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ABSTRAKT

Komplexy platiny pat do skupiny chemoterapeutik. Nejvice a nejdélezijana je
monojaderna cisplatina, ktera reaguje s purinovylndzemi v DNA za vzniku
vnitrofrettzcovych (IAC), mezetzcovych (IEC) a monofurdnich mistki. Jeji
podavani je vSak spojendadou problém — nezadouci vedlejSkinky na organizmus
pacienta, vznik rezistenceigejim opakovaném podavani a uzké spektrum riador
které jsou Kk cisplatih citlivée. Proto se mnoho vyzkum zan®filo na studium
vicejadernych komplex platiny, které jsou protinadorév aktivni i v buikach
rezistentnich k cisplaténa to i @i nizSich davkach.

Diplomova prace se zabyva studiem vzniku be#zicovych nfistki novych
dinuklearnich komplex platiny s pracovnim nadzvem BBR3535 a BBR3571,
na plazmidové pUC19 a genomové DNA z lidskych nédgeh linii, s cilem objasmi
mechaniznm jejich protinadorového dinnosti. Nejprve byl studovan vznik IEC
dvojjadernych komplek v bezbug¢ném prostedi (n vitro), na plazmidu pUC19,
a vysledky byly porovnany s cisplatinou. Tento ekpent potvrdil jiz dive
publikované vysledky T. McGregor (2001) [55], kdyopentualni zastoupeni IEC
tvorenych cisplatinou, BBR3535 a BBR3571 odpovida htend%, 55,3% a 38,2%.

Ke studiu vzniku IEC na genomové DNA, v aném prosiedi (n vivo) a také
v bezbuge¢ném prostedi (n vitro), byla vyuzita metoda Southernovy hybridizace.
ProtozZe tato metoda nebyla doposud n&ledd Molekularni biofyziky a farmakologie
(BFU, AVCR) pouzivana, bylo prvotnim cilem této prace metodavést
a optimalizovat podminky ke studiu miegézcovych mistka vznikajicich na gDNA
po pisobeni studovanych Pt kompiexiento cil se poddo bezezbytku spinit.

Vysledky studia tvorby IEC v gDNA modifikované vitkach {n vivo) ¢i in vitro
ukazuji gekvapiv nizsi procentudlini zastoupeni ntemezcovych nistki pro oba
dinuklearni komplexy, BBR3571: 1,9%n(vivo), 4 % ({n vitro); BBR3535: 8 %
(in vitro). F¥i¢cinou pozorovaného jevu iwe byt pouzitA metodika Southernovy
hybridizace, ktera proto, aby byla aplikovatelna stadium IEC polynuklearnich
komplexi platiny, bude #jm¢ vyZadovat dalSi metodické Upravy a optimalizacgoT
vsak jiz bylo nad ramec této diplomové prace.
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ABSTRACT

Platinum complexes belong to the group of abtberapeutics. A strong and widely
used chemotherapy drug, cisplatin, reacts with ngubases in DNA and forms
intrastrand cross-links (IACs), interstrand crasgd (IECs) and monofunctional
adducts. Cisplatin treatment is associated witleisg\drawbacks — it causes undesirable
side effects in patient’s body; during cycles adrpy with cisplatin tumor may acquire
resistance to this drug; moreover, its applicabiltlimited to a relatively narrow range
of tumors. Hence, intensive research has focusedhenstudy of new analogues
of platinum complexes, such as polynuclear platimamplexes, which show enhanced
anticancer efficiency and are capable of circumwgntisplatin resistance.

The main objective of this thesis is to study anrfation of interstrand cross-links
of new dinuclear platinum complexes, BBR3535 andRBB71, in plasmid DNA
pUC19 and in genomic DNA (gDNA) from the human o&arcancer cells. The thesis
should contribute to the knowledge of mechanisranicancer action of these platinum
compounds which still remains unclear. Firstlg, vitro study of IECs formation
for both dinuclear platinum complexes in plasmidJdl9 was carried out and compared
to that for cisplatin. Results were in a good datren with previously published data
(T. McGregor, 2001,) [55] and revealed the frequeshof IECs for cisplatin, BBR3535
and BBR3571 to be 6 %, 55.3 % and 38.2 % respdygtive

Formation of IECs of platinum complexes in genomiA (formed in cancer cells -
in vivo, orin vitro) was studied using a methodology of southern hiytation. Since
at the department of Molecular Biophysics and Plaaotogy (IBP, ASCR) this method
hasn’'t been used so far, my first concern was tmduoce and optimize this method
for our purposes, it means for determination of Eficiencies of platinum complexes
in gDNA. This goal was completely met.

The results showed surprisingly low IECs frequemciermed by both studied
dinuclear complexes in gDNA modified in cells ¢ivo) and evenn vitro, BBR3571:
1.9 % (n vivo), 4 % {n vitro); BBR3535: 8 % ifi vitro). This might be caused
by methodology of southern hybridization used im experiments. For the purposes

of study of IECs efficiencies of polynuclear platm complexes, this method will



probably require further modifications and optintiaa. However, this was beyond

the scope of this thesis.
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1. UVOD

Nadorova onemoeni, resp. rakovina, jsou v stasné dob druhou nejasgjsi pricinou
amrti (hned po chorobéach srdce a cév u dgsp a po Urazech wtl). Rakovina je itznoroda
skupina chorob, kdy @ita skupina buék zaine nekontrolovah rist a clit se v disledku
nahodnych mutaci nebo poskozefuht sodasti DNA, které jsou zodpéegné za regulaciistu
bungk. Buriky se stavaji velmi odolnymi, utlgji a narusuji své okoli aipobi prvni zdravotni
komplikace.

Lé&ba rakoviny témst vzdy zéavisi na spolupraci vice specidlist vice oboll. Mezi
Dochazi ale i k rozvoji jinych metoddgy — biologické by, ktera fisobi ciled na nadorové
buiikky a genové terapie, které se vyuZziva zatim jeredx@ntals. Principem radioterapie je
opakované cilené oavani nadoru, které vSechny ¢2dé buiky nevrat@ poskodi. S tim ale
dochédzi i k poskozeni okolnich tkani. Cilem chiitkg I&by je vyjmout nador zéta ven.
V nékterych Fipadech se pouZziva jen ke zmenseni nebo oslabeoiinged radioterapii nebo
chemoterapii. Zakladem chemoterapie je podavarokygh davek cytostatik (latek toxickych
pro buiky), na jejichZz dinek jsou citligjSi rychle se dici buiky. Nadorové biiky totiz
vétSinou maji poskozené repamh mechanizmy. Zdrava bka je tedy po3kozeni #ipobené
cytostatikem wtSinou schopna opravit. Existuji v3akekteré typy nadar, které nejsou
k cytostatikim z tiznych divodi citlivé (nag. nador ledvin, ktery sedéchirurgicky).

Do skupiny chemoterapeutik fidtomplexy platiny, z nichZ zejména cisplatina zanenala
velkého dspchu @i 1é¢bé nddorovych onemoeni vajeniki, moiového ngchyfe ¢i nadoi
v oblasti hlavy a krku. Za cilové misto protinad@¥atinnosti této skupiny kv je povaZzovana
DNA v jadre burgk. Komplexy platiny se vazi na DNA, kde vytefi vnitrolettzcové
a meziettzcové niistky a brani tim gkterym dilezitym buré¢nym proce8m, jako je replikace
¢i transkripce. Vznikly Pt-DNA adukt zalhitaje DNA¢i RNA polymeraze v jejim pohybu podél
DNA fetézce, majici za nasledek inhibici DNARNA syntézy. Tento efekt vedouci k zastaveni
buni¢ného dleni je vice uplatovan ucasto se é&icich burek, jakymi jsou pré¥ buiky
nadorové. To, zda modifikace genomové DNA kompletaginy povede az k zastaverdehi i
smrti burgk zavisi velkou rérou na procesech, které jsou diky vzniklé DNA migditi v buice
spuskny. Nekteré buiky jsou schopny se s poskozenim DNA vyrovnat tima#ukt platiny
odstrani opravnymi mechanism§i, ho beze zrny preklenou. BleZitou roli v rozpoznani
a pipadném odstrami Pt-DNA aduktu opravnymi proteiny hraje charaktehoto aduktu.
Na zaklad toho byla navrZzena hypotéza, Zze komplexy platimdl&nym DNA vazebnym

mddem, nez ma cisplatina, by byly od#Smmzpoznavany buinymi proteiny a spoudly by
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tudiz odliSné bukné procesygimz by bylo docileno jejich odliSné protinAdoroviéivty,
nag. v nddorech k cisplatérrezistentnich.

Na zéklad této hypotézy byly navrzeny nové polynuklearni ktemy platiny obsahujici
dwe ¢i vice platinovych jader spojenydrettzcem tizné povahy. Jejich struktura poskytuje
bohatSi DNA vazebny méd, k jehoZ obj&sha porovnani s cisplatinodigpiva i gedkladana

diplomova préce.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Vyvoj platinovych cytostatik

V roce 1969 na Michiganské statni univeérbiyly pri studiu viivu elektrického pole naist
bakterii Escherichia Colindhodou objeveny cytostatickéiriky slowenin platiny biofyzikem
Barnettem Rosenbergem.¢dti pondili dvé platinové elektrody do nadobky s bakteriemi
v Zivné md¢ a mezi elektrody vlozili napi. Fri elektrolytickych d@jich vznikala cisplatina a jeji
analoga, ktera zastavila higné dleni bakterii a dochazelo k filamentéznimu prodiiéd.
Tento ndhodny objev ved| k rozvoji chemoterapenéikbazi platiny [1].

Nasledovaly testy cisplatinyig-diammindichloroplatnaty komplex) (Obr. 1) na mysic
pii kterych byla zji®na protinadorova aktivita [2, 3]. Prvotni Klinickésty byly slibné,
a protoze p lécbé nadoru varlete vykazovala cisplatina vice nez 9@@Snost (pi vcasné
diagnéze), byla roku 1978 schvalena Spravou patrav&iv v U.S.A. (FDA — Food and Drug
Administration) [4]. Postuph se stala nejlépe prodavanym cytostatikem v U.S/ACeské
republice ji vyrabla jako registrovany Iék spalerost Lachema v Bin[5]. Cisplatina je dale
vyuZivana k |éb¢ dalSich nadorovych onemagn, jako jsou nadory vajaikt, cklozniho
kréku, hlavy a krku, jicnu, plic a ntového nichyre. L&ba cisplatinou zahrnuje sérii
intravendznich injekci podavanych kazdé 3-4 tydmavkach 50-120 mg/i6].

HaN ©
Pt
HEN’/ \CI

Obr. 1: Strukturni vzorec cisplatiny.

PouZzivani cisplatiny jako cytostatika ma alevé Uskali. Cisplatinatgobi jen na uUzké
spektrum naddr — proti nefastji se vyskytujicim naddm tlustého seva a prsu nenicinna.
Pti jejim opakovaném podavani pacientovi dochdzi wi k rezistenci nadorovych bé[5].
Ziskana rezistence e vzniknout z &kolika divodi: redukované busné vstebavani
cisplatiny; zvySena oprava aduktisplatina-DNA; zvySend toleranc&hto aduki; deaktivace
cisplatiny proteiny, které obsahuji fuftk skupinu -SH [7]. R |é¢bé¢ se objevuji i nezadouci
vedlejSi @inky. Pacient trpi fiznaky nefrotoxicity (poSkozeni ledvin), neurotaiiqposkozeni

-12-



nervoveho systému) a ototoxicity (ztrata sluchuakeé ntize mit zvySeny krevni tlak, {iem
a nevolnost doprovazenou zvracenim [8, 9].

I pfes zjiééni Ze intravenoOzni hydratace redukuje miru nef«'otty [10] pfedstavujl'
25 letech se mnohogdci soustedilo na vyvoj latek podobnych cisplatinkteré by nily
mirngjSi vedlejSi dinky [9].

Karboplatina (Obr. 2) sice vykazujéinnost proti stejnému spektru natlgako cisplatina
[11], ale v krvi je rozkladana pomaleji a je tudiEre toxicka. Mize byt tedy podavana
ve vy33ich davkach (900 mginme? cisplatina (60-120 mgfim

O

Y4

O
HsN \o—c

N

O

\/

Obr. 2: Strukturni vzorec karboplatiny.

Platinovy komplex AMD-473 (Obr. 3) disponujensi toxicitou nez cisplatina, alét$i nez
karboplatina. Pomalu reaguje s thigfmeinou a methioninem a nenecha se jimi tak snadno
deaktivovat. Bekonal i dalSi typy rezistence — redukované ¢bné vstebavani komplexu

a zesilené opravy DNA [8].

NHy o

NS
Pt

@,{’ Nl

CH,
Obr. 3: Strukturni vzorec komplexu AMD-473.

Oxaliplatina (Obr. 4) byla schvalena organiZabA roku 2002 pod jménem Eloxantin. Je
podavana v kombinaci s 5-fluorouracilem a leukavem (5FU/LV) g 1écbé pacient s
rakovinou tlustého ®tva [12], u které cisplatina ani karboplatina niyevzadnou
protinddorovou  aktivitu [13]. To je f#@ithno objemnému a hydrofébnimu

diaminocyklohexanovému ligandu, ktery s&stni inhibice transkripce [14, 15].
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Obr. 4: Strukturni vzorec oxaliplatiny.

Ackoliv byl zaznamenan omezeny ésh s objevenim kv s mensi toxicitou (karboplatina)
a s pekonanim ziskané rezistence proti cisptaffAMD-473, oxaliplatina), stale probihala
snaha o vyvoj latek, které by vykazovaly aktivitlbwre¢nych liniich s firozenou i ziskanou
rezistenci k cisplatéha karboplatisa. Mnoho ¥dci se proto obrétilo ke studiu vicejadernych
platinovych komple# [16]. Tyto specialni komplexy obsahujicda vice spojenych platinovych
jader. Kazdé z nich setibe kovalentt vazat na DNA a tut Uplné odliSnouradu DNA aduki
nez cisplatina [17]. Proto se&egulpoklada, Ze by mohly cytostatickygmbit i proti odliSnému
spektru naddr [18].

Na peatku byla syntéza vicejadernych komgilealoZzena na spojeni dvou center cisplatiny.
Prvni vyvinuty komplex byl jednoduchy derivat ciafshy se déma bifunknimi [PtChL(NH3)]
centry spojenymi diaminovyrfettzcem [19]. Nahradou chloridovych liganda malonat byla
vytvorena slodenina s lepSi rozpustnosti a vysSi aktivitou veédogch liniich rezistentnich
vudi cisplatirg. Tyto komplexy se mohou na DNA vazat podobnyrispiem jako cisplatina,
kdy vznikaji vnitrdettzcové niistky, ale ¥tSinou tvdi spiS mezetzcové nistky [20].
Broomhead a kol. porovnaval dva druhgchto dvoujadernych tetrafutikich komplex:

1) s 4,4’- dipyrazolylmethanovym ligandem agmia mistky mezi jadry [21]; 2) s d¥na
chloridovymi nebo DMSO ligandy a jednimastkem. WSSi toxicitu projevovaly komplexy
s jednim nistkem, ale byly nerozpustné ve ¥od ve srovnani s cisplatinou nevykazovaly
Zadné vyhody [22].

Mnohem dlezitéjSi byl nasledujici vyvoj dvoujadernych komplexs monofunknimi
platinovymi centry [20]. Prvni komplexy 1t/ a 1,1¢,c byly kladrgé nabité a dofe rozpustné
ve vod. Trans izomerni komplex 1,1t (BBR3005) byl protinadoray aktivni v buikach
rezistentnich k cisplatén Jehocis izomer protinadoray pasobil uz i nizSich davkach nez
BBR3005, ale jen v hikach citlivych na cisplatinu [23, 24]. Komplex BB&® ale bohuZzel
kvali nezadoucim &inkam (plicni toxici€) nemohl byt nasazen v klinické praxi [23]. Daldyby
studovéany vicejaderné komplexy s jednou odstupskigpinou na kazdém atomu platiny, avSak
se smiSenymi vysledky [25 - 28]. OdliSn§igtup zvolil Komeda a kol., kdyZ vytiib komplex,
ktery mgl pyrazolem spojené cisplatinové jednotky. Odstgzindwma platinovymi centry byl
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podobny jako mezi dima guaniny v B-DNA a proto segrlpokladalo, Ze vazba komplexu
na DNA neposkodi dvousroubovicovou strukturu [29, 3

Vyvoj pokr&oval syntézou dvojjadernych a trojjadernych kompleede jsou jadra spojena
polyaminovym ligandem, ktery do komplexu vnaSi kiadchdboj a schopnost tkib vodikové
vazby. Tyto komplexy vykazuji vysokou rozpustnost wodt, kterda je dlezita pro podavani
léku, a navic jsou cytotoxické uimanomolérnich koncentracich. Nejvyznasim z této
skupiny je komplex BBR3464 (Obr. 5), kde presini platinova jednotka t¥b vodikové
mustky s atomy DNA [17]. V roce 2000 vstoupil do déufdze klinického testovani na nadorech
plic a vajénika [31]. Dale byla zkouSena jeho protinadorova atdivina nadorech tlustého
streva a slinivky BiSni [32]. Lze ho podavat bez prehydratace, anidyikala nefrotoxicita
a podavané davky byly 20x nizsi nez u cisplatirly, @1]. Ale v odpo¥di na toto cytostatikum
se objevuji alergické reakce a porucha krvetvofiy}.[Nakonec byly klinické testy komplexu
BBR3464 ukotieny s podobnymi vysledky jako u cisplatinyidhou byla nejspis vazba
sérovych proteiin, které komplex degradovaly [15].

_|4+

H3N||I. |I|NH2\ H3N|h |I|NH2\ H3N|I| I"Cl
' (CH,) "t (CH,) Pt
cl” NH, YSNH,7 NH, 2 SNH,”” NH,
1,0,1/t,t,t
BBR3464

Obr. 5: Strukturni vzorec trojjaderného komplexuRE&64. Pevzato z [17].

Soubzné probihal i vyvoj a studium dvojjadernych konxilese spermidinovym
(BBR3571, BBR3537) nebo sperminovyeizcem (BBR3610, BBR3535) (Obr. 6).

FaN, Y chyNH (CH,),;NH5(CH H3N"""Pt-""‘Cl_l =
cr NH, 23NH7(CHp),NHz( z)s\NHz/ NH,
BBR 3535
3+
H3N|ll.. .lllN YANY H3NI|,‘ ,uCl
Pt CH,);NHz-(CH -t
CI/ \NHS (CHy)s 2 ( 2)4\NHz P \NH3

BBR3571
Obr. 6: Strukturni vzorec komplexu BBR3571, ktebgahuje spermidin a komplexu BBR3535,

ktery obsahuje sperminié¥zato z [17].
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Jejich cytotoxicita se projevovaldi tejnych nebo i nizSich davkach nez u komplexu
BBR3464 [33]. Zistal ale problém s navazanigchto komplex na sérové proteiny, které je
degradovaly. Z toho vyplyval dalSi vyzkum z&eny na: 1) PouZiti nosvych molekul, které
by neovliviiovaly vazbu komplexu na DNA. Pro tentdellse daji vyuZzit liposomy, protilatky
[34, 35] a hlavay kukurbit[n]Jurily, které maji schopnost transpobwicejaderny komplex
do buiky. Tim se sniZi degradace sérovymi proteiny acttaikomplexu [36, 37]. Prvni
experimenty byly provedeny na bignych liniich adenokarcinomu vajeika u mysi, kdy byla
zvySena maximalni tolerovani davka komplexu, kiEgover vykazoval stejny terapeuticky
index jako volny komplex [15]. 2) DalSi variantai\yyvoj novych analog komplexu BBR3464
s amoniakem nebo aminovou skupinou misto chloridovgandi, které se vazou na DNA
nekovalentd. Po vstupudchto analod do buiky se jejich dinek projevi mnohemitve nez
u komplexu BBR3464, coZ apobi rychly nastup apoptdzy [38]. 3) Posledii$tpp byl zaloZzen
na pouziti prekurzoru komplexu BBR3571, @hoz je centralni dusik blokovan takovou
skupinou, ktera se dézere hydrolyzovat. Diky tomu by dochéazelo ilkenému postupnému
uvoliovani samotného komplexu. Mezi tyto skupiny se a@adit nagiklad fluorenylmethyl

karbaméat nebo tertbutoxykarbonylova skupina [39].

2.2 Cisplatina

V minulosti probihalo mnoho vyzkdms cilem objasnit biologickou aktivitu cisplatiny
a pokusit se podrobrpopsat mechanizmus jejihdgobeni. Hlavni pozornost byla &favana
k biologickému cili této latky a k geni vlivu adukd cisplatiny s DNA na buiné pochody.
Dale byla také &novana pozornost proteéim, které zprosedkovavaji bu&nou odpo¥d

na cisplatinu [40].

2.2.1 Mechanizmus jisobeni cisplatiny

2.2.1.1 Biologicky cil psobeni cisplatiny

Cisplatina se podava intravendzmiimo do krevnihoreciste, kde vysoka koncentrace

chloridovych aniont (100 mM) zabrauje hydrolyze slogeniny a udrZuje ji v neutralnim stavu.
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Do buiky vstupuje hlavé pasivni diflzi, ale existuje itdlaz, Ze zasti mize byt enesena
i aktivnim transportem. NizSi koncentrace chlorigldv aniont (20 mM) uvnit buiky
usnaduje hydrolyzu, picemz vznika reaktivSi (hydratovana) forma cisplatiny [41].
Cisplatina v bice reaguje sRNA, DNA, proteiny, membranovymi fdigidy
a mikrofilamenty, ktera tud cytoskeleton. Nejprve bylo peba zjistit, jak& z&chto vazeb ma
cytostaticky dinek. Prvni voditko pro @eni burgéného cilu byl filamentoznitst u bakterii
vyvolany cisplatinou. Tento znak vykazuje i poSkuzBNA UV z&enim, ioniz&nim z&enim
a hydroxyme@ovinou [42, 43, 44]. Inkorporaci radioaktirznaenych prekurzagr do RNA,
DNA a proteiri doSlo k selektivni inhibici DNA ve srovnani s RN proteiny [45, 46].
Na koloniich HeLa butk bylo sp@itdno mnoZstvi navazané platiny — 22 alommolekule
DNA, 1 atom v mRNA, 1 atom na 30 molekul rRNA attra na 1500 molekul proteinf47].
Dalsi studie prokazaly, Ze tky s nefunknim opravnym mechanizmem DNA jsou vice citlivé
k cisplatiré nez buiky s nesniZzenou schopnosti opravy. Z toho se odhjia citlivost busk
k cytostatiku [48, 49, 50]. V8echny tyto studie lpdly dostaténé dikazy o tom, Ze cisplatina

pasobi primars na DNA a nasgrovaly WtSinu vyzkunt timto snérem.

2.2.1.2 Adukty tvené cisplatinou a nasledné strukturnéagn

Vazba cisplatiny na DNA je kontrolovan@egevsim kineticky. Hydrolyza chloridového
ligandu g vstupu do biiky ma pol@as reakce zhruba 2 h. Hydratovana forma se nas\€de
na atom N7 guaninu. Tento krok je velice rychly,lekala vody se od8puje s poléasem
reakce 0,1 h a vznika monofufmk adukt. | druhy chloridovy ligand ie podléhat hydrolyze
za vzniku bifunkniho aduktu (., ~ 2 h). Tentokréat fize vznikat vazba na guaninu i adeninu
[51, 52, 53].

Cisplatina mize na DNA tveéit dva druhy nistki — vnitrarettzcové a metettzcové
(Obr. 7). Hlavni vazebné misto na dvouSroubovic®A je tvoreno d¥ma sousednimi
guaniny (1,2-GG). Tyto hstky jsou tvéeny z 65 %. Okolo 20 %iedstavuji nistky mezi
guaninem a adeninem takéégném sousedstvi (1,2-AG). DalSich 9 % pochazastkin mezi
guaniny oddlenych jednou bazi (1,3-GXG) [54]. Meretzci vznikaji mistky pouze mezi
guaniny, vyskytuji se jen z6 % [55]. Také mohounikat mistky mezi guaninem a

glutathionem, ktery se vyskytuje vime v koncentraci 1 — 5 mM. [56].
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D E

Obr. 7: A— monofunéni adukt; B, C — vnitrietézcové niistky; D — meZiettzcovy mistek; E —
muastek DNA-protein a DNA-glutathion.rBvzato z [57].

U transplatiny probiha prvni hydrolyza podobmgchlosti jako u jejiho izomerniho analogu
cisplatiny [51]. AvSak hydrolyza ip tvorb¢ bifunkiniho analogu se zda pomalejsi.
Na monofunkni adukt, ktery nebyl dostate rychle hydrolyzovan, seiitie navazat glutathion
[56, 58]. Tento poznatek nejspiS&agti vys¥étluje neschopnost transplatiny vykazovat
cytotoxickou aktivitu.

Adukty tvdaené cisplatinou ovliwji sekundarni strukturu. Konkrétnvnitrorettzcové
muastky 1,2-GG a 1,2-AG ohybaji DNA o 26 — 50° mezatplovanymi purinovymi bazemi,
atom platiny se posune z roviny purinového kruhadégina osa se nakloni sram k velkému
Zlabku a vznika lokalni odvijeni o0 9 - 11°. V ndistduktu dojde k roz&ni malého Zlabku.

Deformace zasahuje 4 — 5 pdvazi. Takto poruSena dvouSroubovice vykazuje pAHgrmy
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DNA[40, 59] (Obr. 8).

1,3-GXG vnitreettzcovy mistek ohyba osu dvouSroubovice &em k hlavnimu Zlabku
zhruba o 30° a #ysobuje lokalni odvijeni asi o 19°, denaturaci aifigitu v mistt aduktu [60,
61] (Obr. 8).

Ri vzniku meziettzcového mstku mezi guaniny nejsou tyto béze sparovany
s komplementarnimi  cytosiny vodikovymi vazbami, osyy jsou odklogny mimo
dvousroubovici a neinteraguji s ostatnimi bazemeéfobmace pokryva 4 pary bazi.ustek

spaiiva v malém Zlabku a tim &ni orientaci dvouSroubovice z pravéiteé na levotdivou

Z-formu. Déle indukuje odvijeni o 76 — 80° a ohyy @ 20 — 40° sifrtem k malému Zlabku
[62] (Obr. 8).

Monofunkni adukty perusuji vazby ve dvouSroubovici a tifimi baze vice fistupné [63,
64]. Navic zfisobuji odvijeni asi 0 6° [65].

Obr. 8: Strukturni zny zpisobené: (A) 1,2-GG vnittettzcovym nuistkem; (B) 1,3-GXG
vnitrofettzcovym niistkem; (C) mezetzcovym niistkem. Pevzato z [66].

2.2.2 Nasledky zjisobené navazanim cisplatiny

Schopnost cisplatiny vazat se na DNA a poSkaizgeji strukturu nazraje, Ze bude
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pravdEpodobrg dochézet i kovlitovani dilezitych burcénych pochod. Replikace a
transkripce jsou pro rychle seliti nadorové biikky esencialni procesy, takze jejich inhibice
muze zmsobit jejich smrt. Proto byl vliv cisplatiny na fkeci DNA dopodrobna zkouman
s cilem Iépe porozuéhbiologické aktivit této latky.

Inhibice replikace DNA cisplatinoutrbe zpisobit smrt biiky blokovanim jeji schopnosti
syntetizovat novou DNA, ktera je vyZadovana prodsng dleni [40]. Tyka se hlawhmist
s dwma sousednimi guaniny, kteréegstavuji vazebné misto pro cisplatinu. Bylo prékég
Ze inhibice neni Uplna — polymerazy jsou schopndifitované misto v piméru z 10 % obejit
(plati jen pro bifunkni adukty, monoadukty ovliwiji replikaci jen nepat«). Tato vlastnost se
u kazdé polymerazy liSi [67 — 69] a je prépddobné, Ze diky tomuto obchazeni ma cisplatina
mutagenni &inky [69].

Daldim esencialnim bé&tnym pochodem ovlivtnym tvorbou aduki cisplatiny na DNA je
transkripce. Bylo zji#no, Ze pi pasobeni cisplatiny na iy prochazejici S fazi b&dného
cyklu dochéazi k jeho zastaveni y @zi. U burk vystavenych nizké koncentraci komplexu
bylo zastaveni d@sné, fi vy3Sich davkach se b&my cyklus zastavil definitivy coz vedlo
k burg¢né smrti. Schopnost cisplatiny zastavit transkrgmeivisi s citlivosti dané bagné linie,
na rozdil od inhibice replikace DNA, ktera s citigti burgk k cisplatire nesouvisi [70, 71].
RNA polymeraza reaguje rozdélma odliSné typy modifikace cisplatiny. Bifuftk adukty silr
transkripci inhibuji, naopak monofutiki adukty RNA polymeraza zcela obchazi [72, 73, 74]
Vznikla hypotéza [74], Ze adukty platiny redstavuji jen fyzickou bariéru postupu enzymu
po templatu, ale Ze mohou i specificky p@&#ovat vlastnosti transkrgmich komplex
v dusledku konformanich znén, které zfisobuji v templatu DNA.

Na konci eukaryotického chromozomu se vyskyttglomery, které se skladaji
z tandemovych, na guaniny bohatych sekvenci (5"G®&-3" u lidi) [75,76]. Chrani konce
chromozoni pred degradaci a za&fidji, aby byla geneticka informacéi kazdém buséném
déleni spra¢ zdédéna [77]. Bhem kazdéhodeni se telomery zkrati o 50 — 200 bp [78 — 80].
Pri velkém zkraceni nastava senescence a smrt. [exigudak ribonukleoprotein telomeraza,
ktera dosyntetizovavé tyto opakujici se sekvenckomai chromozomu, coz hraje rolii pistu
malignich nadar [81 — 83]. ProtoZe jsou telomery bohaté na guargifedstavuji velmi Zadany
cil pro cisplatinu. Vyzkum prokazal, Ze u Bunvystavenych fisobeni cisplatiny doSlo
ke zkraceni a degradaci telomer [84]. Cisplatinaadc niiZze vazat fimo na telomerazu nebo
ovliviiovat jeji expresi. VSechny tytouklazy naznéuji, Ze ovliviovani funkce telomer a
telomerazy tvii ¢ast protinadorového mechanizmu cisplatiny [40].

Hi experimentech studujicich schopnost cisplatirstaat burcny cyklus [70,71] bylo také

objeveno, Ze podani cisplatiny indukuje apoptézatoTprogramovana b&na smrt je
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charakterizovana sniZzenim k&iného objemu, zkroucenim a vychlipovanim povrchu a
kondenzaci chromatinu, coZz mé za nasledek aktieadbgenni endonukleazy a rozpoznani

apoptotické biiky fagocyty, které ji zneSkodni [85].

2.2.3 Reakce biiky na vzniklé adukty DNA-cisplatina

Schopnost cisplatiny inhibovat replikaci a nskripci neni absolutni, takZe existuje
piedpoklad, Ze musi byt éjaké dalsi faktory, které pomahaji vyvolat Bémou smrt.

Porozungni pochodm, kterymi buika reaguje na poskozeni DNA cisplatinoujzen ispet

Vi s

2.2.3.1 Proteiny s HMG doménou

Proteiny s HMG (high mobility group) doménoatip mezi velkou rodinu protein které
specificky rozpoznavaji a vazi se na cisplatinouifitovanou DNA [86]. HMG doména je
kladre nabity, grevazré a-helikalni a 80 aminokyselin dlouhy polypeptid [88].

MaZzeme sem zadit nap. proteiny HMG1 a HMG2, které obsahuji (dDNA-vazebné
HMG-box domeény (A a B) a dlouhou C-koncovou doméviazi se na DNA bez sekvar
specifity, ale maji vysokou afinitu k zohybané ngimmicené DNA. Samy také linearni DNA
ohybaji. Hraji dleZitou strukturni roli fi shlukovani nukleoproteinovych kompiex rdmci
raznych biologickych procés nag. pii V(d)J rekombinaci, iniciaci transkripce nebo opra
DNA [89]. Tyto strukturg specifické proteiny rozpoznéavaji 1,2-vnitezcove niistky, ale
1,3-vnitraettzcové nikoliv [86]. VaZi se do malého Zlabku DNaApnoti vytvadenému nistku
ve velkém Zlabku [90]. Deformace DNA v néstduktu jsou dleZité pro rozpoznani a navazani
protein, které rozpoznavaji DNA poskozenou komplexy plafd].

Také mezettzcové niistky jsou proteiny s HMG doménou rozpoznavany, yzkd mensi
afinitou. Oproti tomu 1,3-GXG vnittetzcové nistky nejsou rozpoznavanyvec [92].

Proteiny s HMG vazebnou doménou hrajieditou roli @i protinAdorovém fisobeni
cisplatiny. Vazi se na vznikly adukt DNA-cisplatiagbrani opravnym mechanigm odstranit
poskozeni. Tento adukt poté zneifge replik&nim enzynim kopirovatrettzec (Obr. 9) [93].

Krom&¢ HMG1 a HMG2 existuji i jiné proteiny, které obs@hdMG doménu, zahrnujici
mnoho transkrignich faktofi [40].
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Obr. 9: Mechanizmustgobeni proteitns HMG doménou jako reakce na vznik aduktu
DNA-cisplatina. Pevzato z [94].

2.2.3.2 Proteiny bez HMG domény

Krone proteimi s HMG doménou se iou na cisplatinou modifikovanou DNA véazat i dalSi
buns¢né faktory — transkrigni faktory (TBP, YB-1), stavebni proteiny (historiHa opravné
proteiny, které budou probrany v ramci opravnycitmagiznd.

TBP (TATA-binding protein) se jako stast bazalniho transkdpiho faktoru TFIID [95]
vaze do malého Zlabku na TATA box [96]. TBP i TFli&elektivie¢ rozpoznavaji DNA
poskozenou cisplatinou i UV #nim [95]. Afinita tohoto proteinu k 1,2-vni@gzcovym
mustkim cisplatiny je vysSi nez k 1,3-vnitekzcovym, stejs jako u proteid s HMG
doménou [96]. | zde vznikla hypotéza, Ze by TBP Imblokovat rozpoznani aduktu
DNA-cisplatina excisnimi opravnymi proteiny [95].v®ak pro weni Uplné role TBP
v mechanizmu fisobeni cisplatiny jsou nutné dalsi studie.

Vroce 1997 bylo prokazano, Ze i YB-1 (Y-boxnding protein) rozpoznava DNA
modifikovanou cisplatinou [97]. VéZe se kY-boxu promotorové oblasti hla¥n

na jedndetzcové a depurinované DNA [98]. Nebyla v3ak objevepecifita pro vazbu
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na 1,2-vnitréetzcové niistky ped 1,3-vnitréettzcovymi mistky. Tento chromatinovy protein
reaguje také s PCNA, komponentou zahrnutou v ekuoispravném mechanizmu [97]. &hto
duvoda vyplyva, Ze by se YB-1 (stejnjako TBP) mohl podilet na mechanizmispbeni
cisplatiny. Tato teorie ovSem vyZaduje dalSi experity pro potvrzeni jeho potencialni role.

Do této skupiny i¥eme z#adit i histon H1, ktery se na poskozenou DNA vaakodice
silngji nez HMG1 [99]. Jeho i@sné role v mechanizmuigobeni cisplatiny neni zndma, ale je
mozné, Ze &které mechanizmy navrZené pro proteiny s HMG doménohou byt aplikovany i
na H1 [40].

2.2.3.3 Opravné mechanizmy

Vnitrorettzcové niistky cisplatiny jsou v lidskych likdch opravovany hlavn
nukleotidovou excisni opravou (NER = nukleotideisixm repair) [100]. Tento proces zahrnuje
mnoho proteifi a je schopny opravitizné druhy posSkozeni DNA, namposkozeni zjsobené
UV z&enim. U eukaryot NER vyishne poSkozeni v ramci 24 — 32 nukleétdiouhé sekvence,
u prokaryot je to jen 12 — 13 nukleatiftl01]. Fekvapivé je, Ze oprava 1,2-vnitettzcovych
(ale ne 1,3-vnitrtettzcovych) niistki miZze byt blokovana navazanim proteirs HMG
doménou. NER nemé schopnost opravit fiezicovy mistek, ktery spojuje obé&etzce, takze
nemize byt pouZita informace z komplementarniho viaki@2]. Defektni NER raze u lidi
zpasobovat geneticky alichou nemoc xerodermu pigmentosum (XP). PostiZzeringegoté
vykazuji citlivost k UV z&eni a pedstavuji rizikovou skupinu pro vznik rakovinyde. Jejich
buiky jsou také nachykjsi k pisobeni cisplatiny [101, 103].

Mechanizmus NER je zndzémna obrazku 10. Proteiny XPA, RPA a XPC rozpoznaji
poSkozenou DNA a navazi se na ni. Existuji dva ewpty, které se snazily ¢&it poradi
vazby tchto proteifi, avdak s protikladnymi vysledky [104, 105]. Popgoznani je fipojen
TFIIH a vznik& preincisni komplex. Nasleduje vazirateinu XPG, ktery f@stihne vidkno
v mis€ 2 — 10 nukleotid smerem k 3- konci od poskozeni. Brzy poté se navéaiedtex XPF-
ERCC1, ktery provede druhyit, tentokrat v migt 20 — 26 nukleotitl a snérem k 5"~ konci
od aduktu [106]. Po vysFeni poSkozené DNA se proteiny uvolni a mezeralgelnina
polymerdzou a ligazou. Tento opravny krok je z&vish jaderném antigenu proliferujicich

bungk (PCNA — proliferating cell nuclear antigen) azjgkonavan DNA polymeréazodiae [40].
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Obr. 10: Schematické zndzém NER aduki DNA-cisplatina. Pevzato z [40].

2.2.4 Burééna rezistence k cisplatig

Jeden z hlavnich ddodi neusgchu cisplatiny jako cytostatika je rezistence nador
k podavané latce. Nadorové ithy miaZzou byt k cisplatid rezistentni od pftku, nebo
rezistenci ziskaji ip opakovaném podavanici€a (nékteré ovarialni nadorové bky). Byly
urceny fi hlavni faktory, které ovliwuji buréénou rezistenci. 1) Zgmy v intracelularni
akumulaci léiva. 2) ZvySen& produkce intracelularnich thioB) ZvySena schopnost hikn
opravovat adukty DNA-cisplatina. Bylo provedeno iooexperimenit s cilem objasnit
podstatu rezistence, ale poskytly pouze rozporuplysedky. Zda se, Ze rezistence &un
k cisplatiré je multifaktorialni bugc¢na odpo¥d’ a bude &Zké plre tomuto procesu porozuin
[40].

Nefastji se vyskytujici thiol v biikdch je GSH (glutathion)ipkoncentraci 0,5 — 10 mM.
S cisplatinou reaguje v molekulovém pamn 2:1 a ve forrd komplexu cisplatina-glutathion je
pomoci ATP-dependentni pumpy exportovan veniikpauMuze se také vazat na monofdnk
adukt cisplatiny na DNA za vzniku glutathion-Pt-ggguanosinového fistku, ¢imz by mohl
redukovat toxicitu léiva [107]. Z mnoha experimehtyplyva, Ze pedstavuje faktor zahrnuty
do mechanizmu rezistencédv cisplatirg, ale neni absoluéwvyzadovan [108 - 113].

DalSim intracelularnim thiolem, ktery by mdin&t roli @i rezistenci nadorovych bk vigdi

-24-



cisplatirg, je metallothionein, ktery se podili na detoxiikburgk od ionti téZkych kowvi [100].

Ve studii na #znych nadorovych buinych liniich se ziskanou rezistenci byla pozorovana
zvySena exprese metallothioneinu [114Fkaéli stejré jako u glutathionu nemame mnoho
dukazi o (asti v mechanizmu rezistencédv cisplatirg, je mozné, Ze tento protein také
reguluje toxicitu tohoto kéva.

DalSi potencialni mechanizmus rezistence j&Sewa schopnost bky tolerovat poSkozeni
DNA [115]. Neni ale fesr®¢ jasné, jak mohou poskozeni DNA tolerovat. Jednpotéra
navrhuje, Ze by DNA adukt mohl bytipreplikaci obchdzen [116,117]. Jinynfigtupem je
zména miry poSkozeni DNA nutné k navozeni apopt6zg [119].

Citlivost nadorovych buk kcisplatie je pravépodobr spojena i sijsobenim
zahrnujicim nadorovy supresorovy protein p53 [12Q@1]. Tento fosfoprotein se podili
na kontrole bu&ného cyklu, opray DNA a apoptdze, protoredstavuje potencialni mediator
burg¢né odpoedi na genotoxické poskozeni a uplge se vramci regulace transkripce.
Pri genotoxickém psobeni se &kolika post-transkrignimi mechanizmy zvysi jeho hladina
[122]. U poloviny lidskych rakovin (kroen rakoviny varlete) byla zpozorovana porucha
normalni funkce proteinu p53 [123,124]. Bylo objese Ze biiky s mutantnim p53 jsou

vV praméru vice rezistentniigi cisplatirg nez s normakfungujicim proteinem [125].

2.3 Vicejaderné komplexy platiny

Vicejaderné komplexy platinygdstavuji novou skupinu protinadorovyckiilés odliSnymi
chemickymi i biologickymi vlastnostmi, neZ méa cigfpha. Jsou sloZzeny ze dvou nebaii t

platinovych jader spojenych diaminovyeiézcem o éiznych délkach [126] (Obr. 11).
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Obr. 11: Struktura vicejadernych kompigxatiny. (a) 1,1t (b) 1,0,11,t,t (BBR3464), (c)
1,1t t-spermin, (d) 1,1t-spermidin, (e) 1,1t BOC-spermidin, (f) 1,X/c (g) ORGANODbisPt.
Prevzato z [126].

U vice nez padeséti vyrobenych vicejadernyrhfdexi platiny byla naiznych bugénych
liniich testovana jejich cytotoxicita. &&Sina z ¢chto komplex vykazovala nizsi rezisténi
faktor nez cisplatina, ale hladina cytotoxicity &yivlivnéna povahou fitomnych ligand [16].

Jako prvni z vicejadernych kompiexstoupil do klinického testovani trojjaderny kommpl
BBR3464 (Obr. 11b). Od cisplatiny a jinych monojageh komplex se liSi nabojem 4+ a
bifunkénim vazebnym charakterem, ktery mu umge vazat se na vzajethwvzdalené baze
[126]. Ve vSech testovanych bignych nadorovych linii byl vice aktivni neZ cispheti
V pokusechin vitro vykazoval aktivitu srovnatelnou s cisplatinou doke az pi 500x nizSich
davkach [127,128]. V experimentu natzmych nadorovych bwinych liniich byla jeho I
mnohokrat nizsi nez u cisplatiny [129]. BBR346G#konal ziskanou rezistencidi cisplatirg
[130] a navic i vykazoval aktivitu wholika nadorovych linii, které &y ptirozenou rezistenci

vaci cisplating [127].
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2.3.1 Dvojjaderné komplexy

Dvojjaderné komplexy obsahuji &dvovnocenna platinova jadra spojena alkandiaminovym
rettzcem s#iznou délkou. Dva chloridové anionty na kazdéréchto jader mohou byt v pozici
cis (1,1k,c, Obr. 11f) nebdrans (1,14t, Obr. 11a). | kdyZ vykazuji aktivitin vitro ain vivo
srovnatelnou s cisplatinou v k cisplatircitlivych buikach, dileZitgjSi je, Ze tato aktivita
pietrvava i v buiénych liniich se ziskanou rezistendicv cisplatirg. V tomto ohledu se jevi
jako &inngjsi komplex 1,1t, ktery spiSe ifekonal ziskanou rezistenci [131]. Zde je &id
z&kladni rozdil mezi jednojadernymi a dvoujadernyminplexy. U monojadernych kompliex
vykazoval protinAdorovou aktiviteis izomer (cisplatina) drans izomer (transplatina) byl
ne&inny.

Stejr jako cisplatina i dvoujaderné komplexy platiny ilmfji replikaci a transkripci DNA,
coz nazn&uje, ze modifikace DNA hraje takéil@Zitou roli v mechanizmu jejichgobeni
[126]. 1,1tt se vaZe k DNA ochodji nez jehocis izomer. Oba izomery odviji modifikovanou
DNA podobr jako cisplatina 0 10 — 12°. Ale takétobuji flechod z B-DNA na Z-DNA [132]
a tvai prednosti meziettzcové niistky, cozZ cisplatina neéth [133]. Komplex 1,1/t ale navic
minoritrgé vytvai 1,2-GG vnitrdettzcové nfistky. Tato schopnost u druhého izomeru byla
pozorovana jen na jednovlaknové DNA, na dvouSroigdow¢ DNA nikoliv [134]. Studie [135]
odhalila divod této neschopnosti. Pomoti NMR spektroskopie bylo zjigho, Ze komplex
1,1k,c navdzany na GG sekvenci kratkého jagtacoveého di- nebo tetranukleotidu méa diky
své struktile omezenou rotaci kolem 3°G. Toto stérické omezeaié¢ se u 1,1t nevyskytuje,
je pravdpodobr zodpowdné za neschopnogls izomeru tvdit 1,2-GG vnitrdetzcové
muistky na dvouSroubovicové DNA.

Se zajimavymi vysledkyiigla studie [136], ktera byla za&hena na dvoujaderny platnaty
organokovovy komplex ORGANODbisPt (Obr. 11g). Tekbtonplex se trvale vaze na DNA, ale
s odliSnym vazebnym mddem &t3i rychlosti nez jeho strukturni analog &,d/\Wkazuje
piisnou sekvetni specifitu ke guaniim a na dvouSroubovicové DNA tkio pievazig
monofunkni adukty. V malém mnoZstvi (~2 %) mohou ale takéikat meziettzcové niistky,
které na rozdil od monofutkich aduk mohou inhibovat transkrip@n vitro. ORGANODbisPt
svou vazbou také ovliuje konformaci DNA, ale rozdilnym apobem nez 1,&/c a cisplatina.

Studie [137,138] se zanily na detailni strukturu me@tzcovych niistki tvorenych 1,1¢,c
a 1,1tt. 1,2-, 1,3- a 1,4-me@tizcove niistky komplexu 1,X,c vznikaji podobnou rychlosti,
jsou orientovany ve séru 5" — 57a navic inhibuji transkripdn vitro. Druhy komplex 1,1/t
neicastji tvotri mistky na guaninech v parech bazi &ddych jednim nebo dwma pary.

1,2-meziettzcové niistky vznikaji mnohem pomaleji nez 1,3- a 1,4-rme#zcové niistky.
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Tyto mistky vznikaji také ve sénu 5° — 57jako u 1,1¢,c. Vazba komplexu 1,if na DNA
zpasobuje jen mirny ohyb osy (10°) a odvijeni dvoubouice (9°).

Byl zkouman DNA-vazebny profilfit bifunkénich dvojjadernych kompléx platiny
s polyaminovym fettzcem — 1,1/t-sperminu ([frans-PtCI(NHs)5} o{ u-spermin-N,N*3] ),
1,1t t-spermidinu  ([frans-PtCI(NH)z} o u-spermidin-N,N°}]*) a 1,11t BOC-spermidin
([{ trans-PtCI(NH;),} o{ u1-BOC-spermidin}{*) [55]. VSechny se vaZzi na DNA bifusikim

zpasobem a kinetika vazby odpovida jejich vyS§Simu jiabo

2.3.2 Trojjaderné komplexy

NejvyznamyyjSim ¢lenem této skupiny je bezpochyby komplex BBR3464r(Q1b). Jako
prvni z vicejadernych platinovych slk@nin byl podroben klinickému testovani, coz vedlo
k jeho podrob#&sim studiim [139]. Wsoky naboj 4+ usnage vazbu na DNA, s potasem
t;>~40 min je tato vazba mnohem rychlejSi nez u niitréisplatiny. Pro stejné stupn
modifikace se teplota tani adukDNA zvySuje v mirg iontovém prostdi a sniZzuje v kyselém.
Cisplatina se chova opa. Dukazem o bifunknosti komplexu BBR3464 je odvijeni negativn
stateného plazmidu pSP73. Na zlinearizovaném plazmiglo kvantitativié stanoveno, Ze
komplex BBR3464 tvii priblizn¢ 20 % mediettzcovych niistki. To je vyrazg vice nez
u cisplatiny, ale mén nez u dvojjadernych kompléx Ke snizené schopnosti #ito
meziettzcové adukty rmize gispivat jak vysoky naboj na@etizci, tak i velkd vzdalenost
platinovych jader. Metetzcové niistky zpisobuji ireverzibilni pechod z B- na Z-formu
DNA. Imunochemickd analyza zjistila, Ze protilatkprodukované proti aduln
DNA-cisplatina nerozeznavaji DNA modifikovanou kdewem BBR3464. Potvrdila tak, Ze
adukty komplexu BBR3464 na DNA maji vyjiree vlastnosti.

Déle byly zkoumanyiené typy niistki komplexu BBR3464, jak ovliwji konforma&ni
vlastnosti DNA a jestli jsou rozeznavany proteinldG1 doménou a odstftavany z DNA
mechanizmem NERIin vitro. Prvni experiment [140], zafreny na 1,2-GG a delSi
vnitrofettzcové niistky mezi guaniny, odhalil, Ze trstky zpisobuji na DNA zakveni, které
vSak neni stabilni a trvalé. Navic tytaistky nebyly rozpoznany proteiny s HMG1 doménou, i
kdyZ byly odstrasny pisobenim NER.

Analyza dlouhych me&®zcovych niistki [141] prozradila, Ze tyto adukty takét®obuji
jen malé poSkozeni DNA a proto nejsou rozpoznay@oyeiny s HMG doménou. Ale nejsou

také rozpoznavany proteiny XPA a RPA a z tohateodu ani odstrigovany z DNA gisobenim
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NER. Proto se, stejnjako u dvoujaderného komplexu 1,4/ predpokladd, Ze spiSe
meziettzcové nfistky komplexu BBR3464 maji protinadorovigitiek. Zajimavé je, Ze
BBR3464 tvai mezietzcové nistky orientované ve siru 3'— 3" [141], coZ potvrzuje
schopnost tohoto komplexu tibvice typi adukti nez dvoujaderné analogyi®mnost naboje
a schopnost tvit vodikové vazby u centralnihtettzce ve fornd tetraaminplatnat&asti
nejspisSe vede k preasociategchazejici kovalentni vaghbcoz niize ovliviiovat rozgti a snér

mezietézcového mstku.

2.3.2.1 Rsobeni komplexu BBR3464 naitky s mutantnim p53 ve srovnani s cisplatinou

Protinddorovy &inek cisplatiny nejspiSe ¢asti spaéiva v indukci proteinu p53, a proto je
v nadorech s nefugkim p53 malo &nna [125]. Komplex BBR3464 vykazuje aktivitu
v nadorech s mutantnim p53, kterych je asi 60 %opifza véEchto buikdch indukovana
komplexem BBR3464 neni tedy zprestkovana proteinem p53, ale nejspiSesgbenim
komplexu, které by mohlo byt odliSné od cisplatmgstatnich vicejadernych kompileglatiny
[17].

Protein 53 se #iie vazat az na 10@znych vazebnych mist, které se vyskytujiqzers
v lidském genomu a obsahuji specifickou (tzv. p®8densualni) sekvenci. P53 rozpoznava
vzniklé ohyby na této sekvenci. Vazba cisplatiny kemsensualni sekvenci snizuje afinitu
proteinu p53 ktéto sekvenci a zardvalochazi ke zvy3Seni afinity p53 k ostatnim
modifikovanym misim na DNA [142]. BBR3464 také snizuje afinitu p58 konsensualni
sekvenci, ale na druhou stranu nezvySuje afinittiegmu p53 k modifikované DNA postradajici

tuto specifickou sekvenci [143].

2.3.3 Vliv struktury vicejadernych komplexi na jejich aktivitu

V poslednich letech probihatikdadny vyzkum dvojjadernych i trojjadernych kompiex
které by mohly pedstavovat &innd cytostatika i 1é¢bé riznych nadorovych onemogmi.
Za podminekn vitro ain vivo byla ziskdna vhodna farmakologicka data jakornefektivni a
toxické davky v bu&inych liniich L1210 (mySi lymfocytické leukemické itky) a poté i
v liniich nadofi vajeiniki A2780. Nakonec néasledovain vivo experimenty na #&kterych
nadorech u lidi (nap u nadoru plic LX-1). V3echny tyto vysledky byhetdilné shrnuty
N. Farrellem [17].
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Jeden z nefdezitgjSich strukturnich znak ovliviujici aktivitu komplex je délka
alifatickéhotetézce. Idealni se zda byt délka 8 afofj. dw aminové a Sest methylenovych
skupin, n = 6). Dkazem jsou dvoujaderny komplex 1,il(n = 6) a trojjaderny BBR3464. Oba
vykazuji vySSi aktivitu nez jejich analogy s krat${n = 2-5) nebo delSim (n = 7) alifatickym
retzcem [144].

Pro zlepSeni rozpustnosti ve ¥a afinity k DNA je potebatetézec, ktery by byl schopny
vytvéret vodikové nistky reagujici s negati¢nnabitou DNA. Toho je mozné dosahnout
pouZzitim centrélni platinové tetraaminové koordima sféry (jako u BBR3464) nebo
polyaminoveéhoiettzce — sperminu s nabojem 4+ a spermidinu s nabd@enjl17]. Takto
ziskané sloteniny maji pak zhruba stejnou aktivitu [129]. V dndvojjadernych komplek
s polyaminovym fetézcem avSak existuji rozdily. S rostoucim nabojensteroi aktivita.
U komplexi se sperminovynettzcem se nejvyssi cytotoxicita objevuje u gknin s dlouhym
rettzcem (nap u BBR3610 a BBR3611, n =14). Byly navrZeny tdky azdalenost mezi jadry
byla stejna jako u BBR3464. Oba komplexy vykazujfotoxicitu uz i nanomolarnich
koncentracich. Slaweniny s kratSintettzcem (BBR3535, n = 10) nedosahuiji tak vysokeé gfinit
Déle bylo zjis¢no, Ze i nabité centralni - NH- skupiny jsou nutné pro vysokouwidnost a
cytotoxicitu [17].

Komplexy BBR3005 (1,4f, n = 6) a BBR3464 maji podobné profily protinadero
acinnosti (aktivita v busénych liniich rezistentnichii cisplatirg, zvySena aktivita u nador
s mutantnim p53). Zajimaveé je, Ze BBR3005 a nabd@erje aktivni pi stejnych davkach jako
cisplatina. OvSem komplexy s ndbojem 3+ a 4+ majinou davku @ad nizsi [17].

Flexibilita komplexu také hraje roli u protoi@drového jgsobeni. B pouZiti aromatického,
konkrétré dpzm (dipyrazolylmethanového) ligandu, u dvoujaééo i trojjaderného komplexu
byly tyto komplexy méé& aktivni nez jejich alifatické ekvivalenty BBR300b BBR3464.
ProtoZetettzce ngly stejnou délku, byla snizena aktivitdigsdna snizené ohebnosti dpzm
ligandu [26].

VSechny komplexy s chloridovym ligandem s ot@ei cis nebotrans vici fetzci vykazuji
protinadorovou aktivitu, ale komplexytrgns konfiguraci jsou zpravidla akti¢gi v burécnych
liniich rezistentnich &i cisplatirg [17, 145]. Bugéné farmakologické studie na L1210/DDP
(rezistentni bugtna linie) potvrdily, Ze buttnd akumulace obou dvojjadernych izoméryla
shiZzena, ale hladina na DNA navazaného komplexa wy3si pro 1,1t. Vysledky naznéily,

Ze struktura DNA adulittvorenych déma izomery je rozdilna a Ze se liSi i tolerancekadu
opravnymi mechanizmy. &Sina ntistki komplexu 1,1¢,c na DNA je rychle odstraima,
zatimco mezettzcové adukty komplexu 1/ pretrvavaji v buce [17]. Divodem nejspise je,

Zeciskomplexy dovedou tuit jen ¢ast DNA aduki tvorenychtransizomery. OvSem nefizou
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byt vylowteny i dalSi faktory jako ndprychlost hydrolyzy [16].

U trojjadernych komplex je cytotoxicita a protinadorova aktivita také evlbvana
geometrii koordinénich sfér. Nejvyssidinnost byla zji&na u komplexu BBR3464 (1,0t1ft),
nésleduje ho komplex 1,0¢lt/c a nakonec 1,0,4¢,t, coZ naznéuje, Ze centréin€is jednotka

pravdpodobré sniZzuje cytotoxicitu [17].

2.3.4 Mechanizmus a kinetika vazby vicejadernych koplexi na DNA

Navazani vicejaderného komplexu na DNAdehazi elektrostaticka interakce s povrchem
DNA - tzv. preasociace. Vyznagwovliviiuje rychlost a misto modifikace DNA komplexem a
muze indukovat lokalni konforndai zmeny, které usnatlji vazbu k jednotlivym vazebnym
mistim [16]. Johnson a kol. navrhli, Ze preasociadZenindukovat reverzibilni konformai
zmeny DNA, které by se staly nevratnymi ¥ijpact vzniku kovalentni vazby [146].

Wheate a kol. stanovili jako preferované misto vznik prekovalentni vazby maly Zlabek
DNA, konkrétré oblasti bohaté na adenin a tymin [147,148}v@dem jsou nejspiSe vyhodné
elektrostatické a van der Waalsovy sily afi@pve stérické interakce aminoskupin guaninu
v sekvencich bohatych na guanin a cytosin [16].

Vicejaderné komplexy platiny tioohebné, #tSinou meziettzcové niistky, které maji
schopnost indukovat konforrmai prechod z A- na Z-typ DNA [139,146,149-151]. Konfokna
zmeny na DNA v disledku navazani komplexu jsou velmi odliSné odérzrapisobenych
navazanim cisplatiny a praygbdobré jsou jen slab rozpoznavany opravnymi proteiny [152].
To umoziuje komplexim platiny inhibovat replikaci a transkripci DNA [4B

Rychlost reakce vicejadernych komglege ntize zna&né liSit v zavislosti na povaze
spojovacihoietézce, geometrii platinovych center a naboji komplekomplex BBR3464
reaguje s DNA zhruba Sestkrat rychleji nez cisptatifedpoklada se, Zze naboj 4+ komplexu
BBR3464 usnailije vazbu na zapo¥nnabitou DNA [17]. Dale bylo zjigho, Ze BBR3464
nejrychleji reaguje s jednoviaknovou DNA nebo RNBuavodem je rozdilna konformace
dvouvlaknové DNA a jednovliaknové DNA/RNA. Preaseceiar malém Zlabku dvéetézcove
DNA totiz zpomaluje kovalentni reakci. JednovliakddNA/RNA maly Zlabek nemd, tudiz je
preasociace mnohem slabsi nebo neexistijew[153].

Pomoci H,"®N] HSQC 2D NMR spektroskopie bylo prokazano, z¢nstgako u cisplatiny
je hydrolyza prvniho chloridového aniontu u dvogadych komplek ftidici krok vazby
komplexu k DNA s rychlostni konstantou 4,1510° s* (pii 25 °C a pH 6,0). Rychlostni
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konstanta hydrolyzy cisplatiny je 1,1 — 1,810° s [52,154]. Monofunkni adukt vznika
na N7 guaninu péasténém nebo Uplnémipsunu komplexu z malého Zlabku do velkého [53].
Dvojjaderny komplex 1,1t (n = 6) reaguje s DNAip podobné rychlosti jako cisplatina,
zatimco odpovidajidiisizomer 1,1/c,c reaguje pomaleji:

LAt (n=6)>1,1Wt(n=4)>1,1¢c(n=4)>1,1¢.c (n=06)[94].
Duvodem je nejspiSe stérické omezeni chloridovydniity u cis izomeru [135]. OdliSna studie
prokédzala, Ze i dvoj- a trojjaderné komplexy s dp@tizcem reaguji s DNA pomaleji nez
cisplatina [155]. Vznikly monoadukt #pobuje ¢ast&né naruSeni vazby modifikovaného
guaninu a prvniho paru bazi na 5 s¥raaduktu. Koordinéni sféra svird s rovinou
modifikovaného guaninu Uhel 40°. Mezi vodiky NBkupiny a kyslikem O6 guaninu nebo
kyslikem fosfatové kostry vznikaji vodikové tetky. Volné platinové centrum reaguje
s fosfatovou kostrou elektrostatickou interakcionebdikovymi niistky [156].

Ktvorle bifunkéniho aduktu je nezbytna hydrolyza druhého chlordimy ligandu
s rychlostni konstantou 3,6210° s* [157]. Rychlosti hydrolyz chloridovych ligaficha obou
platinovych centrech na sbmejsou zavislé [158]. Uz#éeni bifunkniho aduktu je vyrazn
rychlej8i nez uzaeni vnitradetzcového aduktu cisplatiny [157]. U dvojjadernychrifexi se
adukt uzavira pohybem nenavazaného platinovéhaacanieho vazbou na dusik N7 guaninu
komplementarnihdetzce na rozdil od cisplatiny, kde vznikly monoadu&tuje kolem jiz
existujici Pt-G(N7) vazby. Elektrostaticka interaktienavazaného platinového centra podporuje
rychlejsi fixaci bifunkniho aduktu, kterd vyZzaduje cely komplex nebo jéatigova jadra
ve velkém Zlabku (spojovadettzec je v malém Zlabku) [156]. Studie [94] prokazate
kinetika tvorby bifunknich adukt u dvojjadernych kompleéx zavisi na konformaci a délce
spojovacihdetézce. Rychlost hydrolyzy klesa v nasledujicintgub:

LIAt(n=4)>1,1t(n=6) > 1,1¢,c(n=4)>1,1¢,c(n =6).
Uzawveni bifunkniho aduktu je nejrychlejSi u 1¢l¢ izomeh - nejspiSe k@i kratké
vzdalenosti chloridovych ligarida tim i mensi flexibilit.

Metodou fH,"N] HSQC 2D NMR byla zkoumana také kinetika tvorhifubkénich aduki
komplexu BBR3464 [159]. Ve srovnani s dvoujaderriydit,t byl mechanizmus vazby na DNA
velmi podobny [160]. U komplexu BBR3464 byla nagjidténa silrgjSi preasociace v malém
Zlabku (nejspiSe nasledkem vy35iho naboje) ditorpnost dvou  konformér
1,4-meziettzcového nistku v phibéhu reakce [159]. Witd&ni majoritniho konformeru
probihalo rychleji nez vznik minoritniho. 1,6-miastkzcovy mistek se vyskytuje jen v jednom
konformeru. Rychlostni konstanty jednotlivych kéiokvorby obou tyf meziettzcovych
mustki byly velmi podobné [15].
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Vyzkum vicejadernych kompléxplatiny pedstavuje dleZitou sodast |&by rakoviny.
Komplexy BBR3464, BBR3571, BBR3610 a BBR3611, ktpa#stupuji klinické testovani,
mohou byt kléové pro pedchazeni vlastni i ziskané rezistence k ¢rddi platinovym lékm.

Tyto komplexy jsou aktivni v mnohem nizSich davkaei cisplatina, na druhou stranu jsou ale

vice toxické.

2.4 Southern blot

Jiz v roce 1975 v Edinburghu byl britskym bigém Edwinem Southernem popséan princip
metody vyuZivajici hybridizaci komplementéarnich rjeigttézcovych vidken DNA. Metoda
s ndzvem Southernova hybridizace naSla Siroké ngplapxi lokalizaci specifickych sekvenci
na genomové DNA eukaryotnich i prokaryotnich organdi 1zolovana DNA je nejprve
nastpena jedningi vice restriknimi enzymy a vysledné fragmenty jsatlathy podle velikosti
agarozovou elektroforézou [161]. DNA je poté alkli denaturovana a kapilarnimi silami
pienesena z gelu na pevny rpskterym obvykle byva nitrocelul6zovd nebo nylonova
membrana. Pufr (0,4M NaOH pro alkalicky blot) valire zasobnikuips gel na membranu a
tim prenasi denaturovanou DNA. Vzajemna poloha fragtin®@MNA na gelu je fi transferu
z gelu na membranu zachovana. Klasicky kapilatengs je relativéh pomaly (trva gkolik
hodin), ale proces @ie byt urychlen v Zdézeni s pouZzitim vakua. Diky tomutie bytcas
vyZzadovany pro feneseni DNA na membranu zkrdcen az na 30 minut povidhjicim
zlepSenim ostrosti a rozliSeni protikky redukované difuzi.

Jedneettzcovd DNA ukotvend na membranu tde byt hybridizovana s prébou
o komplementarni DNA sekvenci, ktera je dbuadioaktivie¢ znaend, nebo ifipojend
k antigenu. Volna vazebnd mista jsou na mendraablokovana (ndp Denhardtovym
¢inidlem) a po pdani zng&ené proby prothne hybridizace s komplementéarni sekvenci.
Po odmyti nenavazané proby je vysledek hybridizdetekovan autoradiograficky nebo
imunologicky [162].

Vysledek hybridizace, intenzita hybridizého signalu, zavisi na mnoha faktorech, které
zahrnuji podil genomu komplementarniho k grdlelikost préby a jeji specifickou aktivitu i
mnozZstvi genomové DNAfpnesené na membranu. ProtoZe je sila signalu ligdoce gimo
uameérna specifické aktivit préby a nefimo Unerna jeji délce, dosahuje Southernovignms

nejvyssi citlivosti pi pouziti velmi kratkych préb [161].
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2.4.1. Wuziti Southernové hybridizace pro studiunmeziretézcovych mistka

s

Southernova hybridizace ma mnoho vyuZiti naigiileZit¢jSi s ohledem na tuto diplomovou
praci je moznost stanoveni miegtzcovych niistki na DNA vytvdaenych v dsledku gisobeni
raznych chemickych latek na genomovou DNA.

V roce 1992 Zhen a kol. [163] studovali aspdlbrby a nasledné opravy vnitetzcovych
(IAC, intrastrand) a meigt©zcovych (IEC, interstrand) istki cisplatiny na genomové DNA
v buikach. Wuzival metody Southernovy hybridizace, &tee ukazala byti dostéte citlivou
pro sledovani Ubytku jednotlivych frakci, IAG IEC, v disledku jejich opravy bunymi
proteiny. Zhen a kol. pouzili ke studiu genomovoNAziskanou jednak z lidskych ovarialnich
nadorovych linii k cisplati& sensitivnich (A2780 a 2008) a také z jejich pdnédd linii se
ziskanou rezistenci k cisplatinCilem autollt bylo sledovat rozdily mezi jednotlivymi liniemi,
citlivé versus rezistentni, a vyvodit zdy, zda pra¥ zvySena oprava vzniklych Pt-DNA adukt
ptispiva k rezistenci nadorovych hiknk pouZitétmu metalofarmaku. Kr@nsledovani opravy
adukti cisplatiny na celkovém genomu byla sledovana apré¢hto aduki v misg
specifického genu DHFR (gen pro dihydrofolat reduk). Vykkr genu DHFR je i&jme
z diavodu jeho preferami reparace v lidskych tikdch [164]. GileZitym poznatkem této prace
je, ze zatimco na celkovém genomu neni pozorovitekitpaateni frakce IAC ani IEC
v disledku jejich opravy, na specifickém genu (DHFRijtéelbytek pozorovan je. Zhen a kol.
navic pozorovali &inngjSi odstradni IEC cisplatiny na DHFR genu u bigmych liniich
rezistentnich k cisplaténve srovnani s liniemi senzitivnimi. V8echna tgiéténi napovidaji, Ze
ziskana bu&na rezistence k cisplatinmiZze byt spojena s n@stem @innosti genov¥
specifické opravy DNA me#tezcovych niistki.

Southernova hybridizace byla pouzita i v r@@®0 Cullinanem a kol. [165] pro studium
meziettzcovych niistki (IEC) adriamycinu na bikach MCF-7 za pouZiti gen&wspecifické
IEC analyzy. Podohinjako v grechozi citované praci i v této se aitpanetili na studium
vzniku mezietzcovych niistki na specifickém genu DHFR v genomové DNA. Praaeajéc
obohacena studiem tvorby IEC adriamycinu na mitadnidlni DNA (mtDNA). Bylo zjiStno,
Ze rychlost tvorby IEC je v obou genomech, jaderné@nitochondrialnim, podobnd, dosahujici
maximalnich hladin 0,55 a 0,4ustki/10 kb v DHFR genu i v mtDNA.

O rok pozdji, v roce 2001, pouzili Shahin a kol. [166] kombaai PCR a Southernova
pienosu ke studiu vzniku IAC a IEC v genomové a nhitwlridlni DNA izolované z lidskych

epidermélnich keratodytvystavenych fisobeni hiicného plynu. Na obou typech DNA byla
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pozorovana tvorba IAC i IEC, ale vy3Si¢eo se tvail na gDNA (0,45 aduki’kb v DHFR genu
a 0,12 aduki’kb v mt segmentuip100 pM hdcicném plynu).

Metody Southernovy hybridizace, jako metodyodté ke studiu vzniku a opravy
meziettzcovych niistki cisplatiny, bylo vyuZito také v dalSi praci z roRQ03 [167]. Moufarij
a kol. sledovali synergistickou toxicitu mezi cisfthou a nukleosidovym analogem
gemcitabinem na lidskych ovarialnich Banych liniich k cisplatig citlivych (A2780 a 2008) a
rezistentnich (A2780/cp70 a 2008/c13*5.25). Bylawkana hypotéza, Ze synergistické toxicita
mezi gemcitabinem a cisplatinoudchto burénych liniich mize byt z@isobena gemcitabinem
zprostedkovanou inhibici opravnych mechanizAC a IEC cisplatiny. Ke stanoveni efektu
gemcitabinu na akumulaci a opravu IAC a IEC cisplabyla metoda Southernovy hybridizace
doplrgna také dalsi metodou - kvantitativni PCR. Sledéwaabytku IAC frakce na DHFR
genu gDNA bylo zji&tno, Ze 57 % IAC bylo odstrano pi kombinaci obou latek (cisplatina +
gemcitabin) ve srovnani se 74 % vikéch ovlivrenych pouze cisplatinou. Podabnoprava
IEC byla inhibovana u buwk vystavenych zarowe pisobeni cisplatiny a gemcitabinu
ve srovnani s hikami vystavenymi pouze cisplatin(60 % proti 72 %). Tyto vysledky
demonstrovaly my inhibi¢ni efekt gemcitabinu na opravu IAC a IEC cisplatiny

Metoda Southernovy hybridizace nachazi Sirokéblatni pri studiu mezettzcovych
mustki jednotlivych agens vznikajicich na DNA. Diky mogticsledovat efekt akumulace a
mistré specifické opravy metgttzcovych niistkih na genomové i mitochondrialni DNA je
metoda Southernovy hybridizatazena k unikatnim metodam, které nemohou byt nahyaz

jinou i sebevice moderni metodou schopnou poskytnéun podobné informace.

-35-



3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Klicovou ulohou p studiu cytostatik na bazi kompléxylatiny je ziskat co nejvice informaci
0 mechanizmu, kterym tyto latkyagobi na molekularni Grovni. Obecnym zdem této
diplomové préce je tedyigpet k porozundni tomu, jak protinddor@vicinné komplexy platiny
pasobi na urovni svého cilového mista, tj. DNA.

ProtoZe tvorba megitzcovych nistki na DNA hraje vyznamnou roli v protinddorove
terapii, bylo konkrétnim cilem této prace rditSpoznatky o vlivu mezetzcovych niistka,
tvorenych komplexy platiny siznou strukturou, na cytotoxickou aktivitu danyctela

Diki cile prace:

1) Studovat vznik megtzcovych niistkii v DNA in vitro, tj. v bezbug¢ném prostedi,
a to u strukturé odlisSnych komple platiny, a stanovit mnozstvi vznikajicichistki.

2) Zavést metodu Southernovy hybridizace, ufngizi sledovat mistky v DNA
vytvorené komplexy platinyn vivo, tj. v nddorovych biikach.

3) Tuto metodu vyuZit ke sledovani tvorby nietzcovych nfistki strukturrg
odlisnych komple# platiny v nddorovych hikach.

4) Korelovat ziskana data s protinddorovou aktivitdanych komplek platiny a
vyvodit za¥ry o vztahu mezi schopnosti titomezirettzcové niistky a biologickou aktivitou

studovanych kompléxplatiny.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 Biologicky material

Burééna linie A2780 lidského ovaridlniho karcinomu (acmni bukcna linie citliva
k cisplatirg)

Lososi spermaticka ssDNA (Salmon testes ssSDNAN{&igldrich)

Plazmidova DNA - pUC19, 2686 bp

Restrikéni enzymy (BioLabs) Ndel, Hindlll, EcoRlI

4.2 Pouzité roztoky a pufry

TBE pufr (Tris — boratovy pufr): 0,09 M Tris — lddr
1 mM EDTA
Alkalicky pufr: 0,03 M NaOH
1 mM EDTA

PBS (fosfatovy pufr): 0,17 M NaCl
3,4 mM KCI
5,6 mM NaHPQ, - 12 HO
1,8 mM KHPO,

DNA lyza¢ni pufr (pro Metodu 1): 0,2 M Tris — HCI

0,1 M EDTA
10x koncentrovany nanaSeci pufr: 10 mM EDTA
20% ficoll
TE pufr: 0,01 M Tris-Cl
1 mM EDTA
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Denaturani pufr pro kapilarni transfer: 1,5 M NacCl
0,5 M NaOH

Neutraliz&ni pufr pro kapilarni transfer: 1 M Tris (pH 7,4)
1,5 M NaCl

Transferovy pufr pro kapilarni transfer (20x SSC): 3 M NaCl
0,3 M citrat sodny

Alkalicky pufr pro vakuovy Southern blot: 1 M NaOH

1,2 M NacCl
Prehybridizani roztok: HO
6x SSC
5x Denhartove@inidlo
0,5% SDS
100 pg/ml lososi spermaticka ssDNA (denatamemsi 95°C,
10 min
Hybridizatni roztok: HO
6x SSC
0,5% SDS
100 pg/ml lososi spermaticka ssDNA (tiemevana pi 100°C,

10 min)

4.3 Elektroforetické gely

1) 1% neutrdlni agarézovy gel (19 cm x 11,5 cm)
1,2 g agarézy
120 ml 1x TBE

Rozvdit smes v mikrovinné trou. Zkontrolovat objem, aplikovat do nési
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2) 1% neutrdlni agar6zovy gel (10 cm x 7 cm)
0,3 g agarézy
30 ml 1x TBE

Rozvait smes v mikrovinné troub. Zkontrolovat objem, aplikovat do nési

3) 0,6% neutralni agar6zovy gel (19 cm x 11,5 cm)
0,72 g agarézy
120 ml 1x TBE

Rozvait smes v mikrovinné troub. Zkontrolovat objem, aplikovat do nési

4) 1% agarozovy gel pro alkalickou denatumizelektroforézu (19 cm x 11,5 cm)
1,2 g agaréza
120 ml HO

Rozvdit smés v mikrovinné troub. Po rozpudni agarézy a ochlazeni roztoku na 60°C upravit
na 0,03 M NaCl a 1 mM EDTA. Nechat gel ztuhnoubgiti

4.4 Pouzité kity

1) Qiagen Blood and Cell Culture Kit

C1: 1,28 M sachar6za
40 mM Tris — Cl (pH 7,5)
20 mM MgCh}
4% Triton X - 100

G2: 800 mM guanidin — HCI
30 mM Tris — ClI (pH 8,0)
30 mM EDTA (pH 8,0)
5% Tween — 20
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0,5% Triton X - 100

QBT: 750 mM NaCl
50 mM MOPS (pH 7,0)
15% izopropanol
0,15% Triton X - 100

QC: 1M NacCl
50 mM MOPS (pH 7,0)
15% izopropanol
QF: 1,25 M NaCl
50 mM Tris — Cl (pH 8,5)
15% izopropanol
2) DNA kit od firmy MRC — DNAzol

3) Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systém

Roztok pro vazbu DNA na membranu: 4,5 M guanigithiokyanat
0,5 M acetét draselny (pH 5,0)

Promyvaci roztok: 10 mM acetat draselny (pH 5,0)
80% ethanol

16,7 uM EDTA (pH 8,0)

4) Prime-It Il Random Primer Labeling Kit
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4.5 Metody a postupy

4.5.1 Metody pro detekci medietézcovych mistki na plazmidové DNA

4.5.1.1 Linearizace plazmidové DNA &prava fragmentu o 212 bp

Kruhovou plazmidovou DNA bylo nedjde teba zlinearizovat na%ienim restriknim
enzymem §i enzymy). Plazmidovd DNA byla inkubovana s resmikn enzymem EcoRI,
Ndel) 2 h gi 37°C v prislusném restrisnim pufru.EcoRI $tpi DNA v sekvenci GAATTC a
Ndel v sekvenci CATATG. Restrikni mista &chto enzyni na plazmidu pUC19 jsou ukazana
na obrazku 12.

Mele I

N ¥EcoRI
212 bp

2686 bp

Obr. 12: Plazmid pUC19 s vyztenymi restriknimi mistyEcoRlaNdel.Prevzato a upraveno
z [168].

NaStpenim plazmidu pUC19 enzymegtoRIvznikla linearni molekula DNA o délce 2686

pam bazi. Nasledujici &eni enzymeniNdel poskytlo dva fragmenty o délkach 2474 a 212
pari bazi.
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4.5.1.2 Elektroforéza v nativnhim agarézovém gekontrola S¢peni restriknim enzymem

Byl pgipraven 1% agar6zovy gel (30 ml), do kterého gldonalitim do formy fidan 1,5 ul
ethidium bromidu pro vizualizaci DNA. Po ztuhnutyl bgel zalit v elektroforetické van
1x TBE pufrem a vzorky byly naneseny na gel. Elgkiréza probihala 2 htipnapsti 60 V
(= 6 Vicm).

4.5.1.3 Deproteinace pospeni restriknim enzymem

Deproteinaci vzotkDNA byly odstragny Sepici enzymy. K roztoku DNA bylidan jeden
objem fenolu (8°C) a roztok byl ptepan a zcentrifugovan (10000 g, 1 min). Po étefd
vodné a organické faze byla vodna faze odebrana rd kylo Fidano stejné mnoZzZstvi
chloroformu pro odstrami zbytki fenolu. Po odd8eni fazi centrifugaci (10000 g, 1 min) byla
opét vodna faze odebrana.

Nasledovalo i@vedeni plazmidové DNA do chloristanu sodného paénethanolového
srazeni. K plazmidové DNA bylfigan 3 M octan sodny (vysledna koncentrace 0,3 M),
100% vychlazeny ethanol (dvojnasobek objemu rotakwzorek byl umigh na 30 min
do -20°C, aby se vytviila srazenina DNA. Roztok byl poté centrifugovan mi pi 4 °C
(15000 g) a byl odebran supernatant. Pelet byl ptatejnym objemem 80% vychlazeného
ethanolu a vzorek byl @p15 min centrifugovanip 10 °C (15000 g). Po odebrani supernatantu
byl pelet vysuSen v exsikatoru a rozgnst 0,01 M NaClQ.

4.5.1.4 Radioaktivni zrani plazmidové DNA

Volné 3" konce linearni DNA (1 pg) byly radktiané nazngeny izotopem ¢-ATP*9
pomoci Klenowova fragmentu DNA polymerazy | v predi pufruNeb2v celkovém objemu
10 pl. NezreagovanyafATP*) byl z roztoku odstrafn zachycenim na chromatografické
kolonce naplané Sephadexem G50 coarse.

Radioaktive znaené plazmidova DNA bylaf@ana k nezngené DNA.

4.5.1.5In vitro modifikace DNA komplexy platiny

Linearni DNA (pUC19) byla inkubovana s kompleglatiny na poZzadovany teoreticky
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stupdi modifikace rv 10 mM NaClQ pti 37 °C po dobu 24 h.
r predstavuje molekularni pam volného komplexu platiny ku gtu nukleotidi DNA

vstupujicich do reakce a vy§ita se podle vztahu:

r. = nPt — CPt,zés[VPt,zés

Mona  Conazas Vonazas
kde np, je latkové mnozstvi komplexu platinyipna je latkové mnozstvi DNACe: .as j€
koncentrace zasobniho roztoku daného komplexunglai, ,ssje objem roztoku komplexu,
Cona, zasj€ koncentrace pouzité DNAVG,, 2asj€ 0bjem DNA.

Stup#& modifikace § je definovan jako piet molekul komplexu skuteé navazanych
na jednu bazi DNA.

4.5.1.6 Elektroforetické& separace v denatoira agar6zovém gelu

Vzorky DNA po chemické modifikaci byly denatwany 0,1 M NaOH a poté byly naneseny

na 1% agarozovy gel (igavkem 0,03 M NaCl a 0,001M EDTA). Elektroforézalghala
v alkalickém pufru (0,03 M NaOH a 0,001 M EDTA) pokojové teplat - pro delSi fragment
(pUC19 &¢pend pouzé&coR) 5 h a pro kratSi (plazmid n&genyEcoRIi Ndel) po dobu 7 h,
v obou gipadech i napsti 1,7 V-cn'. Denaturani podminky v gelu zabiiaji zpstné

renaturaci dvotettzcové DNA — pi vytvoreni mezetézcovych niistki dvouettzcova (ds)
forma putuje po gelu pomaleji nez jedetzcova (ss) forma. Po sk&eni elektroforézy byl gel
vysusen a vyhodnocen pomodigtroje Fujiflm BAS-2500. Radioaktivita byla kvatattivné

vyjadiena pomoci AIDA image analyzer software.

4.5.2 Metoda Southernova penosu pro detekci me#ietézcovych mistka komplexa platiny

na genomové DNA z nadorové linie A2780

Schopnost sl@enin platiny tveit mezirettzcoveé niistky byla studovana na genomové DNA
(gDNA) vyizolované z kultivovanych lidskych bék ovarialni nadorové linie A2780, které jsou

citlivé k pasobeni cisplatiny.
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45.2.1 Kultivace buwk a aplikace cytostatik ke studiu vzniku nfegizcovych niistki

na genomové DNA

Buiky A2780 byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (PAA) ptidavkem 50 mg/l
gentamycinu (SERVA) a 10 % tepélinaktivovaného bovinniho fetalniho séra (PAA) p
teplog 37°C a v atmosfé 5 % CQ. Buiky A2780 adherovaly na dno misky, ze kterého byly
pii pasadzovani (2 — 3 kréat tygnuvoliovany trypsinem. Celkovy et burgk byl pak stanoven
ru¢nim paitanim v kalibrované kotimce (Burknerova kofiirka) pod s¥telnym mikroskopem.

Pro experiment byly ilkly po pasaZi feneseny na Petriho misky oipiru 10 cm (3 10°
burgk v 10 ml média/Petriho misku) a kultivovany po B2Poté bylo s kikami zachazeno
nasledova:

1) pro ziskani gDNA z buik modifikovanych studovanymi komplexiultivaéni médium bylo

vymeénéno zacerstve a byly fidany komplexy (cisplatina nebo BBR3571) tak, adjich finalni
koncentrace v médidinila 30, 60 a 120 pM. Cytostatika byla k Bané kultde pidavana
z cerst® pripravenych zasobnich roztibkv solventu DMSO a nasledinpak rozedovana
médiem do pozadovanych koncentraci. Po sedmihoéimakubaci s komplexy byly iky
dvakrat promyty studenym PBS, ztrypsinizovany aletpgany centrifugaci (1200 g, 10 min,
10 °C). Z bugcnych pelet byla jednou zeit dale uvadnych metod izolovana genomova
DNA.

2) pro ziskani nemodifikované gDNAbez jakékoliv pedchozi modifikace platinovymi

komplexy byly butky dvakrat promyty studenym PBS a uv@ig trypsinizaci. Nasledovalo
zpeletovani buwk centrifugaci (1200 g, 10 min, 10°C). gDNA izolova z &chto
.netreatovanych” bufk byla vyuZita pro naslednou modifikaii vitro komplexy BBR3535,
BBR3571 a cisplatinou.

4.5.2.2 Metody izolace gDNA z be&ikA2780

Byly porovnavanyit rizné postupy izolace gDNA z b&lns cilem vybrat tu nejvhodjsi

z hlediska vy¥znosti, kvality aistoty vyizolované gDNA.

Metoda 1: ,Krok po kroku* metoda dle protokolu [169
Pelet fipraveny z narostlé bgdné kultury byl rozsuspendovan v DNA Iyrd pufru.
Pridani 10% SDS zgsobilo rozvol@ni proteimi a naruSeni bukiné sény. Dale byla fidana

v gs

proteinaza K (vysledn& koncentrace 5@@ml) (2 h, 45°C), ktera proteiny&iti. Nakonec byla
-44-



piipipetovana ribonukledza A (finalni koncentrace 10§ml), ktera naspila ssRNA. Sris
byla inkubovanaigs noc fi 37°C.

Druhy den byl vzorek na chvili zchlazen na leducéépbyl k #mu pidan jeden objem
fenolu, ktery vysrazel proteiny. Po promichani atdfigaci (3000 g, 10 min, 2Q) se
ve zkumavce vytwily dvé vrstvy, ficemz se DNA nachézela v horni vodné fazi, kterd byla
odebrana a smichana s jednim objemenéssifienol:chloroform (1:1). Ze zcentrifugovaného
vzorku byla odebrana vrchni vrstva a k ni bytign jeden objem chloroformu. Po promichéni a
centrifugaci byl horni supernatant &@podebran a chloroform byl evaporovan v exsikatoru
po dobu 5 az 10 min.

Nasledovalo ethanolovégsrazeni vyizolované DNA do menSiho objemi iffnozstvi 1 ul
rozpoudtdla na 1 pug DNA): Prodinngjsi sraZzeni byly vzorky po deproteinaci dany nailchv
na led. Déale byla ifdana 1/10 objemu 3 M octanu sodného a po promictiéa objemy
100% ethanolu vychlazeného na 80 Po desetiminutovém pobytu v mrazaku-po °C byly
vzorky zcentrifugovany (15000 g, 15 min,°@), byl odebran supernatant &dano 200ul
80% vychlazeného ethanolu. Nasledoval proplachiewaice a dalSi centrifugace (15000 g,
15 min, 10°C). Ot byl odebran supernatant a sediment byl vysudersikatoru (5 min). Pelet
byl rozpus&n ve vod (na 1ug predpokladaného wyEku piipada lul vody).

Metoda 2: Druh& metodaripravy gDNA byla provedena pomoci Qiagen Blood & wll
Culture Kit s pouzitim dodanych puafa enzyni (Obr. 13).

Buiky byly nejprve zlyzovany: Ke 2 ml baéné suspenze v PBS bytigan jeden objem
vychlazeného lyzmiho pufru C1 ait objemy ledové destilované vody. Vzorek ve zkungavc
byl promichan a inkubovan na ledu po dobu 10 migzd&ané biiky byly centrifugovany
(4 °C, 15 min, 1300 g). Po odst&an supernatantu byl k peletiiggn 1 ml ledového pufru C1 a
3 ml ledové vychlazené vody. Pelet jader byl resndpvan a centrifugovan (4 °C, 15 min,
1300 g). Supernatant byl odstéanK peletu bylo napipetovano 5 méghého pufru G2 a jadra
byla resuspendovana vortexovanim po dobu 3@ snpximalni rychlosti. Dale bylofmano
95 ul proteinazy K a vzorek byl inkubovéiii (p0°C po dobu 90 min.

Kolonky Genomic-tip 100/G byly ekvilibrovany #l pufru QBT, ktery byl nechan
samovolr vytékat. Zvortexovany vzorek byl aplikovan na dikwvovanou kolonku a nechan
protéct. Na kolonce zachycena gDNA byla promytaZ25ml pufru QC a eluovana 5 ml pufru
QF, pedelfatého na 50 °C. gDNA bylafgsraZzena ijdanim 0,7 objemu isopropanolu,
zkumavka byla #kolikrat prevracena, DNA byla navinuta na skiapu tyinku a rozpu&na
ve 100ul vody.

Wizolovana gDNA byla zkontrolovana, zdéhkem procesu nedo3lo k fragmentaci molekul.
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Nejprve byla gDNA denaturovana v objemu ccalQyiidanim 0,05 M NaOH a inkubaci
pti 37 °C po dobu 20 min. Poté bylfighn nanaSeci pufr, vzorky byly naneseny
na 0,6% agarosovy gel. Elektroforéza byla nastavend0 h fi 25 V. Gel byl barven 30 min

v ethidium bromidu.

Vzorek

E Lyze a stépeni

protedazou
VVazba DNA
— Genomowva DHNA

Promyti

= Eluce
~ Genomova DNA
lzopropanolové sraZeni

T

Cista genomova DNA

— < —

Obr. 13: Schéma izolace gDNA pomoci Qiagen Bloati @ell Culture Kitu. Fevzato a

upraveno z [170].

Metoda 3: Posledni variantou byla izolace DNA kitednfirmy MRC — DNAzolem.

Pelet pedem pipravenych bu&k byl resuspendovan v1 ml DNAzolu (1 ml DNAzolu
na 10 burtk) a centrifugovan (10 °C, 10 min, 10000 g). Zeesnptantu feneseného déisté
zkumavky byla DNA vysrazenatidanim 0,5 ml 100% ethanolu na 1 ml DNAzolu pouiité

pii izolaci. Po rénim protepani byl vzorek inkubovéantippokojové teplat po dobu 2 min.
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DNA se vysrazela ve fortndlouhého vlakna, byla namotana nacEpia fenesena do 1 ml
75% ethanolu. Zkumavka s DNA a ethanolem byla 3 ke pgrevracena a po usazeni DNA

na dré zkumavky byl ethanol odstram. DNA byla rozpu&ina (bez suseni) ve véd

Kontrola vyizolované gDNA byla provedena etekbreticky (50 V, 2 h) na nativnim 0,8%
agarozovém gelu s ethidium bromidem (o finalni leriaci 50 pg/ml).

Stanoveni koncentrace vyizolované gDNA bylovedeno spektrofotometricky zienim
absorbance (A) vzorkuip260 nm a 280 nm. Hodnota absorbance 1 v 1 cmt&ys@povida
koncentraci 50 mg/ml pro dsDNACistota vyizolované DNA byla stanovena p@em
absorbanci ifp dvou vinovych délkach AondAzsonm Piicemz optimalni hodnoty jsou 1,8 - 2.

Pongr nizsi nez 1,8 s4déi o kontaminaci proteiny a vy3Si nez 2id¢gmnosti RNA [161].

4.5.2.3 Modifikace gDNAnN vitro komplexy BBR3535, BBR3571 a cisplatinou

In vitro modifikace genomové DNA komplexy BBR3535, BBR3%¥/ tisplatinou probihala
v0,01 M NaClQ pii teplog 37 °C ve tmi po dobu 24 h, coZ je doba dastgci
pro kvantitativni navazani studovanych kompglexa DNA [55]. Stup# modifikace p se
pohyboval vrozmezi 3 10° — 3 - 10° pro dinuklearni komplexy a 3 10° — 3 - 10°
pro cisplatinu.

Purifikace modifikovanych vzoikgDNA byla provedena s pouZitim kolonek Amicon Hlltr
Centrifugal Filters (MILLIPORE, Ultracel 100 K). zek byl aplikovan na kolonku a
centrifugovan (14000 g, 15 min). gDNA zachycen&olance byla naslednproplachnuta 350
ul vody a ogt zcentrifugovana (14000 g, 15 min). Kolonka bytaépot@ena a vioZzena deisté
zkumavky. Po centrifugaci (1000 g, 2 min) byl pikoizany vzorek jiman v objemu 18 pl.

4.5.2.4 Stpeni gDNA restriknim enzymentindlil

Pro dalsi analyzu bylo geba genomovou DNA naiit na kratSi fragmenty resttikim
enzymem, v nasentipads enzymenHindlll. Vzorky DNA byly $&peny 2 h v objemu 200 pl,
v pritomnosti pufruNeb2a @i mnozstvi 5 U restriéniho enzymu na 1 ug DNA. Po ngigni
byly vzorky pesrdzeny do 0,5x TE pufru.
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4.5.2.5 Elektroforetickd separace gDNA fragnienaigarézovém gelu

Pro nésledujici kroky bylo geba provést denaturaci nginé dvoietzcové gDNA.
Jedndettzcova DNA je nutna k navazani radioaktivnazngené proby. Denaturace vzdrk
byla provedena pomoci 0,05 M NaOH po dobu 20 niin37 °C a poté byla zastavena
umisgénim vzorki na led. Ped nanesenim na 0,6% agardzovy gel v TBE pufrikéylzorkim
piidan nanaseci pufr. Nasledovala elektroforéza v PBEu i 25 V po dobu 30 h. Gel byl
obarven v ethidium bromidu (30 min)

Na pipravu gelu pro Southern blot byla pouZita agar8eaKeriLE (od firmy Lonza)

z davodu vysSi odolnostiffpraveného geludZi poskozeni i manipulaci.

4.5.2.6 Penos gDNA z gelu na membranu

Ke d¥ma nefastjSim zpmsohim Southernovaignosu DNA z gelu ha membranu isali

kapilarni a vakuovyignos.

1) Kapilarni transfer

U kapilarniho transferu je DNAignaSena z gelu na membranu Kkapilarnimi silami
pii postupu transferového pufru ze zasobnikesmel a membranu do vrstvy fikrdch papii.
Pred experimentem bylddba gel ekvilibrovat (cca 45 min) v denatimam pufru s naslednou
neutralizaci v neutralizaim pufru (cca 30min). Pro kapilarnfgmos byla pouZita nylonova
membrana (Amersham HYBOND-N+).

Podle obrazku 14 byla sestavena blotovaciatypa. Do vardky s transferovym pufrem
(20x SSC) byla poloZena podloZka a na ni Whatmamapir tak, aby dvjeho protilehlé strany
byly pondeny do transferového pufru a vyfedy tzv. knot. Na Whatmdiv papir byl umisin
gel (spodni stranou nahoru), ng nylonova membrana (o velikosti gelu) a nakondtcafini
papiry. Celé aparatura byla zatizena zavazim.

Samotny transfer probihal v 20x SS@gpnoc. Poté byla membrana oplachnuta v 2x SSC a
zape€ena (80 °C, 2 h) pro zakotveni DNA. Gel byl obarweathidium bromidu (30 min)

pro kontrolu penosu DNA z gelu na membranu.
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Filtracni
__ papiry
_—"" Nylonové
— membrana
___— Gel
) _Whatmaniv
" papir
— Roztok 20x S5C

[
=

Zava

Podlotka ——

Sklen&na /
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Obr. 14: Schematické znazém sestaveni kapilarni transferdefzato a upraveno z [171].

Obr. 15: Usptadani aparatury pro kapilarniemos.

2) Vakuovy transfer

Fed samotnym ignosem bylo poeba vhoda pripravit membranu i gel. Nylonova
membrana HYBOND XL(ve stejné velikosti jako gel) byla nattema v destilované veéd poté
v transferovém pufru. Gel byl pro usn&dhprenosu DNA depurinovan v 0,25 M HCI po dobu
15 min a poté promyt vodou.

Podle obrdzku 16 byla sestavena aparaturgoiani plat se postuprklad! filtracni papir
(Whatmatriv, velikost gelu), nylonova membrana (velikost geltésnici folie s okénkem
(okénko musi byt na kazdé stéam 0,5 cm kratSi nez gel), agar6zovy gelsmici ram. Bubliny

vzniklé pod Whatmanovym papirem, membragogelem byly odstraimy sklernou pipetou.
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Po spusni vakuové pumpy byl gel zalit transferovym pufrargenos probihal 90 min.

Po penosu byl gel zneutralizovan v 1x TBE a obarvemhideum bromidu pro kontrolu, Ze
vzorky byly geneseny na membranu. Membrana byla ri@ma do 2x SSC (5 min), vysuSena
mezi filtracnimi papiry a zapena (80°C, 2 h).

Tésnici okno

Agardzovy gel

Tésnici folie s okénkem

Nylonova membrana

Filtracni papir

Pordzni vakuova deska

Obr. 16: Schematické usfgalani pistroje BIO-RAD pro vakuovyignos. Pevzato a upraveno
z[172].
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Obr. 17: Ristroj pro vakuovy fenos.

4.5.2.7 Riprava DNA préby

Podle praci [166, 167] byl pro hybridizacugad 1,8 kb dlouhy fragment obsahujici exon 1
a 2 genu DHFR (gen pro dihydrofolat reduktazughiéem genomu. Proba detekovala sekvenci
z 22 kb dlouhého fragmentu genu DHFR.

Syntéza préby

K syntéze proby o poZadované velikosti a se&vdyl pouZzit pistroj na PCRC1000
Thermal Cyclerod firmy BIO-RAD. Metoda PCR slouZi k rychlému ramideni vybraného
Useku templatové DNA, ifgemz poZadovany Usek musi byt na obou stranach idbran
primery. K syntéze nového DNAettzce se pouziva termostabilni Taq polymeraza (DNA
polymeraza z bakterihermus aquaticys

Nejprve byla fipravena reatni snmés o celkovém objemu 50 pul, kterd obsahovala 27,5 pl
MiliQ vody, 10 pl 5x HotStar HiFipufru (dNTP a 7fBM MgSQ,), po 5 ul 10 uM roztoku
od kazdého primeru (,forward“ o sekvenci 5-AAACGBETCGTCCTCAAA, ,reverse”
0 sekvenci 5-TTCCAGTCTACGGGAAGCC), 0,5 & (100 ng) templatové DNA a 2 ul
(= 5 U) HotStar HiFiDNA polymerazy (Tag polymerazapp]. Reakni sn€s byla poté vloZena
do termocykleru a proces amplifikace byl proveder8% cyklech podle programu:

1. aktivace polymerazy — 95 °C, 5 min

-51-



2. denaturace — 95 °C, 15 min
3. pipojeni primeti — 53 °C, 1 min
4. polymerace — 68 °C, 4 min
5. z&¥recna polymerace — 72 °C, 5 min
PCR produkt byl kontrolovan na nativnim agax@mnm gelu (g 25 V, pres noc) nasledn

obarveném v ethidium bromidu.

Purifikace préby

PCR fragment (pro pouZiti jako préba) byl lugeyiiznut a pecisten pomoci izol&niho kitu
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Syst§PROMEGA) (Obr. 18) Ke kouskm gelu byl
piidan roztok pro vazbu DNA na membranu (1 ml roztokul mg gelu) a gel byl skl&mou
ty¢inkou v roztoku rozdrcen. Vznikla suspenze bylatexmsvana (1 min), inkubovana (65 °C,
20 min) a pepipetovana do kolonky nasazené na dvoumililitrowwmavku. DNA se
piichytila na klad# nabitou membranu v kolonce. Nasledovala inkubatg@qkojové teplot
(1 min) a centrifugace (14500 g, 1 min). DNA zadwy& na membr&nbyla promyta 700 pl
promyvaciho roztoku. G nasledovala inkubacerfipokojow teplog (1 min) a centrifugace
(14500 g, 1 min). Bylo iffidano 500 pl promyvaciho roztoku a &mbyla inkubovana
pii pokojové teplat (1 min) a centrifugovana (14500 g, 5 min). P¢etey roztok byl odstraim
a kolonka znovu centrifugovana (14500 g, 1 min)euza¥ené zkumavce, aby se odipa
ethanol pitomny v promyvacim roztoku, ktery by zaboaal Uplnému rozpu&hi DNA.
Kolonka byla poté femistna docisté zkumavky a DNA z membrany eluovarfadgnim 50 pl
H,O. Po kratké inkubaci (1 min) nasledovala jiz &&mna centrifugace (14500 g, 1 min).

Vzorek DNA byl eluovan do zkumavky a uchovavén-po °C.
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Priprava
kouski gelu.

Vpraveni

= rozpusténého gelu do
SV Minicolumn
soupravy.

Centrifugace.

Promyti, odstranéni
roztoku centrifugaci.

Eluce DNA.

Obr. 18: Striny postup pesisténi nasyntetizované proby izélém kitem Wizar@ SV Gel and
PCR Clean-Up Systemid¥zato a upraveno z [173].

Radioaktivni zn&eni préby

Préba byla naztiana radioaktivé (izotopem®P) pomoci zn&ciho kitu Prime-It Il Random
Primer Labeling Kitod firmy STRATAGENE (Obr. 19)umo#iujici pripravu proby s vysokou

specifickou aktivitou.
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Denaturace a zchlazeni v pritomnosti
smési nahodnych nonanuklectidd

5 == =1 a N F]

Klenowlv fragment DNA palymerdzy
+dATP, *dCTR, dGTR, OTTR

Obr. 19: Schématické znazeni radioaktivniho zngeni proby. Pevzato a upraveno z [174].

K 25 ng (5,5 ul) nasyntetizované préby (1,8 kblo gidano 18,5 ul vody (RNAsa free
H,O) a 10 pl primer (random primers). S& byla inkubovana 5 min fip 100°C,
zcentrifugovana a zchlazena pokojoveé teplot. Déle bylo pidano 10 pl 5x *dCTP primer
buffer (obsahujiciho dATP, dTTP, dGTP), 5 pl &ého nukleotidu ¢>*?P] dCTP, 3000
Ci/mmol) a 1 ul Exo(-) Klenowova fragmentu (5 U/)).puNasledovala inkubacetip37 °C
po dobu 10 min. Reakce byla ukema gidanim 2 pl stop mixu. Nakonec byla nasema

préba pecisténa od nezreagovaného *dCTP pomoci Sephadexovékyo{@b0 Coarse).

4.5.2.8 Hybridizace na membgan

Membrana byla na &minuty namdéena do 6x SSC. K potlani nespecifické vazby préby
na DNA byla poté inkubovana v prehybridiném roztoku (APH; 0,2 ml roztoku na 1 &m
membrany) vs&ku pi 68°C po dobu 2 h. Po vwné prehybridizéniho roztoku
za hybridiz&ni (0,2 ml roztoku na 1 cmmembrany) byla do &ku pidana denaturovana
(100°C, 5 min) radioaktivh zna&ena proba (1,2 ng/ml hybridigaiho roztoku). Hybridizace
probihala pes noc (cca 20 h)ip68°C.
Po hybridizaci byla membrana proplachnuta yyost ve ¢tyrech odmyvacich roztocich
[161]:
2x SSC + 0,5% SDS (pokojova teplota, 5 minagmé michani)
2x SSC + 0,1% SDS (pokojova teplota, 15 mirtasmé michani)
0,1x SSC + 0,5% SDS (37°C, 1 hod¢asné michani)
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0,1x SSC + 0,5% SDS (68°C, 1 hod, 30 ™in
Nasledovalo proplachnuti membrany v 0,1x S8@@kojove teplot a autoradiografie.
Celkova procedura je stné znazorgna na obrazku 20.

nylonova membrana

fragmenty DNA
pienesene na
memranu

- . e i hybridizace
odmyti nenavazané proby -— ' fragmentti DNA s
W probou na zakladé

sz komplementarity
7

T =
"\.\“-‘:}

expozice ﬁlmu|
1

autoradiogram

|

trerinnt
|

i

Obr. 20: Schematické znazém hybridizace radioaktivni préby k DNA na nylonové

membras. Prevzato a upraveno z [175].
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5. VYSLEDKY

Schopnost sl@enin platiny tvéit meziettzcové niistky byla studovana jednak
na plazmidové DNA (pUC19)jn vitro metodou vyuZivajici elektroforetickou separaci
za denaturgnich podminek, a také na genomové DNA (gDNA) vyzahé z lidskych
ovarialnich nadorovych linii A2780, metodou Soutima fenosu na nylonovou membranu

s naslednou hybridizaci proby specifické ke gendFRHgen pro dihydrofolat reduktazu).

5.1 Studium vzniku mezietézcovych mistki na plazmidové DNA (pUC19) po modifikaci

komplexy platiny in vitro pomoci alkalické denatur&ni elektroforézy

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat vyskgziettzcovych niistki komplexi platiny
na linearni DNA pUC19 pomoci alkalické elektroforéa ziskané poznatky posléze pouZit
pro studium vznikajicich aduktéchto komplex na genomové DNA v bitném prostedi.

Experiment je zaloZen na studiu zlinearizovangdioaktivid znateného plazmidu puUC19,
modifikovaného studovanymi komplexy, pomoci agavézelektroforézy za denaturujicich
podminek.

Plazmidova DNA byla nagiena nejprve restrighim enzymentcoRlza vzniku fragmentu

o velikosti 2686 bp. Linearizace DNA byla zkontnedma elektroforeticky na agarézovém gelu
s ethidium bromidem (Obr. 21).

nestépena DNA
Stépena DNA

OC forma

- linearni DNA
+ SC forma -

Obr. 21: Linearizace plazmidu na 1% agar6zovémgeinienzymenttcoRl
Vzorky linearni DNA byly deproteinovany afegrazeny. Po radioaktivnim nazeai
zlinearizovaného plazmidu (o délce 2686 paru bazého modifikaci studovanymi komplexy

BBR3535, BBR3571 a cisplatinou (zvolenyzné stups modifikace, ) byly vzorky naneseny
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na 1% denatutai agardzovy gel.
V disledku modifikace vzniknou na dvouvlaknové DNA niiegzcove niistky (IEC), které

zpasobi kovalentni spojeni mezi &aa fettzci DNA. Takto spojenéfetézce, na rozdil
od molekul dvouvldknové DNA bez tohoto typu adukhemohou byt za denatdrdch
podminek oddeny. Na denatutamim gelu byla poté pozorovana separovana “zkrogiké"
frakce, tzn. frakce DNA, jejiZettzce byly spojeny vzniklym mezzcovym niistkem
komplexu, a frakce jediiettzcovych DNA. DNA, jejiziettzce spojuje meetzcovy adukt,
putuje v gelu pomaleji nez je tomu pro DNA bez mezcovych niistka (Obr. 22, Obr. 23).

rb pro cisplatinu rb pro BBR3535
—1 — ]

Il. . IVo Ve VD VI VL IX

© creeeeSee
ssDNA‘ .Q.-_-‘*‘

Obr. 22: Vznik mezetzcovych niistka v zavislosti na stupni modifikace linearni puC19
o velikosti 2686 bp.,rpro cisplatinu: 0,0003 (1.); 0,0005 (ll1.); 0,001.§; 0,003 (IV.); 0,005
(V.). r, pro BBR3535: 0,0003 (V1.); 0,0005 (VII.); 0,0011{(\); 0,003 (IX.); 0,005 (X.). (Sipka
ozna&uje smér elektroforetického pohybu makromolekul.)

Kontrola

rb pro
b pro BBR3571 cisplatinlu

r
]

Kontrola

LI m Iv. V. VL VI

Obr. 23: Vznik mezetzcovych niistka v zavislosti na stupni modifikace linearni puC19

o velikosti 2686 bp.,rpro BBR3571: 0,0001 (1.); 0,0003 (11.); 0,0003.4t10,001 (IV.); 0,003
(V.). r, pro cisplatinu: 0,0005 (V1.); 0,001 (VIL).
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Po denzitometrickém vyhodnoceni intenzity timych prouzk v gelu bylo mozné
vypclitat mnozstvi meretzcovych nistki pripadajicich na jeden adukt (IEC/Pt) podle
vzorce:

XL

IEC/Pt= 10qs|, Rovnice 1
N [

b

kde XL je mnoZstvi mezettzcovych vazeb na molekulu linearizované desizcové DNA,
které bylo vypditano podle Poissonova rageni meziettzcovych vazeb jakXL = - In A kde
A je podil molekul odpovidajici jedteitzcové (denaturované) DNA, zjsly
denzitometrickym vyhodnocenim gelll je paiet bazi plazmidu pUC19 (v nasSemipad
2-2686).

Whpaitané hodnoty jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab. 1: Tvorba meg&zcovych niistka in vitro komplexi BBR3535, BBR3571 a cisplatiny
na fragmentu (2686 bp) plazmidu pUC19. IEC/Pt - Bsinvd meziettzcovych niistki

tvorenych danym komplexentipadajici na adukt, vyj&dno v procentech. ND — nestanoveno.

I Cisplatina BBR3535 BBR3571

|EC/Pt [%] | 6,2+0,8 ND 38,2+7,9

Zkroslinkovana frakce dinukledrniho komplextBEB535 byla i p nizkém stupni
modifikace pro takto dlouhou line&rni DNA vysSi ri&®6 a nedal se pro ni tudiZz pouzit vySe
uvedeny vztah s Poissonovym rétmhim. Aby bylo moZzné mnoZstvi mézizcovych nlistka
vypXitat s vyuZzitim vySe zmémého vztahu, muselo by se velmi snit coZz by ndlo
za nasledek i velmi nizké koncentrace komplexu B&E3%3 Proto byl zvolenifstup jiny. Byly
ponechany hodnoty, rjako v gedchozim experimentu, pouze byl pouZit podstdtratsi
fragment DNA (212 bp).

Linearni plazmid pUC19 o délce 2868 bp bypénh restriknim enzymeniNdel, za vzniku
kratSiho fragmentu o délce 212 bp (viz. restrikmista plazmidu pUC19, Obr. 12). Podébn
jako v predchozim experimentu nasledovalo radioaktivni né&amiaa modifikace komplexy.

Vysledny autoradiogram je zndzémna obrazku 24
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Obr. 24: Vznik meZetzcovych niistka v zavislosti na stupni modifikace fragmentu o kediti
212. g pro cisplatinu: 0,003 (1.); 0,005 (ll.); 0,01 ()Ir, pro BBR3535: 0,0003 (1V.); 0,0004
(V.); 0,0005 (VL1.); 0,0006 (VI1.); 0,0007 (VIII.)9,0008 (IX.); 0,001 (X.).

Procentualni zastoupeni nfegizcovych nfistki bylo jako v pedchozim fpack

vypacitano podle rovnice 1. Vysledné hodnoty jsou shymuiabulce 2.

Tab. 2: Tvorba megettzcovych niistka in vitro komplexu BBR3535 na kratSim fragmentu (212
bp) plazmidu pUC19. IEC/Pt - mnoZstvi mesizcovych niistki tvorenych komplexem
BBR3535 pipadajici na adukt, vyjd&dno v procentech.
| BBR3535

|[EC/Pt [%] | 55,3+5,8

Kazdy experiment byl opakovan nejradiikrat a ziskané hodnoty byly Zpnérovany.
Z autoradiograf (Obr. 22, Obr. 23) byly denzitometricky stanovemtenzity prouzk
odpovidajicich IEC frakci pro jednotlivé komplex§yla vynesena zavislost této IEC frakce

(v %) na stupni modifikace {rplazmidové DNA jednotlivymi komplexy (Obr. 25).
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Obr. 25: Zavislost frakce IEC [%)] na stupni modifde (r) DNA.

5.2 Studium mezfetézcovych mistki na genomové DNA z nadorovych linii A2780 —

zavedeni metody Southernovy hybridizace

Ke studiu vzniku meigtzcovych niistkl tvarenych komplexy platiny na genomové DNA
byla vybrdna metoda Southernoviéemosu s naslednou hybridizaci &e@é proby ke genu
DHFR. Tato metoda nebyla na d@tihi, kde jsem diplomovou praci vypracovavala, daub
pouzivana. Proto jednim z mych prvotnichi ciiplomové prace bylo metodu Southernova blotu
zavest a optimalizovat podminky p&pro studium meztetézcovych niistki. Jiz v metodické
¢éasti této prace jsou popsany jednotlivé kroky, kimetoda zahrnujefiprava genomové DNA,
jeji ptenos na membranu a nasledna detekce vzniklysikin Kazdy z ¢échto kroki vyZadoval

¢aso¥ nara:nou optimalizaci podminek.

5.2.1 Srovnani pouZzitych metod izolace gDNA

V dnesSni daob existuje jiz velky poet postuf a technik umodujici izolaci DNA
z burgéénych kultur. Spolenym rysem &chto technik je poruSeni b&mé membrany, lyze
burgk, zbaveni se bwinych proteifi, deproteinace, odstrém RNA a zbylého buftného
odpadu. Cilem je ziskat co wtjtSi DNA, bez nezadouci kontaminace. DalSibheZitym
faktorem €chto technik je vyZnost DNA. ProtoZe je &Sinou vyizolovand DNA dale
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analyzovana, je vhodné ziskat jeji dostaéemnoZstvi. Oba vyjmenované faktory jsou velmi
dulezité pra¢ pro metodu Southernovargmosu, proto bylo v naSem zajmu vyzkouSet vice
metod izolace DNA a nasledélnybrat pro naSedely tu nejvhodgyjsi.

Byla porovnavana tzv. “krok po kroku“ metoddetoda 1) se dima metodami
vyuzivajicimi kometn¢ dostupné kity (Metoda 2 — QIAGEN izala kit na kolonkach, Metoda
3 — DNAZzol) (viz kapitola 4.5.2.2). Na obrazku 2y ukazany vzorky gDNAfpravené
jednotlivymi metodami. Jejich naneseni na agarézoey bylo kontrolou, zda nedoSlo
pii izolaci k jejich mechanické&i chemické degradaci na kratSi fragmenty. Z obra2&uje

patrné, Ze se tak nestalo a vSecltngnetody poskytly nepoSkozenou vysokomolarni gDNA.

Marker

Metoda 1
Metoda 2
Metoda 3

l
I

- ™

+ 94Kb
6,6 kb

Obr. 26: Srovnaniiraznych izol&nich metod gDNA — 0,8% agardzovy gel s ethidium
bromidem. Metodal — ,Krok po kroku“, Metoda 2 — &tAGEN, Metoda 3 — DNAzol.

Jak je zmigno vySe, dlezitym parametrem jeistota gDNA. Tzn. zda pouZité izélai
techniky umoZznily dostat@é odstragni nezadoucich kontamind@ntjako jsou proteinyci
RNA. Zmgtenim UV/VIS spekter DNA (rozpusté ve vod) byly od&teny hodnoty absorbanci
(A) pii 260 a 280 nm a vypdtany pongry Assonrd Azgonm(Tab. 3).

Tab. 3: Porovnaniistoty gDNA ziskané zéitriznych metod.

Metoda 1- Metoda 2 — kit Metoda 3 -
.Krok po kroku* QIAGEN DNAZzol
Aseonmd A280nm 1,61 1,81 1,64

Optimalni rozhrani po#ru absorbanci je 1,8 — 2. Hodnota nizSi nez 1,8dcv
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pro kontaminaci proteiny a vy3Si nez 2 poukazujeiftamnost RNA. Z tabulky je tedy patrné,
Ze nejvyhodwyjSi pro dalSi experimenty je Metoda 2 vyuZivajitidAGEN.

Z nandtenych UV/VIS absorfnich spekter byla stanovena koncentrace vyizologiidA
a po gepaitu naredni mohlo byt stanoveno celkové mnoZstvi vyizolovgbNA. Timto se
dostavame ke druhémuildZitému faktoru izolénich technik DNA - vy¢Znosti. Jde o hodnotu
dosti proménnou, a to i v ramci jedné izakai techniky. Nafpiklad pro izolaci gDNA
z kontrolnich, komplexem neovlignych burk, byla pamérna vygznost (z 3 1¢° nasazenych
burgk): Metodou 1: 70 pg gDNA, Metodou 2: 60 pg gDNAveetodou 3: 100 pg gDNA.
Pro buiky modifikované jednotlivymi komplexy platiny aleatb vytZnost klesa a to se
stoupajicim stupfm modifikace busk.

Poslednim parametrenti prybéru izolani techniky bylac¢asova narénost a obtiZznost

provedeni. V tomto badse nejvice projevuje vyhoda pouzivani koinérh kiti.

Tab. 4: Porovnani vysled@lkzolace gDNA pomocitt raiznych metod.

Metoda 1 — ,Krok po Metoda 2 — kit
Metoda 3 - DNAZzol
kroku* QIAGEN
Priblizna délka _
) 2 dny 3 -4 hod 30 — 40 min
experimentu
Pramerny vytéZzek
gDNA z kontrolnich
70 60 100
burek (ug DNA/
310° burek)
Kvalita adistota
+++ +4+++ ++
vytéZku

Porovnani vysledk ptipravy gDNA jednotlivymi metodami je v tabulce #ro dalsi
experimenty byla vybrana Metoda 2.

5.2.2 Stpeni gDNA restrikénim enzymem Hindlll a elektroforetickd separace jejich

fragmentii v agar6zovém gelu

DalSim z dlezitych kroki ptipravy gDNA pro Southernovu hybridizaci bylo jeg3gpeni
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na kratsi fragmenty. V naSentipad byl pouZit restrikni enzymHindlll. Po S&peni gDNA
enzymemHindlll byla ziskana s#s rizr¢ dlouhych fragmerit DNA, véetrg 22 kb dlouhého

fragmentu obsahujiciho sekvenci DHFR genu, ktehjpbgléze detekovan.

Optimalizace podminek&ieni gDNA restriknim enzymentindlll

Nejprve bylo pdtba zjistit, jakycas je dostéujici pro nadtpeni vesSkeré gDNA a kolik
jednotek enzymu (U) najdg gDNA je poteba do sisi dat, protoze udavané podminkgpsni
byly odlisné v fiznych publikacich [163, 165, 166]. Bylo namichamet&tpnych snisi, které
obsahovaly gDNANeb2pufr, restrikni enzymHindlll a vodu. D¥ z nich byly S¢peny 2 h,
dw¢ 6 h a posledni @v16 h g 37 °C. Kazda z paru obsahovatanmy paet jednotek enzymu
(2 U a5 U naifg DNA).

Z tohoto experimentu bylo zj&to, Ze zvolené krat&asy (2 h a 6 h) jsou pro n&3eni
gDNA zcela dostéujici.

Vysledek &peni gDNA restriknim enzymem nebyl vyrazrovlivnén mnozstvim jednotek
enzymu vstupujicich do reakce. Jedinym Uskalinu jeigkozita roztoku gDNA. Jdgdba si dat
pozor, aby po fidani S&piciho enzymu aifslusného pufru byl roztokigledrg promichan.

Vzniklé DNA fragmenty bylo pé¢ba ped nanesenim na 0,6% agar6zovy gel zdenaturovat,
piidanim NaOH (0,05 M) a séasnym zatatim vzorki. Bylo zji&%'ovano, zda teplota oviiwje
denaturaci vzork Vzorky byly denaturovanyip4 °C, 20 °C a 37 °C. Experiment ukazal (Obr.
27), Ze nemodifikovand gDNA byla denaturovanati pizSi teplot a Ze vysSi teplota
neovliviiuje kvalitu gDNA. Na zaklatitoho byla pro denaturaci modifikované DNA zvolena
teplota 37°C.
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4°C
20°C
37°C

23,1 kb

Obr. 27: Alkalicka denaturace gDNAspenéHindlIIl pri raznych teplotach — elektroforeticka

separace ha agar6zovém gelu.

5.2.3 Srovnani kapilarniho a vakuového fenosu gDNA na nylonovou membranu

Metoda kapilarniho ipnosu DNA z gelu na membranu jévpdni postup dosudasto
pouZzivany, pedevsim proto, Ze nevyZaduje Zadna specialni draiigeni. Sotasti potebné
pro sestaveni aparatury ke Kkapilarnimu transferet tmlézt mezi &né pouzivanym
laboratornim vybavenim.

Jedna takova aparatura byla postavena i n@im. (L4, Obr. 15) a vyzkouSena prieipos
pripravené nagpené gDNA z agar6zového gelu na nylonovou membréiiinnost, s jakou
pienos fragmerit DNA probshl, byla owiena jednoduSe obarvenim gelu péensu,
tzv. oblotovaného gelu. Jak je wtdna obrazku 28, ipnos kapilarnimi silami jeénny jen

pro malé fragmenty DNA (cca do 10 kb). DelSi fragtyeuz Zistavaji zachyceny v gelu.
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Obr. 28: Agar6zovy gelipd a po kapilarnimipnosu gDNA na nylonovou membréanu.

Pro naSedely, kdy bylo poteba detekovat fragment o délce 22 kb, se jevi &apitransfer
jako nevyhovuijici, a proto byla vyzkouSena dalSZnéotechnika fenosu DNA na membranu, a
to pomoci vakua.

Vakuovy penos jiz vyZzaduje natogjSi aparaturu, detrg vakuové pumpy a regulatoru
vakua. Vysledkem, kterého bylo diky tomuttistroji docileno, byl efektivni ignos vSech
fragmentt DNA z gelu na membranu. Pro nasdefité fragmenty o délceétdi nez cca 20 kb
byly také kvantitativa transferovany, jak je ukdzano na obrazku 29. Metesl tedy ukazala

jako vhodna pro naseély studia.

S
2 gDNA
S
(© A
= E PO ol
A ———— [ 4 s 5
' i
2B1kb w8 {
RS Pfenos 1,5 h
— > | |
9,4kb o
o e
‘f

6,6 kb

Obr. 29: 0,8% agardzovy gelga a po vakuovémienosu gDNA na nylonovou membranu.
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Srovnani vysledk pro jednotlivé parametry pro kapilarni a vakuouvenos je shrnuto

v tabulce 5.

Tab. 5: Porovnani kapilarniho a vakuovélienmsu gDNA na nylonovou membranu.

Kapilarni grenos Vakuovy fenos
} < 5kb +++ +++
Ucinnost fenosu
5kb - 10 kb + ++
DNA fragment
> 10 kb +/- ++
Priblizna délka penosu 24 h 15-2h

5.2.4 Fiprava hybridizaéni proby

Pro Usgdné zavedeni metody ke studiu nezcovych niistkii na gDNA bylo teba také
ziskat vhodnou probu, komplementarni k vybranémudeHFR. Podle #véjSich praci [165,
166] byl pouzit 1,8 kb dlouhy fragment exonu 1 géhu DHFR lidské genomové DNA.
Citovani autdéi ziskali tuto prébu vygpenim z rekombinantniho plazmidu pBH31R.8, kterly by
amplifikovan v transfektovanych bkéach E.Coli. My jsme tento plazmid k dispozici nén
proto jsme se rozhodli pro nasyntetizovani a amkplii proby metodou PCR postupem
uvedenym v kapitole 4.5.2.7.

Po probhnuti cykhh byl produkt PCR reakce nanesen na gel a zkonthol@o do velikosti
(bp) a specificity (Obr. 30).
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%
Obr. 30: Elektroforéza v 0,8% agar6ézovém gelu R P@dukty (Werveném ramiku).

ProtoZze naamplifikovany 1,8 kb dlouhy fragmbyit vyraken za @&elem hybridizéni proby,
bylo treba jej @istit od nezreagovanych komponentitpmnych v reakni snési. 1,8 kb
fragment byl z gelu Myznut a pecistén postupem popsanym v kapitole 4.5.2.7 — purifikace
préby (Obr. 31).

DNA proba

- gy

A

Obr. 31: Kontrola nasyntetizované iagSténé DNA prdoby na 0,8% agarézovém gelu.

Hybridiza&ni proba byla radioaktivn nazn&ena {?P) s pouzitim komeniho kitu
(STRATAGENE) (postup viz. kap. 4.5.2.7 — radioakfizna&eni proby) tak, aby byla ziskana

préba s vysokou specifickou aktivitou. P¢&specificka aktivita proby jeddezitym parametrem
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pro usgsnou hybridizaci a citlivou detekci cilového UsdRMA zakotveného na membr&n

ve velmi malém mnoZstvi. Na obrazku 32yratého z [176] je uveden vysledek testu na vztah
mezi specifickou aktivitou proby a citlivosti detek

ng templatu/DECAprime Il reakce

Inﬁ;j {':‘ 4 & \@
59 0 -
® 0 o
® 0 o

=
3 s . ® » »
5
‘O 0615 . F ]
g
|
00154

ool

Obr. 32: Efekt specifické aktivity proby na detekecantniho mnozstvi cilové DNA. V tomto
experimentu bylo nazdano v DECAprime |l reakci Sesiznych mnoZstvi templatové DNA a
hybridizovano k individualnim nylonovym membranabsahujicim koncentéai fadu cilové
DNA. Je vidit, Ze proba vyrobena z mensiho mnozstvi templgf5b(8g) byla schopnéa
detekovat cilovou DNAip 1/4 - 1/8 hladiny nez préba vyrobena&siho mnozstvi templatu

(100 ng). Pevzato a upraveno z [176].

J o 1

Z celkovych 10 pg DNA, které na agarézovy mgehdSime, se mnozstvi detekovaného 22 kb
fragmentu pohybuje v rozmezi pouhych jednotek esitelle ng. Proto bylo naSim cilem ziskat
probu s vysokou specifickou aktivitou. Na zakiadg/slediki uvedenych na obrazku 32 bylo
snizeno pvodni mnoZstvi proby 1,8 kb vstupujici do &mai z 25 ng templatové DNA,
doporienych firmou STRATAGENE ve zg&im kitu, na 12,5 ng. Takto zvySena specificka
aktivita préby zvysila i citlivost detekce hybridizi na membran

Takto jiz final@ pripravena préba byla hybridizovana s 22kb dlouhyaginentem gDNA
imobilizovanym na nylonové membr&a autoradiograficky detekovana.

Na obrazku 33 je znazéno casové rozvrzeni zavedené metodiky Southerndeaqgsu pro
detekci mezietzcovych niistki na DNA.
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CASOVE ROZVRZENI EXPERIMENTU

(ve DNECH)
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Obr. 33: Harmonogram navrzeného postupu.
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5.2.5 Stanoveni mnoZstvi metézcovych mistka platinovych komplexii na gDNAIn vivo

Z burk lidské nadorové linie A2780 poagobeni jednotlivymi komplexy platiny
(cisplatinou a dinuklearnim komplexem BBR3571) pobw 7 hodin byla vyizolovana
genomova DNA s vyuzitim Metody 2 popsané v kap.242 Tato gDNA byla dale na&gena
enzymemHindlll a imobilizovana na membranu (postup viz kap. 458). Poté byly
detekovany 22 kb fragmenty DNA s vyuZzitifigravené radioaktivkh znaené préby. Ziskany
autoradiogram je ukdzan na obradzku 34, kde pozomijgednak jedn@tzcové (ss,
nezkroslinkované) fragmenty DNA a také se objefriékce IEC odpovidajicfettzcaim DNA
spojenym mezettzcovym niistkem jednotlivych komplaxplatiny.

rb pro rb pro
cisplatinu BBR3571

.ﬁ .ﬁ
LI L V. V. VL

Kontrola
- Marker

ssDNA mi&-w o mw%
Obr. 34: Autoradiogram Southern blotu po vakuovéenpsu gDNA modifikované komplexem
BBR3571 a cisplatinou v likach. Hodnotyy byly zjiS€ny zmetenim jednotlivych vzork na

ICP-MS. g pro cisplatinu: 0,00006 (1.); 0,00028 (lI.); NDetanoveno pro nedostatek vzorku
na analyzu na ICP, 1ll.), pro BBR3571: 0,00005 (IV.); 0,000086 (V.); ND (V1.

Po denzitometrickém vyhodnoceni bylo procdnfudastoupeni meigttzcovych nfistki
komplexi BBR3571 a cisplatiny vyadtano podle rovnice 1, kdy za ¢ bazi fragmentiN
nyni dosazujeme 222000. Velikost detekovaného fragmentu DHFR gerfigpeného z gDNA

enzymenHindlll je totiz 22 kb.
Vysledekin vivo modifikace gDNA a tvorba meaatzcovych niistkii komplexi platiny jsou

uvedeny v tabulce 6.
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Tab. 6: Tvorba meg&zcovych niistki komplexu BBR3571 a cisplatiny na gDNA
modifikované v biikkach. IEC/Pt - mnoZstvi méeigzcovych niistki tvorenych danym

komplexem pipadajici na adukt, vyj&dno v procentech.

Stupdi modifikace IEC/Pt [%]
Cisplatina 0,00006 4.2
0,00026 11,4
0,00028 5,3

Primer 6,9+31
BBR3571 0,000086 2,6
0,00005 1,2

Primer 19+0,7

ProtoZe procentualni zastoupeni rrekzzcovych niistki komplexu BBR3571 na gDNA
modifikované v biikach byl gekvapiv¥ nizky oproti vyslediam ziskanym in vitro
na plazmidové DNA (Tab. 1), byl stejny experimerayeden i na gDNA modifikovani@ vitro.
Nasim cilem bylo zjistit, zda opravdu v fkéch vznikd takto nizké procento IEC
pro dinuklearni komplex BBR357%j miZe byt divodem pozorovaného rozdilného chovani
pouZzitd metoda Southernovy hybridizace.

Genomova DNA vyizolovana z kontrolnich (komgle neovlivienych) burk byla
modifikovana az poslézm vitro. Procedura separace DNA fragmemia agar6zovém gelu,
jejich prenos na membranu a néasledna detekce, byla provestejm jako v gredchozim
experimentu. Ziskany autoradiogram pro gDNA modW¥énou dinukledrnim komplexem

BBR3571 je uk&zan na obrazku 35.

s . )
© rb pro cisplatinu  rb pro BBR3571 S:’
E=] ///—l //_,_,I x
5 5
- X oom v v. w =
SSDNA ke i csies a5,

Wse 10 kb
+ v

Obr. 35: Autoradiogram vysledku hybridizace na mganb gDNA modifikovana cisplatinou a
komplexem BBR3571n vitro. r, pro cisplatinu: 0,00003 (1.); 0,0003 (ll.); 0,008.). ry, pro
BBR3571: 0,00003 (IV.); 0,0003 (V.); 0,003 (VL.).
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Stejny experiment byl proveden pro gDNA mddifianou in vitro také dinuklearnim
komplexem BBR3535 (Obr. 36).

rb pro cisplatinu rb pro BBR3535

L]
© a
£ é -ﬁ =
E a
- £ L L WM V. V. VIl =2
IEC e - * e

SONA i W -

* i : - 10k
Obr. 36: Autoradiogram vysledku hybridizace na mganb gDNA modifikovana cisplatinou a

komplexem BBR353% vitro. r, pro cisplatinu: 0,00003 (1.); 0,0003 (ll.); 0,008.). ry, pro
BBR3535: 0,000003 (IV.); 0,00003 (V.); 0,0003 (VI.)

Ot bylo s vyuzitim rovnice 1 vypdtano procentudlni zastoupeni niegizcovych niistka
tvorenych komplexy cisplatina, BBR3535 a BBR3571 (N =22000). Hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 7.

Tab. 7: Tvorba me#etezcovych niistki komplexi BBR3571, BBR3535 a cisplatiny na gDNA
modifikovanéin vitro. IEC/Pt - mnoZstvi me@tzcovych niistki tvorenych danym

komplexem pipadajici na adukt, vyj&dno v procentech.

Primérna frakce IEC [%0]

Cisplatina 51
BBR3571 4
BBR3535 8+3

Vysledek ukazal, Ze ifipmodifikaci gDNAin vitro poskytuje metoda Southern blotu nizsi

hodnoty mezetzcovych niistki nez metoda alkalické elektroforézy pro plazmid A49C
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6. DISKUZE

Slogeniny platiny pedstavuji samostatnou skupinu chemoterapeutikg lderv sokasné
dobs diky jejich protinadorovym a protivirovymeinkam Siroce pouZzivaji v klinické mediain
Jako prvni byla podrobena klinickému testovani njgaherna cisplatina, u které se ale objevilo
nékolik nevyhod (Gzké spektrum nadorvznik rezistence). V zavislosti na tom vznikla
mySlenka, Ze vicejaderné komplexy s bohatSim vgzelmodem by mohly jsobit na ¥tSi
spektrum naddr s tim, Ze by si nddoroveé tiky vici nim tak snadno nevytvély rezistenci.
Predpokladem je také vySSi odolnogtiopravnym mechanizéim nadorové biky.

Cilem této diplomové prace bylo ziskat co f@gvpoznatk o mechanizmu, kterym tyto
latky pasobi na molekularni arovni (tzn. na DNA). Byly snéwvany dvoujaderné komplexy
(BBR3535 a BBR3571) s jiz prozkoumanym monojaderk@mplexem, cisplatinou.

Nejprve byla pozorovana tvorba ntegizcovych niistki téchto komplex v bezbugéném
prostedi na plazmidu pUC19 metodou alkalické dengniralektroforézy a ziskané vysledky

byly porovnavany s jiz publikovanymi hodnotami [§5hb. 8).

Tab. 8: Srovnani nami ziskanych hodnot IEC/Pt piialikovanymi hodnotami [55]. IEC/Pt -
mnoZzstvi mezetzcovych niistki tvorenych danym komplexentipadajici na adukt,

vyjadreno v procentech

Cisplatina BBR3535 BBR3571
Hodnoty z vyzkumu
yeuw 6 % 57 % 40 %
T. McGregor [55]
Ziskané hodnoty prq
, 6,2 % 55,3 % 38,2 %
plazmid

Publikované hodnoty IEC/Pt z vyzkumu T. McQGreg2001) na plazmidu byly nami
potvrzeny. Dvojjaderné komplexy tkiozhruba sedmkrat resp. dekrat (pro BBR3571,
resp. BBR3535) vysSi procento niekizcovych niistki na plazmidové DNAN vitro nez
cisplatina.

Na zéklad téchto vysledk byla jiz dive [55] navrzena hypotéza, Ze vyrézmySSi
protinddorova &nnost studovanych dinuklearnich komplexsouvisi s jejich zvySenou
schopnosti tviit mezirettzcoveé niistky. Meztettzcoveé niistky predstavuji zavazné poskozeni
DNA, protoZze dochazi ke kovalentnimu spojeni kommgetarnichiettzci DNA, které

nemohou byt od sebe oddny pi procesu transkripce nebo replikace, coz ma zasadn
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biologické disledky. Kroné toho bylo ukdzano [141], Ze na rozdil od vrigtdzcovych
mustkii, meziettzcové niistky polynuklearnich kompléxjsou jen velmi obtiz# pokud vibec,
odstraiovany z DNA opravnymi procesy. Navrzena hypotézakveychazi jen z vysledk
experimeni na izolované DNA, proto je p@ba pro posouzeni skdtetho vyznamu
meziettzcovych niistki pro biologické jsobeni dinukledrnich kompléxstanovit jejich
zastoupeni v hikach.

Ve srovnéni s experimenty vitro, kdy jsou ve studovanych regich sngsich gitomny
pouze komplex platiny a DNA ve vhodném ptedi, je situace v butiném prostedi {n vivo)
samotnymi komplexy platiny, a také proteiny schopr#poznavat a vazat se na DNA v rist
modifikace. Navic samotnd DNA v j&d burgk, cilové misto komplex platiny, se nachazi
v kondenzované foré ve forn€ chromozém, coZz ovliviiuje pistupnost komplex platiny
k jejich vazebnému mistu na N7 dusiku purinovychibgeSechny tyto vyjmenované faktory
ovliviiuji schopnost a také #gpob, jakym se komplexy platiny na jadernou DNA vaA tim
souvisejici protinadorovou cinnost €chto metalofarmak. Studium modifikaci DNA
v burééném prodtedi se proto ukazuje byt velmiildzitym pistupem pro ziskani poznétk
0 mechanizmu, kterym dané latk§gobi.

Ke studiu vzniku mettzcovych niistki cisplatiny a jinych chemickych latek v bigimém
prostedi byla jiZ v minulosti vyuZita metoda Southerndwpbridizace [163, 165, 166, 167],
avSak nikdy nebyla aplikovana pro studium rmetrcovych nistki vicejadernych komplex
platiny. Nedilnou satésti této prace tedy bylo nejen metodu Southerimybyidizace zavést,
ale také optimalizovat podminky jednotlivychdiith kroki metodiky tak, aby ji bylo mozné
pouzit pro studium me&tzcovych niistki dinuklearnich komplex platiny vznikajicich na
genomové DNA.

Metoda Southernovy hybridizace zahrnuje mnédmo\ naranych kroki véetrg piipravy
gDNA (rast burgk, izolace, purifikace, &peni), elektroforetické separace fragniegDNA
na agar6zovém gelu,ignos fragmerit na membranu a kot samotnou hybridizaci
radioaktivré znaené proby k fragmetin gDNA na membr&h Konené nami navrZzen&asove
rozvrzeni celé metodiky je uvedeno na obrazku 83 §8). Nez v3ak byl tento harmonogram
vytvoren, bylo teba jednotlivé kroky v postupu optimalizovat préaately.

Jak je znamo, Southernova hybridizace vyZzadejlké mnoZstvi vstupniho materialu, tedy
DNA, neba je ji detekovan pouze &ity fragment DNA zaujimajici z celé molekuly DNA
pouze minoritnicast. Pro studium md&itézcovych niistki je tento parametr o toabbZitejsi,
neba’ detekovany fragment jefipseparaci vnitrtettzcovych a meZetzcovych nfistki

rozcklen do dvou frakci, IAC a IEC¢imZ se snizuje detéhki limit jednotlivych frakci.
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Vezmeme-li navic v Gvahu ztraty, ke kterym dochgidi ptipraw gDNA, hraje vy&Znost
pouZité izoléni techniky jednu z ktovych roli. DalSim nemeén dileZitym parametrem
pii ptipraw gDNA pro Southernovu hybridizaci je jejistota a kvalita. Ja¢ba zvolit izol&ni
postup, ktery co nejménpoSkozuje vysokomolekularni gDNA. tAuZz chemickym ¢i
mechanickym poSkozenim mohou totiz na gDNA vznit@dpecifické zlomy, které jsou velmi
nezadouci f detekci DNA fragmerit urcité délky, natemz je metoda Southernovy hybridizace
zaloZena. Z uvedenychingodi byly testovanyii rizné postupy izolace gDNA z béln(Metoda

1 — ,Krok po kroku“, Metoda 2 — kit QIAGEN, Metoda— DNAzol) a vzajem# porovnavany

s cilem vybrat tu nejoptim&ijsi z hlediska vyZnosti, kvality acistoty DNA. V tabulce 4
(str. 62) jsou jednotlivé parametry pro vSechfiyteéstované izokni techniky shrnuty. Co se
ty¢e ¢asové nareénosti a vy&Zzku, nejlépe se jevila izolace DNAzolem, ale kwali ¢istota
vyizolované gDNA byla nedostajici. gDNA nejvyssi kvality, bez kontaminace RN#A
proteiny, byla ziskana izolaci na kolonkadch kotnén kitem QIAGEN. | kdyZ z hodnot
uvedenych vtabulce (Tab. 4) seifa metoda vyuzZivajici kit QIAGEN zdat nevhodnou
Z davodu nizké vyiZznosti a nabizi se nam tu zvolit spiSe kompromizi mgéznosti a kvalitou

- Metodu 1 “krok po kroku“, byla pro dalSi experimezvolena pré¥ izolace kitem QIAGEN.

K vybéru prispéla mnohem nizsé€asova narénost a obtiZznost provedeni izolace v porovnani
s metodou “krok po kroku“.

Je fteba si také wdomit, Ze vtabulce 4 jsou uvedenyampgrné vygzky, kterych lze
jednotlivymi metodami docilit b izolaci genomové DNA z kontrolnich “netreatovahyc
burgk. Situace je jinaipizolaci gDNA z burk po jejich ovlivreni komplexy. Z &chto burk je
Koncentrace kompleéxplatiny, ktera je pro modifikaci bék v praci pouzita (30, 60 a 120 pM)
je natolik vysoka, Ze velké mnoZstvi Bknvelmi rychle umird. Spufti proceé vedoucich
k burgéné smrti ma také za nasledek degradaci gDNA vedaueiratam v procesu jeji izolace
béZznymi izola&nimi postupy, fizpisobenymi spiSe pro vysokomolekularni DNA. Taktookés
koncentrace komplexu byly zvoleny podle vzotivgSich praci [163, 165, 166, 167] a jsou
ziejmé nezbytné pro moznost pozorovani vzniku rrefzcovych niistk na gDNA.

Priprava gDNA pro Southernovu hybridizaci zahrnoved&é jeji na&tpeni restriknim
enzymemHindIll pro ziskani 22 kb dlouhého fragmentu sekvence DHERu, ktery byl
posléze detekovdn komplementarni probou. Pro opdath podminek &peni byly
vyzkouSenyil riznécasy S¢épeni (2 h, 6 h a 16 h)}iprizném mnoZstvi enzymu vstupujiciho
do reakce (2 U a5 U na 1l ug DNA). Bylo zji#t, Ze zvolené krat$asy jsou pro nadpeni
gDNA zcela dostéujici. Pro pipravu gDNA jsme tedy zvolili dobu &ieni 2 h i mnoZstvi
enzymu 5U na 1 ug DNA.
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Experiment tykajici se alkalické denaturace viiguked nanesenim na gel byl pro¢adoro
razné teploty (4 °C, 20 °C a 37 °C). Z obrazku g@br( 27) alkalicky denaturovanych vzérk
gDNA za fizné teploty je patrné, Ze anti mejvyssi teplat 37 °C nedochazi k vyraznému
zkracenitettzci DNA a proto byla tato teplota fazena do testované metody Southernovy
hybridizace.

DalSim dilezitym krokem, pi kterém niiZze snadno dojit ke ztgatcilového fragmentu
gDNA, je jeho penos z gelu na membranu. Proces, dikpu¥ je grenos uskui@nén, se nazyva
blotovani a mze byt proveden s vyuZitim roafiych technik. Zejm¢ negastji vyuzivanym
pienosem je fenos kapilarni. My jsme & mozZnost tento typ i@nosu porovnat s vakuovym
pienosem (Tab. 5, str. 66). | kdyZ je kapilariémos v mnohych laboraioh ugednosiiovan
pro svoji [Fistrojovou nenarnost a aparatura na kapilarni transfeiizen byt jednoduse
sestavena z&iné pouzivaného laboratorniho vybaveni (Obr. 15,44), tento typ penosu se
neukazal byt vhodnym prorgnos fragmerit delSich nez 10 kb. Pomoci vakuovéhenmsu
bylo jiz po 2 hodinach docileno rovnémého penosu fragmeiitDNA i o delkach ¥tSich nez
10 kb. JelikoZz naSim cilovym fragmentem DNA je fret o délce 22 kb, byla volba
vakuového blotovani pragnos fragmeritgDNA na membranu pro na3éely jednoznéna.

DNA imobilizovana na membrénje ipravena pro hybridizaci s radioaktirznatenou
prébou [161]. Prébou k detekovanému 22 kb fragmgetw DHFR byl 1,8 kb dlouhy fragment
obsahujici exon 1 a 2 genu DHFR. Tato hybriglitgpréba byla vyrobena metodou PCR, a
protoZe jde o relativhdlouhy fragment DNA, bylo pro ugpnou amplifikaci tohoto fragmentu
tteba optimalizovat podminky PCR programu aepayki.

Zjistili jsme, Ze jelikoz mnoZstvi detekovaného B2 fragmentu gDNA imobilizovaného
na membra& se pohybuje v jednotkaah desitkach ng, je pro jeho tsmou detekci poeba
proby s vysokou specifickou aktivitou. Radioaktivahaeni 1,8 kb naamplifikovaného
fragmentu postupem dop@enym v ramci zn&ciho kitu STRATAGENE nam umoznilo ziskat
probu s vysokou specifickou aktivitou, ne vSak aagdstaujici pro detekci IEC na membré&n
Proto na zéklat obrazku 32 (str. 68), kde atitcsledovali vliv specifické aktivity proby
na detekci hradniho mnoZstvi cilové DNA, jsme se rozhodli pro eniZzmnozstvi templatové
DNA vstupuijici do znéci reakce z fvodnich 25 ng na 10 ng. Z obrazku 32 totiz vyplyZe,
mnozstvi DNA teplatu vstupujiciho do zifiei reakce je ngfmo ungrné specifické aktivit
nazn&ené préby. B pouziti dopordovaného mnozZstvi teplatové DNA je sice idAgk vysoky,
ale s nizsi specifickou aktivitou. TudiZ bylo fedia zvolit kompromis mezi wWikem préby a
jeji specifickou aktivitou.

Zavedena metoda Southernovy hybridizace s taktoimappzovanymi podminkami

jednotlivych kroki byla pouZzita pro sledovani tvorby mietézcovych niistki dinuklearniho

-76-



komplexu BBR3571 na gDNA v b#&tném prostedi (n vivg. Davodem, prdé stejny
experiment nebyl proveden také pro druhy z dinukied komplex platiny, pro BBR3535,
bylo jeho nedostayjici mnoZstvi, které jsme & kdispozici. Jak zmiuji vySe,
pro Southernovu hybridizaci jefeba velké mnoZstvi vstupniho materialu, tzn. gDNA
vyizolované z nadorovych linii. Abychom ziskali tetsiné mnoZzstvi gDNA jeréba kultivovat
velké mnoZstvi busk, nejlépe naiech Petrino miskach (v mnoZstvi 3 x 3¢ burtk v 10 ml),

a burgcné suspenze poté&qu izolaci gDNA spojit do jedné. Komplex je satf@z tieba
ptidat do vSech Petriho misekgisnz souvisi i jeho velkd spaba (cca 1 — 3 mg komplexu
na jeden experiment). Komplexy BBR3535 i BBR357dujsiova analoga kompléxplatiny,
kterd nejsou komeén¢ dostupna. Vramci spoluprace jsou nam zasilanyaequist
prof. Farrella (z Virginia Commonwealth UniverzitiRichmond, USA), kde tyto komplexy
syntetizuji, a proto i jejich mnozstvi, které mankedispozici je omezené. Zejména
pro experimentyn vivo, kde je jejich spdeba opravdu vysoka.

Nicmére o UsgsSném zavedeni metody Southernovy hybridizace pradisn
meziettzcovych nfistki na gDNA s¥d¢i vysledny autoradiogram, ktery jsme ziskali
pro gDNA modifikovanou komplexy cisplatinou a BBRA5 v buikach A2780 (Obr. 34,
str. 70). Ziskali jsme dvseparované frakce, jediettzcové DNA (ssDNA) a “zkroslinkované”
frakce, tzn. frakce, jejiZetézce spojuje meetzcovy adukt (IEC). Whodnoceni obnaselo
jednak stanoveni stuprmodifikace gDNA pro dané komplexypfra také denzitometrické
stanoveni intenzit jednotlivych proufkna autoradiogramu. MnozZstvi platiny navazané
na gDNA bylo stanoveno jejim zifenim na ICP-MS, coZ je metoda schopné detekovat
jednotlivé atomy platiny i ve velmi nizkych konceattich, cca 0,3 ng/ml.

Po vypc@tu procentuélniho zastoupeni ntekizcovych niistki na gDNA modifikované
v buns¢ném prostedi komplexem BBR3571 jsme obdrzeliekvapivy vysledek. Zatimco
pro cisplatinu se procentudlni zastoupeni pegzicovych niistki pohybuje kolem 6,9 %, coz
je ve velmi dobré shadsin vitro experimenty na plazmidové DNA, pro dinukleérni kbex
BBR3571 je toto zastoupeni IEC kolem 1,9 % (Talst6,71).cili mnohonasobé nizsi nez jak
je tomu @i modifikaci plazmidové DNAR vitro.

Nyni vyvstava otadzka, zda vitkéch opravdu vznika na gDNA takto nizké procento
meziettzcovych niistki pro dinuklearni komplex BBR357%j je daivodem rozdilu pouZzita
metoda Southernovy hybridizace.

Proto byl stejny experiment proveden i na gDNA rfikdivané komplexem BBR3571
in vitro, tzn. az po jeji izolaci z kontrolnich “netreatayah” burek. AvSak vysledek byl
obdobny. Tudiz jsme wyla@ili vliv bunécného prosedi na vznik studované modifikace gDNA.

Ziskané procentudlni zastoupeni nezcovych nfistka tvorenych na gDNA komplexem
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BBR3571 v bezbuftném prostedi se pohybovalo kolem hodnoty 4 %. Stejny expemim
modifikace gDNAin vitro byl proveden také pro druhy studovany dinukledtamplex
BBR3535 s podobnym vysledkem (%lE&ss35~ 8 %).

Wswétleni jsme tedy hledali v pouZzité metodice Soutbeyrhybridizace. Je mozné, Ze jsme
narazili na uskali vedouci ke sniZzené citlivodib tdetody pro detekci meeittzcovych niistki
tvorenych studovanymi polynuklearnimi komplexy.

Jelikoz metoda Southernovy hybridizace zahrnuj&évehnoZstvi nejednoduchych kigk
nelze s jistotouici, ktery z nich by mohl bytitinou sledovaného jevu. Krok, ktery se nabizi
nejvice, je hybridizéni krok, kdy se zngena préba péaruje s komplementarnim usekem
na gDNA. Pokud je ji ale vtomto spojeni b¥ao, nap. neni-li fragment DNA zcela
denaturovan vitsledku jeho vysoké modifikace komplexem platinymiige préba se svym
komplementarnim Usekem zcela hybridizovat a dockdzV. nedpiné hybridizaci (Obr. 37).
Tato nelpld hybridizovana préba pak ibe byt z cilové sekvence uveha v rékterém

z promyvacich krok, coz vede ke sniZzenému detekovanému signalu.

préoba

denaturace MARannas + DIIIIE:E
DIIIIE]jj _ > hybridizace

Ml g
denaturace Ml g g e

modifikované gDMNA
% : nedplna
hybridizace

ey, T
Obr. 37: Neupln& hybridizace proby k DNA s velkyottem mezetzcovych nistka.

SamozZejm¢ nevylwujeme ani moznost, Ze na studovaném fragmentu Zzkbence genu
DHFR vznika niz8i procento méeiézcovych niistki pro dinuklearni komplexy.

Jedna se o problém dosti diskutabilni a k jeho sibjd, jak doufame, ifspeji dalSi
navrhované postupy, které jsou jiz vSak nad ramecdiplomové prace.

ReSenim by mohlo byt vyuziti kratSi hybridéza proby, ktera by i nelplné denaturaci
fragmenti gDNA (v disledku vysoké modifikace komplexy platiny) byla spha s cilovym
usekem zcela hybridizovat. Tim by nedochazelo iknjejodmyvani a k naslednému snizeni
detekovaného signalu.

Pro potvrzeni, zda je problémem nelplna hybridizag#y k cilovému Useku DNA, je
navrzen experiment ipkterém bude sledovéano, zda zvySeny stupevitro modifikace cilové
DNA (pt. plazmidu) komplexy BBR3536 BBR3571, bude mit opravdu za nasledek inhibici
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hybridizace proby k cilové DNA.

Studované dinuklearni komplexy platiny, BBR3535 BRB571, se vyzralji vysokou
protinddorovu aktivitu a to i v nadorovych liniiéghcisplatiré rezistentnich. Proto je studium
mechanismu jejich protinadorovéidnosti & uz vin vitro podminkéachi v buré¢ném prostedi
(in vivo) velmi dilezité. Novy pistup, ktery pedkladdana diplomovéa préace pro toto studium
piindsi, vyuZivajici metody Southernovy hybridizasge vyZaduje je8t dalSi metodickée
Upravy a optimalizace, jiz nyni se ale zda byt gamé dely studia gDNA mezetzcovych

mustki zcela nenahraditelnym.
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7. ZAVER

Cilem préce bylo studovat vazbu dvojjadernkainplexi (BBR3535 a BBR3571) na DNA
a tvorbu jejich mezettzcovych niistki ve srovnani zjiz probadanou cisplatinou nejprve

v bezbugéném prostedi a poté na genomové DNA.

1. Byl studovan vznik merettzcovych niistki v bezbugéném prostedi na plazmidu
pUC19 metodou alkalické denattind elektroforézy. Komplex BBR3535 tkib asi
dewtkrat vice IEC nez cisplatina a komplex BBR3571 Sesitkrat. Ziskany vysledek
byl shodny s jiZ publikovanymi hodnotami [55].

2. Pro studium meretzcovych niistki na gDNA modifikované v hikach byla zavedena
a optimalizovdna metoda Southernovy hybridizace.

3. Vtéto praci byla metoda Southernovy hybridizacazita pro detekci mei@&zcovych
muastki tvorenych cisplatinou a poprvé také aplikovana na stadinezietzcovych
mustki dinuklearnich komplek (BBR3535 a BBR3571) t¥enych @imo v buikach
nadoroveé linie A2780.

4. Metodou Southernovy hybridizace byla detekovanab&dEC komplexy BBR3535 a
BBR3571 na gDNA za podmindk vitro.

5. Uplatréni a citlivost metody Southernovy hybridizace peietci IEC pro @izné typy

now syntetizovanych metalofarmak budegnetem dalsiho studia.
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8. SEZNAM ZKRATEK

A-DNA - pravotgiva forma DNA

ATP — adenosin-5"-trifosfat

APH — prehybridiz&ni roztok

B-DNA — pravota@iva forma DNA

BOC - tertbutoxykarbonyl

bp — pary bazi (base pair)

dATP — deoxyadenosintrifosfat

dCTP — deoxycytidintrifosfat

dGTP - deoxyguanosintrifosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleicci

dpzm ligand — dipyrazolylmethanovy ligand

dsDNA - dvouetézcova DNA (double stranded)

dTTP - deoxythymidintrifosfat

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenedisatétraacetic acid)
ERCC1 — DNA excisni opravny protein, u lidi kbdovany gdeRCC1

FDA- Sprava potravin a ¢ v U.S.A. (Food and Drug Administration)
gDNA — genomova DNA

gen DHFR - gen dihydrofolat reduktazy (dihydrofolate reciset gen)

GSH - glutathion

HelLa — nesmrtelnéd buina linie lidskych epitelialnich bk (podle Henrietty Lacksonové)
HMG proteiny — proteiny s HMG doménou (High Mobility Group)

HSQC 2D NMR - dvourozmirna nuklearni magneticka rezonance (HSQC - Heteteau
Single-Quantum Correlation)

IAC — vnitroretézcové niistky (intrastrand cross-links)

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indak vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma mass spektrometry)

IC 5o —koncentrace latky, ktera &pobi 50% inhibici

IEC - meziettzcové vazby (interstrand cross-links)

kb — kilobaze (kilo base pair)

MOPS —-3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

MRNA — mediatorova RNA (messenger RNA)

MtDNA — mitochondrialni DNA
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NER - nukleotidova excisni oprava (Nucleotide Excidrepair)

oc DNA - ds DNA se zlomem v jednotetézci (open circle)

PAA - polyakrylamid

PBS- fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PCNA — antigen proliferujicich bk (proliferating cell nuclear antigen)

PCR — polymerazovéetizova reakce (Polymerase Chain Reaction)

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RPA — replikani protein A

RPMI médium - Roswell Park Memorial Institute medium

rRNA — ribozomalni RNA (ribosomal RNA)

sc DNA - superhelikalni (supercoiled) DNA

SDS- sodium dodecyl sulfat

ss DNA- jedndetézcova (single stranded) DNA

TBP- protein vazajici se na TATA-box (TATA-binding pemn)

TFIID — transkrigni faktor

TFIIH - transkrigni faktor

tyo- polotas reakce

UV/VIS spektroskopie — ultrafialovo-viditelna spektroskopie (ultravithsible)

V(d)J rekombinace - mechanizmus genetické rekombinace u obratloktery nahod# vybira
a spojuje segmenty gerkodujicich specifické proteiny zdsadni pro fungdvémunitniho
systému

XPA — DNA opravny protein, u lidi kddovany genem XPA

XPC — DNA opravny protein, u lidi kédovany genem XP&efoderma pigmentosum,
complementation group C)

XPF — DNA opravna endonukleaza, u lidi kbdovana geB&€C4

YB-1 — protein vazajici se na Y-box (Y-box binding jeia)

Z-DNA - levota@iva forma DNA
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