné vinuté plazmidové DNA, nahofte trans-[Pt(NH,CHz3),Cl,], drahy 1-7 pro
r, 0,02-0,1; dole pro transplatinu a r, 0,01-0,1.

trans-Pt(NH,CHj5),Cl,] transplatina cisplatina
% mezifetézcovych mustku / adukt 13 12 6
% monofunkénich lezi / adukt 20 50 ~1
% vnitrofetézcovych mistkd / adukt 67 38 ~90
uhel rozvijeni / adukt 20° 9° 13°
teplota tani (Atm) b = 0.1 9.3°C 12.5°C -8.0°C
pokles EtBr fluorescence vysoky stiedni stiedni

Tab. 2: Shrnuti vysledkd charakteristiky vazby trans-[Pt(NH,CHj;),Cl,], transplatiny a cisplatiny na
DNA.

Aktivace trans-geometrie v bifunk¢énich mononuklearnich platnatych komplexech neni tedy
limitovana nahrazenim NHj; skupiny transplatiny pouze objemnym ligandem, vazebné
vlastnosti trans-[Pt(NH,CHj3),Cl,] na DNA a akumulace tohoto komplexu v buiikach koreluje
s toxicitou v nadorovych buikach a to i v nadorovych bunkach, rezistentnich k cisplating.
Akumulace trans-[Pt(NH,CHjs),Cl,] v bunkach A2780 po 24 hod byla asi 14 krat vyssi nez
u transplatiny a asi 6 krat vys$i nez u cisplatiny. Tato zvySend akumulace miiZze souviset

s vyssi hydrofobicitou studovaného komplexu v disledku pfitomnosti metylové skupiny. Na
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akumulaci komplexu v buinkach se mohou podilet také rizné druhy pienasecti vyskytujici se

V plazmatické membran¢.
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Graf 3: Bunécna akumulace komplext platiny po 24 hod inkubaci s ekvimolarnimi koncentracemi
(10uM) cisplatiny, transplatiny a trans-[Pt(NH,CH;),Cl,].

Tato prace rozSifuje poznatkové zazemi potiebné k pochopeni mechanismu téinku trans-

komplexti a mize poskytnout cenné informace k syntéze novych protinddorové ucinnych

1éCiv.
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4.2 Stabilita wvnitrofetézcového mustku protinddorové ucinného derivatu

transplatiny s neobjemnymi metylaminovymi ligandy

Cilena molekularni 1éCba se mlze stat redlnym novym piistupem k inhibici genové exprese na
urovni transkripce a translace. Genova terapie se zaméfenim na oligonukleotidy
zprostiedkovanou genovou terapii, které jsou komplementarni k sekvenci RNA, vyuziva
Klinicky neefektivni transplatinu. Hlavnim zamérem klinického pouziti antisense (nebo
antigene) oligonukleotidii je zabranéni disociace heteroduplexu, vytvofeného mezi ASO
a mMRNA, pomoci bunécnych komponent. Tomuto se miizeme vyhnout vytvofenim mustku
mezi oligonukleotidem a cilovou mRNA s pouzitim komplexu platiny. V nékterych
nukleotidovych sekvencich dochazi k transformaci 1,3-GNG vnitrofetézcového mustku
tvofeného transplatinou v dvoufetézcové DNA na mustek mezifetézcovy, ktery mize vytvorit
kovalentni mustek mezi oligonukleotidem a cilovou mMRNA. V n&kterych sekvencich je ale
tento 1,3-GNG mustek stabilni, coz predstavuje zasadni problém V klinickém pouziti
antisense oligonukleotidii modifikovanych transplatinou.

V této préaci jsme studovali stabilitu 1,3-GNG vnitrofetézcového mustku tvofeného trans-
[Pt(NH,CH3),Cl,] v dvoufetézcové DNA. Byly vybrany sekvence, ve kterych se adukty
transplatiny ochotné transformuji v mezifetézcové mustky (TGAGT, TGTGT) a ve kterych
jsou relativné stabilni (TGCGC, CGCGC):

TGTGT: . ~CCTCTTCTTGTGTTCTTCTC-3’
' 3" ~GGAGAAGAACACAAGAAGAG-5

CGCGC: 5 -CCTCTTCTCGCGCTCTTCTC-3’
* 3" —~GGAGAAGAGCGCGAGAAGAG-5’

1GeGe: 5 ~CCTCTTCTTGCGCTCTTCTC-3’
* 3’ ~GGAGAAGAACGCGAGAAGAG-5

TGAGT: 5. ~CCTCT TCTTGAGTTCTTCTC-3’
" 3" -GGAGAAGAACTCAAGAAGAG-5’

Jednotetézcové oligonukleotidy (20-mery) obsahujici 1,3-GNG adukt nebo odpovidajici
duplexy byly radioaktivné naznaceny na jejich 5’konci a inkubovany v 0,2 M NaClO, pfi
37°C a Vv jednotlivych casech byly alikvoty analyzovany pomoci gelové elektroforézy za
denatura¢nich podminek. 1,3-GNG adukt transplatiny a trans-[Pt(NH,CHs),Cl,]
V jednofetézcovém hornim fetézci byl stabilni (5 dnti) a pomoci reakce s DMS bylo ovéfeno,
Zze po tuto dobu nenastala zadna transformace tohoto aduktu. Naopak po hybridizaci

s komplementarnim spodnim fetézcem se tento vnitrofetézcovy adukt komplexu trans-
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[Pt(NH,CH3),Cl;] transformoval do mezifetézcového mistku. Po 24 hod inkubaci bylo 62-84
% 1,3-GNG adukti vnitrofetézcového miustku komplexu trans-[Pt(NH2CHs).Cl;]

transformovano v mezifetézcové miustky ve vSech pouzitych sekvencich.

TGAGT TGTGT
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Graf 4: Procentudlni zastoupeni mezifetézcovych mustki tvofeného trans-[Pt(NH,CH;),Cl,]
a transplatinou v duplexech.

Oproti tomu stejnd reakce u transplatiny vykazovala nizsi procento mezitetézcovych mistkt
v sekvencich TGCGC a CGCGC (7 % a 26 %). V souladu s jiz publikovanymi vysledky
(Kasparkova et al., 2008) v sekvencich TGAGT a TGTGT doslo k transformaci 60-71% 1,3-
GNG adukti transplatiny do mezifetézcovych mastk. Vysledky ukazuji, Ze komplex trans-
[Pt(NH,CH3),Cl;] tvofi ve dvoufetézcové DNA 1,3-GNG vnitrofetézcové adukty, jejichz
stabilita je daleko mén¢ sekvenéné zavisla nez v piipad¢ stejnych aduktl transplatiny, pfi¢emz
tendence k transformaci vnitrofetézcového mistku v mezifetézcovy je zvysSena, je-li NHs
skupina transplatiny nahrazena malym metylaminovym ligandem. Baze zapojené do
mezitetézcového mistku (5°G  platinovaného 1,3-GNG  vnitrofetézcového mustku

a komplementarniho C) byly identifikovany St€penim pomoci hydroxylovych radikali.
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trans-[Pt(NH,CH,),Cl,] transplatina

centralni % mezitetézcovych muistkl 5006 % mezitetézcovych mustkl 5006
sekvence po 24 hod pii 37°C (hod) po 24 hod pii 37°C (hod)
TGAGT 67 0.6 60 13
TGTGT 84 0.9 71 12
TGCGC 62 7 7 > 24
CGCGC 67 3 26 > 24

Tab. 3: Transformace mistné-specifického 1,3-GNG vnitrofetézcového aduktu trans-Pt(NH,CH,),Cl,]
a transplatiny v duplexu (20-mer) v mezifetézcové mustky. tso, = Cas, za ktery se transformuje 50%
aduktd. Zvyraznéna ,,G* v sekvencich znac¢i mista platinace.

Kasparkova et al. vroce 2008 prokazali, ze transformaci vnitrofetézcového mustku
Vv mezifeté¢zcovy adukt doprovazi konformac¢ni distorze indukovana v dvouretézcové DNA.
Naptiklad v sekvenci CGCGC byla tendence k transformaci do mezifetézcového mustku
niz8i, coz korelovalo také s men$i distorzi DNA v okoli vnitrofetézcového aduktu.
Charakterizovali jsme tedy konformacni zmény indukované v DNA mistné-specifickym
aduktem 1,3-GNG vnitrofetézcového mustku komplexem trans-[Pt(NH,CHzs),Cl,] v duplexu
(20-mer) s centralni sekvenci TGAGT a TGCGC. Tyto sekvence reprezentovaly duplexy, kde
byla izomerizace vysoka a velmi nizkad v ptipad¢ transplatiny a vysokd v obou sekvencich
v piipadé komplexu trans-[Pt(NH,CH3).Cl,]. Na zakladé¢ reakci s chemickymi sondami
(KMnQ, reagujici se zbytky tyminu, brom se zbytky cytosinu a DEPC se zbytky
adeninu/guaninu Vv jednofetézcové nebo distortované DNA) bylo zjisténo, Ze vnitrofetézcovy
mustek studovaného komplexu distortuje dvoutetézcovou DNA v obou sekvencich ve velkém

rozsahu.

0 O (OO
5-.CTTGAGTTCT...3"
3-...GAACTCAAGA..5’

000 00O

0 © OO
5-..CTTGCGCTCT...3’
3'-..GAACGCGAGA...5’

O X BN )

Obr. 28: Shrnuti reaktivity urené pomoci chemickych sond Vv oligonukleotidovych duplexech
s centralnimi sekvencemi TGAGT a TGCGC obsahujicich 1,3-GNG vnitrofetézcovy mistek
komplexu trans-[Pt(NH,CH;),Cl;]. Plna koleCka znamenaji vysokou reaktivitu, prazdna slabou
reaktivitu.
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Snadngéjsi transformace 1,3-GNG aduktu komplexu trans-[Pt(NH,CHs),Cl,] v mezitetézcové
mustky je doprovdzena mnohem mensi sekvencni seletivitou, nez je tomu u transplatiny.
Ukaézali jsme, ze jednoduchy analog transplatiny v DNA tvofi 1,3-vnitrofetézcové mustky, jez
jsou stabilni pouze v jednofetézcové DNA, narozdil od 1,3-vnitrofetézcovych aduktt
transplatiny. Hybridizace oligonukleotidi obsahujicich tento adukt komplexu trans-
[Pt(NH,CH3),Cl;] s komplementarnim fetézcem spousti rychlou izomerizani reakci ve
vysledny mezifetézcovy miustek, ¢imz se tento trans-komplex dostdva do poptedi zajmu

pouziti v antisense nebo antigene strategiich.
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4.3 STAT3: Produkce a studie vazby na DNA modifikovanou komplexy platiny

STATS3 je klicovym transkripénim faktorem zapojenym v fadé lidskych malignit, jeho aktivita
je zvySena v mnoha typech nadorovych bunék. Transkripéni aktivita STAT3 je zavisla na
schopnosti vazat se do konsenzudlni sekvence pfitomné v promotorech mnoha geni. Je
zajimavé, Ze tato sekvence obsahuje né€kolik zbytkti guaninu, které jsou preferenénimi
vazebnymi misty v DNA protinadorového 1é¢iva, cisplatiny a jejich derivatd. STAT3 neni
komeréné dostupny ve formé fosforylovaného dimeru, byl proto produkovan jako
rekombinantni protein s histidinovou kotvou v bakterialnich bunkach E. Coli. Po transformaci
TKB1 kompetentnich bunék plazmidem pro produkci proteinu STAT3 byla provedena
purifikace tohoto proteinu s vyuzitim Ni-NTA purifikaénho systému. Tento systém vyuziva
schopnosti histidinu vézat nikl. Na kolon¢ bylo nejprve zachyceno velké mnozstvi riznych
proteinti. Po promyti kolony pufrem s nizkou koncentraci imidazolu (20 mM) byly odstranény
proteiny, které se na Ni-NTA agardzu vazaly slabé, tedy znecist'ujici proteiny. Po zvyseni
koncentrace imidazolu nejprve na 50 mM a poté na 100 mM koncentraci byl eluovan STAT3
protein. Jednotlivé frakce (8 ul) byly smichany s reagencii Bio-Rad Protein assay (2 ul) na
parafilmu a po dvou minutach byl odecten vysledek. Dle zabarveni kapky jsme predbézné
konstatovali pfitomnost a ptibliznou koncentraci proteinu. Pti vysoké koncentraci proteinu se
kapka zbarvila modte, pii nizké nebo Vv nepfitomnosti proteinu, kapka ziistala oranzova.

Jednotlivé frakce eluce proteinu byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 29). Analyza
pomoci SDS-PAGE odhalila, Ze se protein vyskytoval jak v bunééném sedimentu, tak
V supernatantu po sonikaci a nasledné centrifugaci bun¢k pii 15000 rpm. Dlvodem vyskytu
proteinu v sedimentu miize byt jeho ¢asteéna nerozpustnost, nebo se miize jednat o proteiny
zneCist'ujici. Ve frakei eluce s imidazolem v koncentraci 50 mM se vyskytovalo jesté malé
mnozstvi znecist'ujicich proteinil, avSak frakce s koncentraci imidazolu 100 mM byla jiz bez
znedistujicich proteini. Ob¢ frakce byly zakoncentrovany pomoci zafizeni Amicon-Ultra-15
a jejich koncentrace byla zméfena pomoci Bradfordovy reakce. Koncentrace proteinu STAT3
(100 mM frakce) byla stanovena na 1,2 mg/ml. Tyto frakce zakoncentrovaného proteinu byly
poté zkontrolovany pomoci SDS-PAGE. Frakce eluce s50 mM koncentraci imidazolu
obsahovala stale malé mnozstvé znecist'ujicich proteint, proto k dal$im experimentim nebyla

pouzita.
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Obr. 29: Jednotlivé frakce eluce analyzovany pomoci 10 % SDS-PAGE. Vlevo frakce s pouzitim
eluéniho pufru s 50 mM imidazolem, ,,Su‘ = supernatant a ,,Se* = sediment, VVpravo frakce pouzitého

eluéniho pufru se 100 mM imidazolem, frakce s 250 mM imidazolem a ,,Bre* = frakce elué¢niho pufru
bez pouziti imidazolu, ,,M* = marker molekulové hmotnosti.

Po ziskani STAT3 proteinu a ureni jeho koncentrace byla zjisténa jeho vazebna aktivita K
DNA. Oligonukleotid (55-mer) s vazebnym mistem pro STAT3 a nespecificky oligonukleotid
(55-mer, neobsahujici vazebné misto) jako byl podroben vazebné reakci s purifikovanym
proteinem a analyzovan pomoci EMSA gelu obarveného barvivem SYBR Green pro
naslednou vizualizaci (Obr. 30). Bylo zjisténo, ze 50 % vazba je dosazena piiblizné pii 30 nM
koncentraci STAT3 proteinu.

Tento oligonukleotid (horni fetézec) byl dale modifikovan cisplatinou, pro porovnani také
transplatinou v pomérech (oligonukleotid:komplex platiny) 1:1, 1:2 a 1:3 a hybridizovan se
spodnim fetézcem. Bylo dokazano (Obr. 31), Ze cisplatina inhibuje vazbu STAT3 mnohem
u¢ingji (pro modifikaci 1:1, 1:2, 1:3; 53 %, 26 % a 23 %), nez klinicky neefektivni
transplatina (pro modifikaci 1:1, 1:2, 1:3; 63 %, 43 % a 18 %).
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Obr. 30: EMSA analyza, vazba proteinu STAT3 k oligodeoxyribonukleotidu (55-mer, 10 nM), ktery
obsahuje (vlevo) a neobsahuje (vpravo) konsenzualni sekvenci proteinu STAT3. 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40 = koncentrace proteinu STAT3 v nM.
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Obr. 31: EMSA analyza, vazba proteinu STAT3 kduplexu (55-mer) obsahujiciho konsenzualni
sekvenci modifikovaného komplexy platiny. 1 = DNA modifikovana cisplatinou v nepfitomnosti
proteinu STAT3, 2 = nespecificki DNA modifikovana cisplatinou 3-5 = modifikace duplexu
s konsenzualni sekvenci transplatinou (1:3, 1:2, 1:1) 6-8 = modifikace duplexu s konsenzualni
sekvenci cisplatinou (1:3, 1:2, 1:1).

Tyto vysledky byly ziskany na zahrani¢ni stazi v Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS,
Orleans ve Francii. Protein byl transportovan do CR v suchém ledu a interakéni studie byly
dale provadény na globalné mobifikované DNA (oligonukleotid, 55-mer s vazebnym mistem
pro STAT3, radioaktivné znadeny pomoci [y-’P]JdATP na 5’konci) modifikované
platinovymi komplexy V riznych pomérech (Graf 5), cisplatinou, transplatinou a také
komplexem studovanym v této disertaci, trans-[Pt(NH,CH3),Cl;]. Zjistili jsme, Zze adukty
vytvofené v konsenzudlni sekvenci v DNA cisplatinou, inhibuji vazbu STAT3 k vazebnému
mistu na DNA mnohem vice, nez adukty vytvofené transplatinou a komplexem trans-

[Pt(NH,CH3),Cl;]. Dale jsme zjistili, Ze vazebna aktivita transportovaného proteinu klesla,

proto jsme se rozhodli provést produkci a purifikaci STAT3 proteinu na pracovisti v Brné.
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Graf 5: Vazebna afinita STAT3 proteinu ke konsenzudlni sekvenci globalné modifikované DNA

platinovymi komplexy v rtiznych pomérech. Cervené cisplatina, modie transplatina, zelené trans-

[Pt(NH2CH3).Cl].
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Protein STAT3 byl produkovan jako rekombinantni protein s histidinovou kotvou
Vv bakteridlnich bunkach E. Coli. Jeho purifikace byla provedela s pouzitim Ni-NTA
purifika¢niho systému. K eluci proteinu STAT3 byly pouzity pufry s 50 mM imidazolem
a 100 mM imidazolem (Obr. 32). Frakce eluce se 100 mM imidazolem byla bez
znecistujicich proteint, u druhé frakce jsme detekovali znac¢nou ¢ast proteinti znecist'ujicich.
Obg¢ frakce byly zakoncentrovany systémem Amicon-Ultral5 a zkontrolovany na SDS-PAGE
(Obr. 33).
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Obr. 32: 10 % SDS-PAGE, Jednotlivé frakce eluce (1-5), s pouzitim 50 mM imidazolu (vpravo) a 100
mM imidazolu (vlevo). M = marker molekulové hmotnosti. Su = supernatant, Se = sediment, Bre =
frakce elu¢niho pufru bez pouziti imidazolu.
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Obr. 33: 10% SDS-PAGE jednotlivych zakoncentrovanych eluénich frakei proteinu STAT3. 1 =
protein STAT3 z frakce eluce se 100 mM imidazolem, 2 = protein STAT3 z frakce eluce s 50 mM
imidazolem, M = marker molekulové hmotnosti.

Koncentrace jednotlivych elu¢nich frakci proteinu STAT3 bude zméfena pomoci Bradfordovy
reakce a dale budou provadény interakéni studie s radioaktivné znacenymi oligonukleotidy
obsahujici vazebné misto pro STAT3 protein modifikovanymi studovanymi komplexy

platiny: cisplatinou, transplatinou a komplexem trans-[Pt(NH,CH3).Cl,].
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5 ZAVER

Platinové komplexy hraji dilezitou roli v chemoterapii zhoubnych nadori. Cisplatina, jejiz
protinadorova ucinnost byla objevena jiz vroce 1965, je dodnes stale jednim z nejvice
pouzivanych cytostatik. Cilem onkologické 1écby je zajistit optimalni farmakoterapeuticky
ucinek pfi minimalni toxicit¢ a za souCasné prevence vyvoje rezistence. Je tedy nezbytné
studovat mechanismus Uc¢inku protinadorovych 1é¢iv pro zajisténi teoretického zazemi pro
syntézu novych platinovych komplexi s lepSimi cytostatickymi Gc¢inky.

Transplatina, trans-izomer cisplatiny je sice klinicky neucinna, ale bylo objeveno mnoho
trans-komplexi s prokazatelné vyssi protinadorovou aktivitou, puisobicich na Sirsi spektrum
nadorovych bun€k in vitro a dokonce i aktivnich v bunkach rezistentnich k cisplating.
V téchto komplexech byly sekundarni aminy, nahrazujici NHs; skupiny transplatiny,
objemnéjsi nez metylaminova skupina komplexu trans-[Pt(NH,CHj3),Cl;], studovaného v této
praci.

Tento komplex vykazoval vyznamné zvysenou aktivitu v nadorovych bunkach a to
i v nadorovych bunkach rezistentnich k cisplatiné. V souvislosti s timto zjisténim byl také
studovan  molekularni  mechanismus  cytostatického  G¢inku  komplexu  trans-
[Pt(NH,CH3),Cl;], predevs§im modifikace DNA (ktera je hlavnim cilovym mistem
protinadorového pusobeni komplext platiny) timto komplexem. Byly popsény typy adukti
tvofené danym komplexem v porovnani s inaktivni transplatinou. Komplex tvofil pfevazné
vnitrofetézcové mustky a distorze v okoli aduktu zasahovala DNA mnohem vice, nez
transplatina. Transplatina vytvaii pfevazné monofunkéni adukty, které distortuji konformaci
DNA mnohem méné. Také bunééna akumulace komplexu trans-[Pt(NH,CHs),Cl], koreluje

s jeho zvySenou cytotoxicitou v nadorovych butikach sensitivnich i rezistentnich k cisplating.

Druha ¢ast prace se zabyva stabiliou 1,3-GNG vnitrofeté¢zcového mustku tvofeného trans-
[Pt(NH,CH3),Cl,] ve dvoutetézcové DNA. K testovani byly vybrany sekvence, v nichz se
adukty transplatiny transformuji velmi ochotné v mezitetézcové mustky (TGAGT, TGTGT)
a sekvence, ve kterych jsou vnitrofetézcové adukty transplatiny relativné stabilni (TGCGC,
CGCGC). Transplatina byla navrzena jako vhodné agens schopné stabilizovat hybrid
oligonukleotidu s cilovou molekulou mRNA tvorbou mezifetézcovych vazeb pii antisense
strategii v genové terapii. Omezenim v pouziti transplatiny V této terapil je praveé jeji
sekvencni zavislost. U studovaného nového analogu transplatiny jsme objevili velmi

ochotnou transformaci jeho 1,3-GNG vnitrofetézcového mustku v mezifetézcové mustky, a to
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s vyrazné¢ mensi sekvencni selektivitou, nez je tomu u stejného aduktu vytvoreného ve
dvousroubovici DNA transplatinou. Tato prace navrhuje novou aplikaci jednofetézcovych
oligonukleotidi  obsahujicich 1,3-GNG vnitrofetézcovy mustek komplexu trans-

[Pt(NH,CHj3),Cl] v antisense nebo antigene technologiich.

Treti ¢ast prace popisuje pocatecni studii vazby proteinu STAT3 ke konsenzualni sekvenci
v DNA modifikované komplexy platiny, které se liSily protinadorovou aktivitou. Protein
STAT3 (ptfenase¢ signalu a aktivator transkripce 3) patfi do rodiny proteini STAT a hraje
vyznamnou roli v mnoha bunéfnych procesech jako bunéény rist a apoptéza. Pii jeho
konstitutivni aktivaci dochazi k podporovani vyvoje onkogeneze. STAT3 po fosforylaci tvori
homodimery, které¢ se translokuji do jadra, kde ucinkuji jako transkripéni faktory. Jelikoz
tento protein neni komercéné dostupny jako fosforylovany dimer, produkovali jsme STAT3
jako rekombinantni protein s histidinovou kotvou v bakterialnich buiikach E. Coli. Pro
ovéteni funkénosti proteinu byly provedeny predbézné experimenty (EMSA, electrophoretic
mobility shift assay) s pouzitim oligonukleotidu obsahujiciho vazebné misto pro protein
STAT3. Byla potvrzena vazba proteinu se specifickou DNA pii K4 30 nM a pii reakci
s nespecifickou DNA nebyla pozorovana vazba zadna. Vazebné misto STAT3 obsahuje
nékolik zbytkl guaninu, které jsou preferenénimi vazebnymi misty v DNA protinadorového
1éCiva cisplatiny a jejich derivati. Modifikovali jsme tedy toto vazebné misto platinovymi
komplexy (cisplatinou a transplatinou) a pozorovali jsme, ze cisplatina inhibuje vazbu STAT3
mnohem vice, neZz klinicky neefektivni transplatina. Podobny efekt jsme zjistili pii pouziti
fragmentu DNA globalné modifikovaného platinovymi komplexy (cisplatinou, transplatinou
a trans-[Pt(NH,CH3),Cl,]). Zvysena inhibice vazby STAT3 proteinu do konsenzualni

sekvence byla pozorovéana u oligonukleotidu globalné modifikovaného ciplatinou.
Predkladana disertacni prace prispiva k rozsifeni poznatkového zdzemi o mechanismu tc¢inku

trans-komplexi a mize byt vyuzita pti syntéze novych 1éCiv na bazi platiny, ¢i navrzich

ucinnéjsi chemoterapeutické strategie.

68



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Adebanke F., Orelli F.B., Orlando D., Schirer K. (2011): Regulation of endonuclease activity
in human nucleotide excision repair, DNA Repair 15, 722-9.

Akaboshi M., Kawai K., Maki H., Akuta K., Ujeno Y., Miyahara T. (1992): The Number of
Platinum Atoms Binding to DNA, RNA and Protein Molecules of HelLa Cells Treated with
Cisplatin at Its Mean Lethal Concentration. Japanese Journal of Cancer Research 83, 522-
526.

Aupeix-Scheidler K., Chabas S., Bidou L., Rousset J.P., Leng M., Toulme J.J. (2000):
Inhibition of in vitro and ex vivo translation by a transplatin-modified oligo(29-O-
methylribonucleotide) directed against the HIV-1 gag-pol frameshift signal. Nucleic Acids
Research 28, 438-445.

Bailly C., Gentle D., Hamy F., Purcell M., Waring M.J. (1994): Localized chemical reactivity
in DNA associated with the sequencespecific bisintercalation of echinomycin. Biochemistry
300, 165-173.

Bailly C., Waring M. (1997): Diethylpyrocarbonate and osmium tetroxide as probes for drug-
induced changes in DNA conformation in vitro. In: Drug-DNA Interaction Protocols. K. R.
Fox, editor. Humana Press Inc., Totowa, NJ. 51-79.

Bard A.J., Faulkner L.R. (2000): Electrochemical method: fundamentals and applications.
John Wiley & Sons Inc., New York, 594.

Bowman T., Garcia R., Turkson J., Jove R. (2000): STATs in oncogenesis. Oncogene 19,
2474-2488.

Brabec V., Reedijk J., Leng M. (1992): Sequence-dependent distortions induced in DNA by
monofunctional platinum(l1) binding. Biochemitry 31, 12397-12402.

69



Brabec V., Kasparkova J. (2003): DNA interactions of novel platinum anticancer drugs, in
DNA and RNA Binders: From Small Molecules to Drugs, M. Demeunynck, C. Bailly, D.
Wilson, Wiley-VCH: Weinheim, Editors, 178-223.

Brabec V., Kasparkova J. (2009): in N. Hadjiliadis, E. Sletten (Eds.), Metal Complex — DNA
Interactions, Wiley, Chichester, UK, 2009, 175-208.

Brabec V., Kasparkova J. (2005): Modifications of DNA by platinum complexes - Relation
to resistance of tumors to platinum antitumor drugs, Drug resistance updates 8, 131-146.

Brabec V., Leng M. (1993): DNA interstrand cross-links of  trans-
diamminedichloroplatinum(Il) are preferentially formed between guanine and complementary
cytosine residues, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 90, 5345-5349

Brabec V., Palecek E. (1976): Interaction of nucleic acids with electrically charged surfaces.
Il. Conformational changes in double-helical polynucleotides. Biophysical Chemistry 4, 76-
92.

Butour J.L., Alvinerie P., Souchard J.P., Colson P., Houssier C., Johnson N.P. (1991): Effect
of the amine group nonleaving group on the structure and stability of DNA comples with cis -
[Pt(R-NH2)2(NO3)2]. European Journal of Biochemistry 202, 975-980.

Butour J.L., Macquet J.P. (1977): Differentiation of DNA - platinum complexes by
fluorescence. The use of an intercalating dye as a probe. European Journal of Biochemistry
78, 455-463.

Coluccia M.A., Nassi A., Boccarelli D., Giordano N., Cardellicchio D., Locker M., Leng M.,
Sivo F.P. Intini G., Natile J. (1999): In vitro and in vivo antitumour activity and cellular
pharmacological properties of new platinum-iminoether complexes with different
configuration atthe iminoether ligands. Journal of Inorganic Biochemistry 77, 3-35.

Comess K.M., Burstyn J.N., Essigmann J.M., Lippard S.J. (1992): Replication inhibition and
translaesion. Biochemistry 31, 3975-3990.

70



Comess K.M., Lippard S.J. (1993): In Molecular Aspects of Anticancer Drug-DA
Interactions; Neidle, S., Waring, M., Eds., Mac-Milllan Press: London, Vol. 1, p 134.

Cooney M., Czernuszewicz G., Postel E. H., Flint S. J., Hogan M. E. (1988): Site-specific
oligonucleotide binding represses transcription of the human c-myc gene in vitro. Science
241, 456-459.

Corda Y., Anin M.F., Leng M., Job D. (1992): RNA polymerases react differently at d(ApG)
and d(GpG) adducts in DNA modified by cis-diamminedichloroplatinum(ll). Biochemistry
31, 1904-1908.

Corda Y., Job C., Anin M.F., Leng M., Job D. (1991): Transcription by eucaryotic and
procaryotic RNA polymerases of DNA modified at a d(GG) or a d(AG) site by the antitumor
cisplatin. Biochemistry 30, 222-230.

Coste F., Malinge J.M., Serre L., Shepard W., Roth M., Leng M., Zelwer C. (1999): Crystal
structure of a double-stranded DNA containing a cisplatin interstrand cross-link at 1.63 A
resolution: hydration at the platinated site. Nucleic Acids Research 27, 1837-1846.

Crooke S.T. (1999): Molecular mechanisms of action of antisense drugs. Biochimica et
Biophysica Acta 1489, 31- 44.

Cvitkovic E., Spaulding J., Bethune V. (1977): Improvement of cisdichlorodiammineplatinum
(NSC 119875): therapeutic index in an animal model. Cancer 39, 1357-1361.

Duan Z., Foster R., Bell D.A., Mahoney J., Wolak K., Vaidya A. (2006): Signal transducers
and activators of transcription 3 pathway activation in drug-resistant ovarian cancer. Clinical
Cancer Research 12, 5055-5063.

Eastman A., Barry M.A. (1987): The interaction of trans-diamminedichloroplatinum(ll) with
DNA : formation of monofunctional adducts and their reaction with glutathione. Biochemistry
26, 3303-3307.

71



Elena Pantoja Lopez (1978): Differences Between Asymmetric cis and trans Platinum
Complexes. Applications in Cancer Chemotherapy.

Ellington A. D., Szostak J.W. (1990): In vitro selection of RNA molecules that bind specific
ligands". Nature 346, 818-22.

Farrell N., Kelland L.R., Roberts J.D., Van Beusichem M. (1992): Activation of the trans
geometry in platinum antitumor complexes: a survey of the cytotoxicity of trans complexes
containing planar ligands in murine L1210 and human tumor panels and studies on their
mechanism of action, Cancer Research 52, 5065-5072.

Farrell N.P., De Almeida S.G., Skov K.A. (1988): Bis(platinum) complexes containing two
platinum cis-diammine units. Synthesis and initial DNA-binding studies. Journal of the
American Chemical Society 110, 5018-5019.

Fire A., Xu S., Montgomery M. K., Kostas S.A., Driver S.E., Mello C.C. (1998): Potent and
specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 391,
806-811.

Garcia R., Bowman T.L., Niu G, Yu H., Minton S., Muro-Cacho C.A., Cox C.E., Falcone R.,
Fairclough R., Parsons S., Laudano A., Gazit A., Levitzki A., Kraker A., Jove R. (2001):
Constitutive activation of Stat3 by the Src and JAK tyrosine kinases participates in growth
regulation of human breast carcinoma cells. Oncogene 20, 2499-2513.

Gee J.E., Robbins I., VanderLaan A.C., VanBoom J.H., Colombier C., Leng M., Raible A.M.,
Nelson J.S., Lebleu B. (1998): Assessment of high-affinity hybridization, RNase H cleavage,
and covalent linkage in translation arrest by antisense oligonucleotides. Antisense and Nucleic
Acid Drug Development 8, 103-111.

Gelasco A., Lippard S.J. (1999): Anticancer activity of cisplatin and related compounds.
Top journals in inorganic chemistry 1, 1— 43.

72



Germain D., Frank D.A. (2007): Targeting the cytoplasmic and nuclear functions of signal
transducers and activators of transcription 3 for cancer therapy. Clinic Cancer Research 13,
5665-5669.

Giraud-Panis M.J., Leng M. (2000): Transplatin-modified oligonucleotides as modulators of
gene expression. Pharmacology & Therapeutics 85, 175-181.

Goodman L.S., Wintrobe M.M., Damesek W., Goodman M.L., Gilman A., McLennan M.T.
(1984): Use of methyl-bis(beta-chloroethyl)amine  hydrochloride and tris(beta-
chloroethyl)amine hydrochloride for Hodgkin's disease, lymphosarcoma, leukemia and certain
allied and miscellaneous disorders. The Journal of the American Medical Association 251,
2255-2261.

Gouilleux-Gruart V., Gouilleux F., Desaint C., Claisse J.F., Capiod J.C., Delobel J., Weber-
Nordt R., Dusanter-Fourt I., Dreyfus F., Groner B., Prin L. (1996): STAT-related
transcription factors are constitutively activated in peripheral blood cells from acute leukemia
patiens. Blood 87, 1692—-1697.

Grandis J.R., Drenning S.D., Zeng Q., Watkins S.C., Melhem M.F., Endo S., Johnson D.E.,
Huang L., He Y., Kim J.D. (2000a). Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 97, 4227-4232.

Grosschedl R., Giese K., Pagel J. (1994): HMG domain proteins: architectural elements in the
assembly of nucleoprotein structures. Trends in Genetics 10, 94-100.

Han Z., Hong Z., Gao Q., Chen C., Hao Z., Ji T. (2012): A potent oncolytic adenovirus
selectively blocks the STATS3 signaling pathway and potentiates cisplatin antitumor activity in
ovarian cancer. Human Gene Therapy 23, 32-45.

Harder H.C., Rosenberg B. (1970): Inhibitory effects of anti-tumor platinum compounds on
DNA, RNA and protein synthesis in mammalian cells in vitro. International Journal of
Cancer 6, 207-216

73



Heinrich P.C., Behrmann I., Muller-Newen G., Schaper F., Graeve L. (1998): Interleukin-6-
type cytokine signalling through the gp130/Jak/STAT pathway. Biochemistry 334, 297-314.

Heringova P., Woods J., Mackay F.S., Kasparkova J., Sadler P.J., Brabec V. (2006):
Transplatin is cytotoxic when photoactivated: Enhanced Formation of DNA Cross-Links.
Journal of Medicinal Chemistry 49, 7792-7798.

Huang M., Page C., Reynolds R.K., Lin J. (2000): Constitutive activation of stat 3 oncogene
product in human ovarian carcinoma cells. Gynecologic Oncology 79, 67-73.

Chabner B.A., Roberts T.G. (2005): Rosenberg, B., et al., Platinum compounds: A new class
of potent antitumor agents. Nature, 1969. 222, 385-386.

Chan Jasmine H.P., Lim S., Wong W.S. (2006): Antisense Oligonucleitides: From Design to
Therapeutic Application. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 33, 533-
540.

Jing N., Tweardy D.J. (2005): Targeting Stat3 in cancer therapy. Anticancer Drugs 16, 601—
607.

Johnson N.P., Butour J.L., Villani G., Wimmer F.L., Defais M., Pierson V., Brabec V.
(1989): Progress in Clinical Biochemistry and Medicine 10, 1.

Jung Y., Lippard S. J. (2007): Direct cellular response to platinum-induced DNA damage.
Chemical Reviews 107, 1387-1407.

Kalinowska-Lis U., Ochocki J., Matlawska-Wasowska K. (2008): Trans geometry in platinum
antitumor complexes, Coordination Chemistry Reviews. 252(12-14), 1328.

Kartalou M., Essigmann J.M. (2001): Recognition of cisplatin adducts by cellular proteins.
Mutation Research 478, 1-21.

74



Kasparkova J., Marini V., Najajreh Y., Gibson D., Brabec V. (2003): DNA binding mode of
the cis and trans geometries of newantitumor nonclassical platinum complexes containing
piperidine, piperazine or 4-picoline ligand in cell-free media. Relations to their activity in
cancer cell lines. Biochemistry 42, 6321-6332.

Keck M.V, Lippard S.J. (1992): Unwinding of supercoiled DNA by platinum ethidium and
related complexes. Journal of the American Chemical Society 114, 3386-3390.

Kelland L. (2007): The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nature Reviews
Cancer 7, 573-584.

Kelland L.R., Barnard C.F.J., Evans I.G., Murrer B.A., Theobald B.R.C., Wyer S.B., Goddard
P.M., Jones M., Valenti M., Bryant A., Rogers P.M., Harrap K.R. (1995): Syntesis and in
vitro and in vivo antitumor activity of a series of trans platinum antitumor complexes. Journal
of Medicinal Chemistry 38, 3016-3024.

Kim S.D., Vrana O., Kleinwachter V., Niki K., Braber V. (1990): Polarographic
Determination of Subnanogram Quantities of Free Platinum in Reaction Mixture with DNA.
Analytical Letters 23, 1505-1518

Klener P., Klener Jr.P. (2010): Nova protinadorova 1éciva aléebné strategie v onkologii.
Grada Publishing a.s., Praha.

Leeman R.J., Lui V.W., Grandis J.R. (2006): STAT3 as a therapeutic target in head and neck
cancer. Expert Opinion on Biological Therapy 6, 231-241.

Legendre F., Chottard J.-C (1999): Kinetics and selectivity of DNA-platination. Cisplatin:
chemistry and biochemistry of a leading anticancer drug, ed. B. Lippert. 1999, Zurich: Verlag
Helvetica Chimic Acta. 563.

Lemaire M.A., Schwarz, A., Rahmouni, A.R., Leng, M. (1991): Interstrand cross-links are
preferentially formed at the d(GC) sites in the reaction between cis-diamminedichloro-
platinum(l1) and DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 88, 1982-1985.

75



Leng M., Locker D., Giraud-Panis M.J., Schwartz A., Intini F.P., Natile G., Pisano C.,
Boccarelli A., Giordano D., Coluccia M. (2000): Replacement of an NH3 by an iminoether in
transplatin makes an antitumor drug from an inactive compound, Molecular Pharmacology
58, 1525-1535.

Lippert B., Leng M. (1999): in "Topics in Biological Inorganic Chemistry".
Metallophamaceuticals 1, (Eds.: M. J.Clarke, P. J.Sadler), Springer, Berlin, 117-142.

Lui V.W., Boehm A.L., Koppikar P., Leeman R.J., Johnson D., Ogagan M., Childs E.,
Freilino M., Grandis J.R. (2007): Antiproliferative mechanisms of a transcription factor decoy
targeting signal transducer and activator of transcription (STAT) 3: the role of STATL.
Molecular Pharmacology 71, 1435-1443.

Lysik M.A, Wu-Pong S. (2003): Innovations in oligonucleotide drug delivery. Journal of
Pharmaceutical Sciences 92, 1559-73.

Malinge J.M., Leng M. (1999): Interstrand cross-links in cisplatin- or transplatin-modified
DNA. In B. Lippert (Ed.), Cisplatin-Chemistry and Biochemistry of a Leading Anticancer
Drug (159-180). Zurich: Verlag Helvetica Chimica Acta.

Mangrum J.B., Farrell N.P. (2010): Excursions in polynuclear platinum DNA binding.
Chemical Communications 46, 6640-6650.

Maxam A.M., Gilbert W. (1980): Sequencing end-labeled DNA with basespecific chemical
cleavages. Methods in Enzymology 65, 499-560.

McCarthy J. G., L. D. Williams, Rich A. (1990): Chemical reactivity of potassium
permanganate and diethyl pyrocarbonate with B-DNA: specific reactivity with short A-tracts.
Biochemistry 29, 6071 608L1.

Novakova O., Kasparkova J., Malina J., Natile G., Brabec V, (2003): DNA-protein cross-
linking by trans-[PtCI2(E-iminoether)(2)]. A concept for activation of the trans geometry in
platinum antitumor complexes. Nucleic Acids Research 31, 6450-6460.

76



Paquet F., Boudvillain M., Lancelot G., Leng, M. (1999): NMR solution structure of a DNA
dodecamer containing a transplatin interstrand GN7/CN3 cross-link. Nucleic Acids Research
27, 4261-4268.

Pellestor F., Paulasova P. (2004): The peptide nucleic acids (PNAs), powerful tools for
molecular genetics and cytogenetics, European Journal of Human Genetics 12, 694-700.

Persons D.L., Yazlovitskaya E.M., Cui W., Pelling J.C. (1999): Cisplatin-induced activation
of mitogen-activated protein kinases in ovarian carcinoma cells: inhibition of extracellular
signal-regulated kinase activity increases sensitivity to cisplatin. Clinical Cancer Research 5,
1007-14.

Quesnelle K.M., Boehm A.L., Grandis J.R. (2007): STAT-mediated EGFR signaling in
cancer. Journal of Cellular Bichoemistry 102, 311-3109.

Reardon JT., Vaisman A., Chaney S.G., Sancar A. (1999): Efficient Nucleotide Excision
Repair of Cisplatin, Oxaliplatin and JM216 Platinum Intrastrand DNA Diadducts. Cancer
Research 59, 3968-3971.

Regis G., Pensa S., Boselli D., Novelli F., Poli V. (2008): Ups and downs: the STAT1:STAT3
seesaw of Interferon and gpl30 receptor signalling. Seminars in Cell and Developmental
Biology 19, 351-359.

Reslova S. (1971): The induction of lysogenic strains of Escherichia coli by
cisdichlorodiammineplatinum (I1). Chemico-Biological Interactions 4, 66-70.

Roberts J.D., Peroutka J., Farrell N. (1999): Cellular pharmacology of polynuclear platinum
anti-cancer agents. Journal of Inorganic Biochemistry 77, 51-7.

Sanchez-Perez 1., Murguia J.R., Perona R.. (1998): Cisplatin induces a persistent activation of
JNK that is related to cell death. Oncogene 16, 533—40.

77


http://www.nature.com/ejhg/journal/v12/n9/full/5201226a.html
http://www.nature.com/ejhg/journal/v12/n9/full/5201226a.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=10463593&form=6&db=m&Dopt=b
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=10463593&form=6&db=m&Dopt=b
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=10463593&form=6&db=m&Dopt=b

Scanlon K.J., Ohta Y, Ishida H., Kijima H., Ohkawa T., Kaminski A., Tsai J., Horng G.,
Kashani-Sabet M. (1995): Oligonucleotide-mediated modulation of mammalian gene
expression. FASEB Journal 9, 1288—1296.

Serban D., Benevides J.M., Thomas G.J. (2002): DNA secondary structure and Raman
markers of supercoiling in Escherichia coli plasmid pUC19. Biochemistry 41(3), 847-853.

Shafer R. H. (1998): Stability and structure of model DNA triplexes and quadruplexes and
their interactions with small ligands. Progress in Nucleic Acid Research and Molecular
Biology 59, 55-94.

Silver D.L., Naora H., Liu J., Cheng W., Montell D.J. (2004): Activated signal transducer and
activator of transcription (STAT) 3: localization in focal adhesions and function in ovarian
cancer cell motility. Cancer Research 64, 3550-3558.

Sorenson C.M., Barry M.A., Eastman A. (1990): Analysis of events associated with cell cycle
arrest at G2 phase and cell death induced by cisplatin. The Journal of the National Cancer
Institute 82, 749-55.

Timofeeva OA, Chasovskikh S, Lonskaya I, Tarasova N.I, Khavrutskii L, Tarasov
S.G, Zhang X, Korostyshevskiy V.R, Cheema A, Zhang L, Dakshanamurthy S, Brown
M.L, Dritschilo A. (2012): Mechanisms of unphosphorylated STAT3 transcription factor
binding to DNA. Journal of Biological Chemistry 20, 287(17), 14192-200.

Todd R.C., Lippard S.J. (2009): Inhibition of transcription by platinum antitumor compounds.
Metallomics 1, 280-91.

Turkson J., Zhang S., Mora L.B., Burns A., Sebti S., Jove R. (2005): A novel platinum
compound inhibits constitutive Stat3 signaling and induces cell cycle arrest and apoptosis of
malignant cells. Journal of Biological Chemistry 2, 32979-88.

Turkson J., Zhang S., Palmer J,. Kay H., Stanko J., Mora L.B., Sebti S., Yu H., Jove R.
(2004): Inhibition of constitutive signal transducer and activator of transcription 3 activation

78



by novel platinum complexes with potent antitumor activity. Molecular Cancer Therapy 12,
1533-42.

Vaisrub S. (1979): Humble Therapeutic Beginnings for a Noble Metal. The Journal of the
American Medical Association 241, 2738

Vinkemeier U., Cohen S.L., Moarefi I., Chait B.T., Kuriyan J., Darnell J.E. (1996): DNA
binding of in vitro activated Statl alpha, Statl beta and truncated Statl: interaction between
NH2-terminal domains stabilizes binding of two dimers to tandem DNA sites. EMBO Journal
15, 5616-5626.

Wheate N.J., Walker S., Craig G. E., Oun R. (2010): The status of platinum anticancer drugs
in the clinic and in clinical trials. Dalton Transactions 39, 8113-8127.

Wu H., Lima W.F, Zhang H, Fan A, Sun H, Crooke S.T. (2004): Determination of the role of
the human RNase H1 in the pharmacology of DNA-like antisense drugs. Journal of
Biological Chemistry 279, 181-1809.

Xu X., Sun Z.L., Hoey T. (1996): Cooperative DNA binding and sequence-selective
recognition conferred by the STAT amino-terminal domain. Science 273, 794-797.

Zaludova R., Kleinwachter V., Brabec V. (1996): The effect of ionic strength on melting of
DNA modified by platinum(Il) complexes. Biophysical Chemistry 60, 135-142.

Zamble D.B., Lippard S.J. (1999): The response of cellular proteins to cisplatin-damaged
DNA, in Cisplatin. Chemistry and Biochemistry of a Leading Anticancer Drug, 73-110.

Zamecnik P. C., Stephenson M. L. (1978): Inhibition of Rous sarcoma virus replication and
cell transformation by a specific oligodeoxynucleotide. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 75, 280-284.

79



Zhang X., Zhang J., Wang L., Wei H., Tian Z. (2007): Therapeutic effects of STAT3 decoy
oligodeoxynucleotide on human lung cancer in xenograft mice. BMC Cancer 7, 149-160.

Zhang T., Kee, W.H., Seow, K.T., Fung, W., Cao, X. (2000c): The coiled-coil domain of
Stat3 is essential for its SH2 domain-mediated receptor binding and subsequent activation
induced by epidermal growth factor and interleukin-6. Molecular and Cellular Biology 20,
7132-71309.

Zhang X., Wrzeszczynska M.H., Horvath C.M., Darnell J.E. (1999): Interacting regions in
Stat3 and c-Jun that participate in cooperative transcriptional activation. Molecular and
Cellular Biology 19, 7138-7146.

Zhao W., Jaganathan S., Turkson J. J. (2010): A Cell-permeable Stat3 SH2 Domain Mimetic
Inhibits Stat3 Activation and Induces Antitumor Cell Effects in Vitro. The Journal of
Biological Chemistry 285, 35855-35865.

Zaludova R., Zakovska A., Kasparkova J., Balcarova Z., Vrana O., Coluccia M., Natile G.,
Brabec V. (1997): DNA modifications by antitumor trans-[PtCI2(E-iminoether)2].
MolecularPharmacology 52, 354-361.

80



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

ASO - antisense oligonukleotidy

Cisplatina — cis-diammindichloridoplatnaty komplex

DMSO - dimetyl-sulfoxid

DPP — diferen¢ni pulzni polarografie

DTT - dithiotreitol

dsDNA — dvouietézcova DNA

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EtBr — ethidium bromid

FAAS — bezplamenna atomova absorp¢ni spektrometrie

FDA — Sprava potravin a 1é¢iv (v USA)

HMG protein — protein skupiny vysoké pohyblivosti

ICso0— inhibi¢ni koncentrace komplexu, ktera vyvola 50 % tthyn bunék
IEC — mezitetézcovy mustek

MTT - 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NER — nukleotidova excizni oprava

PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza

PBS — fosfatovy solny pufr

PMEFS - fenylmetylsulfonyl fluorid

' — mnozstvi molekul komplexu navazanych na 1 nukleotid.

ri— pocet molekul komplexu ptipadajicich na 1 nukleotid.

RF — faktor rezistence

SDS - dodecylsulfat sodny

STAT3 - ptenasec signalu a aktivator transkripce 3

SW voltametrie — ,,square wave* voltametrie se ¢tvercovymi vinami
TAE — trisacetatovy pufr

Transplatina — trans-diammindichloridoplatnaty komplex
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PUBLIKACE C.1

Activation of trans geometry in bifunctional mononuclear platinum
complexes by a non-bulky methylamine ligand

Michaela Frybortova, Olga Novakova, Jana Stepankova, Vojtech Novohradsky, Dan Gibson,
Jana Kasparkova, Viktor Brabec

Journal of Inorganic Biochemistry 126, 46-54 (2013)

Prohlasuji, Ze muj podil na této préci je nasledujici:
Kinetika vazby komplexu na DNA in vitro, charakterizace DNA aduktit pomoci thiomocoviny,

detekce meziretezcovych mustkii, studium fluorescence ethidium bromidu, rozvijeni negativné
vinuté DNA, nukleotidova excizni oprava.
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! Z divodu dodrzeni autorskych prav neni pfiloZzena plna verze publikace. Cely ¢lanek je
k dostupny na nasledujicich strankach:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0162013413001220
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complexes by a non-bulky methylamine ligand
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In crder i shed bghton the mechanism that undesties actnity of befunctional mon an udear PY anabogs of
traresplafin we examined in e presant work 3 DA binding mode of the analog of tansplasn, namely
s [P{ OHyMH; )20z, in which MH; goups were replaced only by 2 small, non-bulicy methylamine lignd
This chodce wasmade because we were inberesied to reseal the rde ofthe buliines of the amines wsed o sub-
shitute MHy in tramnsplatn o produce anttomor-aove Pt drog, The el indicane that irams: [PH CHyMNHz 00 |
fiorme: a masiedly higher ameunt of meare disnnting i sirand onoes-lnies San francplasn which fonmes in DA
preferantaly lex dicoring and persising. monofunchonal adducs. Aleo imporangy, e accumulston of
s 1P O MH )20z | in tom ar cellls 'wiass con sicerably greaier han that of ransplasn and cisplatin inaddision,
the resuls of the present work demonstrae that the replacement of ammine: groups by the non- buliy mesyl-
amune ligand in the mobeoule of medfiecive transplatn reslts n a2 radical enh ancement of its achty in bamor
el e inciud in f cisplatin -resitant tumor cedis Thos, 2orvation of the tran s geomesny in bifon oional monom-

clear P! complenss can be absn acoremplishe d by replaceen it of amm ine groupes in sransplasin by non-bulioy me-
thylamne bgands sothat o e nod bemeied cnly to the repla cement by rela twedy bulicy and siemsochem cally mane
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1. Initroshnction

The platinum antiander ampounds aurrently in clinicd use @
farmn to the originally deviser strudhure- pharmacologial adivity rels-
tianship delinestsd for platinum anticndaer dngs soonafter discovery
af antitumar effeds of cisplatin 1,2 The paradigm far this arginal
sitructure phamascabogical activity relationship of platinum complexes
| 3] wias that the trans isameraficisplatin [trams platin) was insdtive at bi-
alagically relevant coneentrations and that only neutra Pt™ aomplenes
wiith two s oriented inert ligands [such 25 ammjines cormying at last
ameH abom | and semi -libileli gands in the other positions would posses
anticancer sctivity. Trams compounds and amplexes having anly ane
leawing groupy wene oonsi dened inadive.

However, the search for platinum compounds hawving nowvel
pre-dinical properties, such a5 adtivity in csplatine-resistant cells ar a
pattern af cytabadcity significantly different from that of csplatin |4
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e doubts upon miet af these ealy struchme-adivity rules. Saveral
diverse dasses of active platinum compounds that violate the desica
structhure-activity relationships for cisplatin have been identified,
inchuding Pt™ complexes |5 | palynuclear pl atinum com plexes |6
and platinum compownds with a trans stersochemistry [for re-
views, see Refs [7-10)L Thus, to this end several new comple xes
af the trans structure have been identified that exhibit anenhanced
ety in tumar cell hines, such that cytotaxicity & aquivalent ar
even better than that of the analogows G counterparnts and, indesd,
dsplatinitself [ for reviews, see Refs |7-12] L Examples of suchnew
amntiturmar trans-platinum ampounds are: (i) those of general formula
trans-[PCL[L)(L )] in which L and 1' represent planar ar nonplanar
heterocyddic higands, aliphatic amines, heteracydic aliphatic amines,
iminoesthers [7-10} and acaaxime |13 | (i) &rans-platinum( V) am-
plexes of general formuls frene-PiaMEL)( L) | whene X repressnts
chiaride, hydmxide carboylate, or carbamate hgands, belang to the
fmily of anticancer trans-platinum agents a5 well Pt™ compounds
serve o rodrugs being reduced o the P andogs under physialogicad
comditions [ a¢ialligands af ™ aympounds cn bed etached during cel-
Tilar activation by reductive elimination yielding anfitumar active P
amalogs | [14]; (i) bifunctiona polynuclear Pt™ complexes with up to
four pesitive charges [6] in whidh two monofuncional Pt spheres
with the single chlaride leaving group an each platimum are linked by
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PUBLIKACE C. 2

The stability of DNA intrastrand cross-links of antitumor transplatin
derivative containing non-bulky methylamine ligands

Michaela Frybortova, Olga Novakova, Viktor Brabec

Journal of Biological Inorganic Chemistry

ProhlaSuji, Ze muj podil na této préci je nasledujici:

Platinace DNA, transformace vnitroretézcovych miistkit komplexu trans-[Pt(CH3NH,),Cl;]
a transplatiny, chemické modifikace
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I Z divodu dodrzeni autorskych prav neni piiloZena plna verze publikace.

The stability of DNA intrastrand cross-links of antitumor
transplatin derivative containing non-bulky methylamine ligands
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