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Anotace

Platinova cytostatika se pouzivaji v klinické praxi jiz vice nez 40 let. V dnesni
dobé¢ jsou jiz k dispozici platinova cytostatika druhé generace, kterd maji sice méné
vedlejSich 0c€inkl, avSak na druhé strané¢ vykazuji podobné spektrum aktivity jako
cisplatina. Cilem této prace bylo pomoci metody, ktera umoznuje sledovat inhibici
Stépeni DNA modifikované platinovymi cytostatiky restrikénimi endonukledzami, urcit
sekvenéni specificitu vazby oxaliplatiny na DNA. Pro sledovani fragmenti DNA byla
pouzita elektroforéza v nativnim agar6zovém gelu. Vysledky ukézaly, ze modifikace
DNA oxaliplatinou nejvice ovliviiuje Stépeni enzymem BamHI. Enzym EcoRI byl
ovlivnén ménég a v piipad¢ restriktazy Sspl modifikace oxaliplatinou inhibovala Stépeni
timto enzymem teprve pii nejvysSim stupni modifikace, ale i pfi vysoké urovni
modifikace byla inhibice enzymu velmi mala. Ziskané vysledky ukazaly, Ze oxaliplatina
se v DNA vaZe preferencné na zbytky guaninu, pfedev§$im v sekvenci GG, méné na
izolované G. Sekvencni preference oxaliplatiny je tedy velmi podobnd preferenci

cisplatiny.



Annotation

Platinum based drugs are being used in medicine for over than 40 years. Nowdays
the second generation of platinum based drugs is available, which exhibit less side
effects, but on the other hand they exhibit spectrum of aktivity similar to that of
cisplatin. The main goal of this work was to determine sequence specificity of DNA
binding of oxaliplatin. To achieve this goal we used the method, which allows
observing inhibition of cleavage of platinated DNA by restriction endonucleases. The
electrophoresis in native agarose gel was used to observe DNA restriction fragments.
The results have shown that modification of DNA by oxaliplatin affects cuttig by
enzyme BamHI most effectively. The cleavage by EcoRI was affected less and in the
case of restriction endonuclease Sspl the effect of modification by oxaliplatin was only
observable at the highest levels of platination. These results were interpreted to mean
that oxaliplatin binds to DNA preferentially at guanine residues, namely in the sequence
GG and less at isolated guanines, which implies that sequence preference of DNA
binding of oxaliplatin is very similar to that of of cisplatin.



Seznam zkratek

A - adenin

A(A) — absorbance (pii dané vinové délce)

ATP — adenozin trifosfat

ATPiaza — enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu ATP
C - cytozin

CIA — chloroform : isoamylalkohol

Ctrl — protein transportujici méd’

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
EtBr — ethidium bromid

G - guanin

HMG —"high mobility group™

HPLC — vysokotlaka kapalinova chromatografie
N7 — dusik v poloze 7 na purinovém zbytku

pb - par bazi

I', - udava pocet molekul cisplatiny na jednu bazi DNA
RNA — ribonukleova kyselina

T - tymin

TAE — tris-acetatovy pufr

TE — tris-EDTA pufr

U — jednotka restrikéniho enzymu

UV — ultrafialovy(4)
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1. Prehled problematiky

1.1. Platinova cytostatika
Platinova cytostatika jsou pouzivany v klinické praxi vice jak 40 let. Prvni
cytostatikum, cisplatina, mtize byt povazovano za milnik v u¢innych protinadorovych
1é¢ivech. V dne$ni dobé€ jiz médme druhou generaci platinovych cytostatik, které maji
mén¢ vedlejsich ucinkd, ale na druhou stranu vykazuji velice podobné spektrum aktivity

jako cisplatina. Prave rezistence nékterych nadori vici cisplatin€ a jejim analogiim Zene

N 24

1.1.1. Historie cisplatiny

Protinadorové ucinky cisplatiny byly objeveny pied vice nez 40 lety v laboratofi
Barnetta Rosenberga na Michiganské statni université ve Spojenych statech. Rosenberg
se zajimal o to, zda miZe mit elektrické pole vliv na dé€leni bunck. Pro prvni
experimenty s bakteriemi Escherichia coli pouzil platinové elektrody, které byly
instalovany v riistové komitrce. KdyZ bylo pole zapnuto, bakterie se jevily jako velice
dlouha vldkna a ne jako normalni kratké tyCinky. Ukazalo se, Ze za tento efekt neni
zodpovédné elektrické pole, ale produkty elektrolyzy na platinovych elektrodach.
Chemickou analyzou bylo zji§téno, Ze tyto produkty jsou dva aktivni komplexy.

Prvni komplex byl neutralni cis izomer [Pt"(NH3),Cl,] (Obr. 1), ktery byl pozdgji
pojmenovan cisplatina, a jeho &tyfmocny analog [Pt'(NHs),Cls]. Trans izomer
cisplatiny byl mnohem mén¢ aktivni. Pozdé&ji se ukazalo, ze skupina okolo Rosenberga
znovuobjevila koordina¢ni komplex platiny, ktery byl objeven a syntetizovan roku 1845
pod nazvem Peyronelv chlorid. V roce 1968, po dalSich testech na bakteriich, byla
cisplatina podana mysi s nadorem sarkom — 180 a bylo pozorovano znatelné zmenseni
nadoru. S potvrzujicimi in vivo testy provedenymi na Institutu Chestera Beattyho
v Londyné byla cisplatina zafazena americkym narodnim institutem pro 1écbu rakoviny
do klinického testovani. Prvni pacienti byli cisplatinou 1éceni v roce 1973 a americkou

Federalni komisi pro potraviny a 1é¢iva byla schvalena v roce 1978. (Kelland 2007)
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Obr. 1 — Cisplatina

1.1.2. Mechanismus ucinku

Cisplatina vstupuje do bunky jak pasivni difazi, tak aktivnim transportem. (Jung,
Lippard 2007) Aktivni transport zajistuji ATPazy typu P (ATP7B), které transportuji
méd’. Dale bylo zjiSténo, ze buiiky, kterym chybi protein Ctrl, vykazuji vyS$si rezistenci
vici cisplatiné a snizeni mnozstvi této latky v buiice. Dalsi studie dokézaly, ze Crtl,
ATP7B, ATP7A (proteiny transportujici méd’) reguluji mnozstvi cisplatiny a jejich
analogt v buiice.

Kdyz cisplatina vstoupi do bunky, ptechdzi v cytoplazmé do aktivni formy.
(Brabec, KaSparkova 2005a) Aktivaci se rozumi odstépeni molekul chloru a jejich
nahrada molekulami vody. Tento hydratovany produkt je siln¢ elektrofilni, coz ma za
nasledek, ze muize reagovat s jakymkoliv nukleofilem, v¢etné¢ dusikovych atomii na
zbytcich nukleovych kyselin. Tento komplex dvoumocné platiny se na DNA vaze ve
dvou krocich. (Brabec, KaSparkova 2005b) V prvnim kroku se komplex dvoumocné
platiny vaze koordina¢ni vazbou na atom N7 zbytku guaninu. Ve druhém kroku se
vytvori dalsi koordinacni vazba (mustek) mezi atomem platiny a sousednim zbytkem
guaninu nebo adeninu (1, 2 - GG nebo 1, 2 — AG). Tyto mustky cisplatiny inhibuji jak
syntézu RNA, tak DNA. Zejména diky sekvencni preferenci vazby cisplatiny na DNA
dochdzi k inhibici DNA a RNA polymerazy ptednostné¢ v sekvencich GG a AG.
Omezeni pouziti cisplatiny v klinické praxi je spojeno mimo jiné i s inherentni a
ziskanou rezistenci nddorovych bunék vici cisplating.

V burkach jsou adukty platiny odstranovany zejména tzv. excizni nukleotidovou
opravou. (Brabec 1989) Dale bylo dokazano, ze cisplatina mtize byt odstranéna také
rekombinacni opravou a opravou chybného parovani bazi. Je dilezité zminit, ze proces
opravy 1, 2 — pii¢nych vazeb je blokovan adici proteinti z rodiny HMG (high mobility
group). Nekolik typl téchto proteini je schopno specificky rozpoznat DNA
modifikovanou cisplatinou. Konkrétné jsou to proteiny HMGB1 a HMGB?2, které¢ se
podili na regulaci transkripce. Tyty proteiny hraji néjakou roli ve formovani komplext

DNA — protein nebo protein — protein nebo jako signalni molekuly v geneticky



regulovanych opravach. Tyto proteiny se specificky vazi na 1, 2 — GG nebo 1, 2 — AG
adukty cisplatiny. (Brabec, Kasparkova 2005b)

1.1.3. DNA cilové misto ptlisobeni

Cisplatina reaguje preferencné se zbytky guaninu. (Brabec, KaSparkova 2005b)
(obr. 2) Hlavnimi adukty jsou 1, 2 — GG pii¢na vazba a 1, 2 — AG pficna vazba. Dalsi
méng¢ Casté adukty jsou 1, 3 — GXG pficna vazba, kde za X mize byt dosazen adenin,
cytosin a tymin, dale mezifetézcova piicna vazba a monofunkéni 1éze. U vSech adukt
je cisplatina koordinovana na dusikovy atom N7 purinového zbytku. Statisticky je
procentudlni zastoupeni 1,2 — pficné vazby vySsi nez u ostatnich aduktt. Analyzou
DNA, kterd byla modifikovana cisplatinou, bylo zjisténo, Ze zastoupeni aduktu 1, 2 —
GG je priblizné 65%, 1,2 — AG 25% a 1, 3 — GXG 5 — 10%. (Jung, Lippard 2007). Dale

bylo zastoupeno malé procento mezifetézcoveé piicné vazby a monofunkéniho aduktu.
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Obr. 2 — Schéma vazby cisplatiny na DNA. Prevzato z Kelland 2007

1.1.4. Platinova cytostatika druhé generace
Od objevu cisplatiny byly syntetizovany tisice jejich analogi, které byly oznaceny
jako potencialni protinddorové 1éciva. (Brabec, KaSparkova 2005a) Modifikace
spoc¢ivaly v nahrazeni odstupujicich atomii chloru jinymi odstupujicimi ligandy a
nahrazeni neodstupujicich amonnych skupin jinym organickym neodstupujicim
ligandem, ktery zlistane na svém misté. Jen nékolik téchto novych latek spéSné prosly
klinickymi testy. Jmenovité to jsou karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina, lobaplatina a

heptaplatina.



Karboplatina (cis-diammin-cyklobutan-dikarboxylatoplatnaty komplex) (obr. 3)
je méné toxicka, nez cisplatina. (Brabec, Kasparkova 2005a) Diky tomu je mozné podat
vetsi davku karboplatiny nez cisplatiny. Nevyhodou ziistava, ze karboplatina je G¢inna
ve stejnych nddorech jako cisplatina a je také podavana nitroziln¢. Cisplatina by mohla
byt hodnocena jako lepsi analog z hlediska obecné a hematoxicity. (Brabec, Kasparkova
2005b) Presto karboplatina nahradila cisplatinu pii 1é¢bé nékolika, ale ne vSech nadort

citlivych na platinu.

Obr. 3 — Karboplatina

Oxaliplatina  (1R,2R-diamin-cyklohexan-oxalatoplatnaty komplex) (obr. 4)
obdrZela povoleni pro pouziti v Asii, Evrop¢, a Americe. (Brabec, Kasparkova 2005b)
Oxaliplatina je aktivni v kombinaci s5- fluorouracilem a leucovorinem pii 1é¢bé
rakoviny tlustého stfeva. Dale se ukazalo, Ze oxaliplatina je méné zavisla na
transporteru Crtl a mechanismus opravy chybného péarovani neni schopen rozpoznat
adukty vytvofen¢ oxaliplatinou. (Kelland 2007) Diky této schopnosti vykazuje
oxaliplatina 1 pfes menSi reaktivitu s DNA stejnou nebo vétSi miru cytotoxicity
v nékolika typech nadort. (Brabec, KaSparkova 2005a) Navic oxaliplatina potiebuje
mensi po¢et DNA 1ézi neZ cisplatina k inhibici riistu nadorovych bun¢k. Omezenim pfi
aplikaci oxaliplatiny je jeji neurotoxicita a chronicka neuropatie, kterd je zavisla na

zvySujicich se davkach tohoto farmaka.
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Obr. 4 — Oxaliplatina

Nedaplatina (cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex) (obr. 5) je registrovana

v Japonsku pro 1écbu rakoviny hlavy, krku, varlat, plic a jicnu. (Brabec, Kasparkova



2005b) Klinické testy ukazaly, Ze nedaplatina vykazuje podobné protinddorové efekty

jako cisplatina, ale je mén¢ toxicka.
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Obr. 5 — Nedaplatina

Lobaplatina (obr. 6) je registrovana v Cind pro 1é&bu chronické myeloidni
leukémie, neoperovatelné metastatické rakoviny prsu a rakoviny plic. (Boulikas a kol.
2007) V soucasné dobé se nachazi ve fazi II. klinického testovani v USA, EU, Brazilii a
Jihoafrické republice pro 1é¢bu nejriznéjSich nadord. Lobaplatina ma aktivitu vaci
velice Sirokému spektru nadorti a je u¢innd i vici nékterym nadortim resistentnim k

cisplatin¢ a karboplating.
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Obr. 6 — Lobaplatina

Heptaplatina (Obr. 7) je povolena pro 1écbu rakoviny zaludku v Jizni Koreji.
(Boulikas a kol. 2007) Preklinické testy naznaovaly moznost, Ze heptaplatina bude mit
vétsi protinadorovou aktivitu a menSi toxicitu nez cisplatina. Heptaplatina je méné
neurotoxicka nez cisplatina a zkouma se kombinace s 5 — fluoracilem nebo paclitaxelem

za ucelem lécby rakoviny krku a hlavy. U pokusnych mysi byla zjiS§téna embryotoxicita.
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Obr. 7 - Heptaplatina



1.2. Metody vhodné ke studiu sekvencni specificity vazby

platinovych cytostatik na DNA

1.2.1. Enzymaticka hydrolyza DNA, analyza produktii pomoci HPLC
Princip této metody spociva v Stépeni modifikované DNA na jednotlivé
nukleosidy. (Fichtinger-Schepman a kol. 1984) Tato metoda probiha v nékolika fazich.
V prvni fazi je DNA $tépena pomoci endonukledzy deoxyribonukledzy I na kréatké
oligonukleotidy. V dalsi fazi jsou tyto oligonukleotidy Stépeny nukleazou P1 na
monomerni nukleotidy, které jsou dale defosforylovany pomoci alkalické fosfatazy.
Vzniklé nukleosidy jsou poté analyzovany pomoci vysokotlaké kapalinové

chromatografie (HPLC).

1.2.2. TransKkrip¢éni mapovani adukti

Syntéza RNA pomoci T7 RNA polymerdzy mulze byt vyuzita ke zjisténi
sekvenéni preference vazby komplexi platiny na DNA. (Malina a kol. 2001) T7 RNA
polymeréza byla vybrana, protoze je velice dobfe prozkoumana a je komercéné dostupna.
Syntéza RNA za pouziti T7 RNA polymerdzy na templatu DNA, ktery obsahuje
bifunkéni adukty komplexti platiny, mtze byt pfedCasné zastavena v zavislosti na
vzdalenosti adukti od promotorové sekvence v templatové DNA. Vysledkem syntézy
RNA na modifikovaném templatu jsou fragmenty o definované délce, které indikuji,
kde byla syntéza RNA ptedcasné ukoncena. (MI€ouskova a kol. 2012) Analyzou mist,
kde byla syntéza RNA zastavena, je mozné ziskat informaci o poloze adukti komplexii
platiny v sekvenci nukleotidi v DNA. Pro cisplatinu bylo dokézéano, ze tato mista jsou

GG a 5'-AG.

1.3. Inhibice stépeni DNA modifikované platinovymi cytostatiky

restrikénimi endonukleazami

1.3.1. Restrik¢ni endonukleazy
Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které $t€épi DNA pouze v jedné unikatni
sekvenci. (Balcarova, Brabec 1989) Tato sekvence se nazyva rozpoznévaci, jednd se o
specifické pofadi Ctyf aZ osmi bazi, které jsou pro kazdy restrikéni enzym rizné a

pfesné urcuji, kde ma ptisluSny enzym DNA S§tépit. (Klouda 2005)



1.3.2. Agarozova elektroforéza DNA
Agardzova elektroforéza je separaéni a analytickd metoda, kterda separuje
zkoumané makromolekuly podle délky fragmentt, jejich tvaru a néboje. (Wikipedia)
Molekuly DNA jsou polyanionty, tudiz se ve vnéjSim elektrickém poli budou
pohybovat od zaporného polu k pélu kladnému. Rychlost tohoto putovani je piimo
umérna velikosti intenzity elektrického pole, velikosti ¢astic gelu a nepfimo imérna

délce fragmentu DNA.

1.3.3. Princip metody

Cisplatina svou vazbou ovliviiuje vlastnosti DNA. (Balcarova a kol. 1992) Tato
vazba zpisobi, Ze restrikéni enzymy, které $tépi DNA v misté vazby cisplatiny, budou
inhibovany. Inhibice poroste s mnozstvim cisplatiny navazané na DNA. Restrikéni
enzym Stépi linedarni DNA ve svém specifickém misté, ¢imz vzniknou dva kratsi
fragmenty. S rostoucim mnozstvim cisplatiny bude restrikéni nukleaza stale vice
inhibovana, a tudiz bude pribyvat frakce obsahujici nenastépenou DNA ptivodni délky.
Tuto skutecnost je mozné dokézat pomoci agar6zové elektroforézy. (Brabec, Balcarova
1993) Migrace fragmentd v gelu rozdéli fragmenty podle délky a po obarveni DNA
pfislusnym barvivem a denzitometrickém zhodnoceni je mozné stanovit procentudlni

miru inhibice $té€peni restrikéniho enzymu zptisobenou vazbou cisplatiny na DNA.

2. Cil prace
Cilem této prace je pomoci metody, ktery umoziuje sledovat inhibici Stépeni
DNA modifikované platinovymi cytostatiky restrikénimi endonukleazami, urcit

sekvencni specificitu vazby oxaliplatiny na DNA.

3. Material a metody

3.1. PouZité chemikalie
Vsechny chemikalie byly p. a. Cistoty.

Ve vSech experimentech byla pouzita destilovana voda.

Plazmidova DNA pSP73 KB — 2455 pb

Izolovan podle bézné procedury.



[PtCI; (R,R-DACH)], kde DACH = 1,2-diaminocyklohexan.
Darovan prof. Giovannim Natilem, skupina bioorganické chemie na université v Bali,

Italie.

Restrikéni endonukleary Pvul, EcoRI, BamHI a SSpl byly od firmy New England
Biolabs, Velka Britanie.

Hoveézi sérovy albumin (BSA) - New England BioLabs, Anglie

Tris-acetatovy (TAE) pufr - 50x
- 242 g Tris
-100 ml 0,5 M Na,EDTA
- 57,1 ml ledové kyseliny octové

- do litru doplnit ultracistou vodou

Bromfenolovéa modf : 40% (w) sacharoza

0,25% (w) bromfenolova modf

Agaroza — firma Serva elektroforensis

Ethidium bromid — koncentrace 10 mg/mi
Serva elektroforensis Germany

3.2. Metody

Modifikace DNA

DNA byla inkubovana s roztokem [PtCl(R,R-DACH)] (dle pozadovaného 1)
pii 37°C ve tm¢ po dobu 24 hodin. Stupent modifikace rp udava poc¢et molekul komplexu
platiny na jednu bazi DNA. Vzorek byl inkubovan v prosttedi 0,01 M NaClO,4, pH 6.
Podminkou vazby oxaliplatiny na DNA je vyména odstupujiciho oxalatového ligandu
za baze v DNA, coz je v pfipad¢ oxaliplatiny velmi pomaly proces. Modifikaci DNA
oxalipatinou jsme tedy realizovali reakci DNA s jejim analogem, komplexem

[PtCI>(R,R-DACH)], ktery se od oxaliplatiny lis§i pouze tim, Ze oxalatovd pomalu



odstupujici skupina je nahrazena dvéma vyrazné rychleji odstupujicimi chloridovymi

skupinami.

Linearizace DNA

Linearni plazmidovd DNA byla pouzitd ve vSech experimentech. Plazmidova
DNA byla linearizovana restrik¢nim enzymem Pvul (1 U na 1ug DNA) po dobu dvou
hodin pii 37°C. Jedna jednotka je definovana jako mnozstvi enzymu potiebné
k nastépeni 1 pg DNA za 1 hodinu pii 37°C v reakéni smési o objemu 50 pl. Enzym
Pvul stépi DNA mezi bazemi thyminem a cytosinem. Kontrola linearizace byla

provedena elektroforeticky v nativnim agar6zovém gelu.

Deproteinace

Ke vzroku linearizované DNA byl pfidan vychlazeny fenol v poméru 1 : 1. Smés
byla zvortexovdna a nasledné stoCena (15 000 rpm) po dobu dvou minut. Smés se
rozdéli na dvé faze: vodnou fazi a organické rozpoustédlo. Vrchni vodnou fazi
odebereme do ¢isté zkumavky. Ke vzorku bylo pfilito CIA (chloroform:
isoamylalkohol, 24 : 1) v poméru 1 : 1. Smés byla opét zvortexovana a stocena. Horni

faze s DNA byla odebrana do ¢isté zkumavky.

Srazeni

Ke vzorku ziskané¢ho deproteinaci byla pfidana 1/10 jeho objemu 3M octanu sodného
(pH 5,5). Smés byla zvortexovdna a nasledné byl ptfidan 2,5 — 3 nasobek objemu
vymrazené¢ho 100% ethylalkoholu. Smés byla zvortexovana a nésledné srazena 30
minut ptfi — 20°C. Smés byla stocena (14 000 rpm) po dobu 30 minut pii 4°C. Po stoceni
byl odebran supernatant a k peletu bylo ptidano 200 pl vymrazeného 80% ethylalkoholu
a vyslednd smés byla opét stoena (14 000 rpm) po dobu 30 minut pii 4°C. Po

poslednim stoceni byl opét odsan supernatant a pelet byl usuSen v exikatoru.

Rozpousténi

VysuSeny vzorek po srazeni byl rozpustén v TE pufru.

Elektroforéza v nativnim agarézovém gelu
1% (w) agarézovy gel byl pfipraven rozvafenim piisluSného mnozstvi agarozy

v TAE pufru. Agardzovy gel byl vafen v Erlenmeyerové bance po dobu 4 — 7 minut. Po
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pomalém zchladnuti na teplotu pfiblizn¢ 60°C byl gel nalit a ponechan 40 minut
tuhnout. Pred zacatkem elektroforézy byl gel v elektroforetické van¢ zalit TAE pufrem,
ktery slouzi jako elektrolyt. Pro zviditelnéni cela byl ke vzorkiim pfidan roztok
sachar6zy a bromfenylové modfi (1/6 objemu roztoku) a vzorky obsahujici 0,25 pg
DNA byly naneseny na gel. Elektroforéza (Obr. 8) probihala pfi intenzité elektrického
pole 0,8 V/cm po takovou dobu, aby barevné ¢elo doputovalo alesponn do poloviny
delky gelu (obvykle 4 — 5 hodin). Barveni gelu bylo provedeno pomalym tfepanim
s vodnym roztokem EtBr (¢ = 10 mg/ml) po dobu 20 minut. Nésledné odstranéni
ptebytecného EtBr bylo provedeno pomalym tfepanim v destilované vodé po dobu 30
minut. Obarveny gel byl prosvicen UV zafenim a vyfocen zafizenim Major science UV

transluminator. EtBr interkalovany do DNA pfi ozéafeni emituje svétlo oranzové barvy.

Obr. 8 — Experimentdlni aparatura pouzita pro elektroforézu

Vyhodnoceni experimentu
Intenzita jednotlivych prouzkid na gelu byla vyhodnocena denzitometricky

s vyuzitim programu AIDA image analyzer software (Raytest, Germany).
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Urc¢eni koncentrace DNA pomoci absorp¢ni spektroskopie

Nukleové  kyseliny  absorbuji  specificky = UV-zafeni  prostfednictvim
konjugovanych elektronti, které se nachézeji nad a pod rovinou heterocyklickych bazi
ve struktuie DNA a RNA. Charakteristické uspotadani elektronii vede k tomu, ze je
rizné intenzivné absorbovéana energie fotonti riiznych vinovych délek. Pokud zmétime
absorbanci (A) cist¢ho vodného roztoku nukleovych kyselin pfi riznych vinovych
délkach pomoci spektrofotometru a vysledek vyneseme do grafu, ve kterém je na ose X
vlnova délka v nanometrech a na ose Y intenzita absorpce, ziskame charakteristickou
ktivku s typickym vrcholem pfi 260 nm. Absorbance vzorku pfitom piimo zavisi na
mnozstvi nukleovych kyselin v roztoku. Hodnotu absorbance pii 260 nm (A260)
muzeme vyuzit k vypoctu koncentrace rozpusténé nukleové kyseliny. Pokud mé ovSem
ktivka jiny pribé¢h, znamena to, ze roztok obsahuje kromé nukleovych kyselin také jiné
primési absorbujici UV, nejcastéji bilkoviny. Nejsnaze to 1ze posoudit podle poméru
absorbanci pfi 260 a 280 nm, protoze bilkoviny zvySuji A280 vyraznéji nez A260.
Pokud je vzorek zneciStén bilkovinami, které diky aromatickym aminokyselindm
fenylalaninu a tyrosinu vice absorbuji pfi 280 nm, kiivka se pfi 280 nm zveda a pomér
A260/A280 klesa pod 2,0. Pro bézné pouziti v molekuldrni genetice postaci, kdyz se
¢istota vzorku nukleovych kyselin, vyjadifena pomérem A260/A280 pohybuje mezi 1,8
a2,0.

4. Vysledky a diskuze

Priprava linearni DNA

Pro provedeni experimentli charakterizovanych v kapitole cil prace je nezbytné
pouzit linearni plazmidovou DNA. Plazmidova DNA, ktera byla izolovana standardnimi
procedurami, je kruhové, a proto je tieba linearni DNA pro dalsi experimenty pfedem
pfipravit. K tomuto ucelu byla zvolena restriktdza Pvul, ktera $tépi cukrfosfatovou
vazbu DNA v sekvenci 5" CGATYCG....3’, kde symbol " oznacuje misto rozstépeni.
Linearizace byla provedena pfidanim 20 U restriktazy Pvul k 250 ug DNA pSP73KB
v 1x NEB pufru 3 podle protokolu doporu¢ené¢ho dodavatelem enzymu. Reakéni smés
byla inkubovana po dobu dvou hodin pii 37°C. Poté byla provedena kontrola linearizace

elektoforézou v nativnim agarézovém gelu (viz Material a metody). Kontrolou bylo
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ovéteno, ze puvodni cirkularni DNA byla zcela nastépena za vzniku jednoho linearniho

vlakna, jak je vidét na Obr. 9

Obr. 9 — Kontrola linearizace DNA. Drdhy: drdha 1 — cirkularni DNA, drdha 2 —

linedrni DNA nastépend enzymem Pvul

Poté, co bylo ovéieno, ze veskera cirkularni DNA byla rozStépena a je v linearni
formé, byl vzorek deproteinovan, jak je popsano v kapitole Material a metody, aby byly
odstranény veskeré molekuly enzymu. Tento krok je nezbytny pro dal§i experimenty,
protoze komplexni slouceniny platiny se vazi k nukleofilnim slou¢enindm a mohou tedy
reagovat i s bilkovinami (pfedevsim s atomy siry a dusiku).

Po deproteinaci byla ptipravena DNA piesrazena, promyta a rozpusténa v 0.01M
NaClO, . Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky mefenim absorbance
pfi 260 nm. Celkem bylo ziskdno 151 pg linearni plazmidové DNA, vytézek byl tedy 62
%. Cistota vzorku byla ovéfena stanovenim poméru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm
(A260/A280). Hodnota tohoto poméru byla 1,85. Vzorek tedy nebyl zneciStén primesi

bilkovin a mohl byt pouzit k dal§im experimentiim.

Stanoveni ucinnosti restrikéniho enzymu

Pro ziskani srovnatelnych vysledkii pro jednotlivé restrikéni enzymy je nutné
zjistit optimalni mnozstvi enzymu. MnoZstvim je myslen pocet jednotek enzymu, ktery
je potieba k DNA pfidat, aby bylo nastépeno pfiblizné 80 % DNA, tzn. nenaStépené
frakce zistane ptiblizné 20 %. Jedna jednotka enzymu je definovéna jako mnozstvi
enzymu, které za 1 hodinu pti 37 °C nastépi 1 pg DNA v celkovém objemu 50 pl.
Vysledky pro jednotlivé restrikéni enzymy jsou zobrazeny na Obr. 10 — 12
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2455ph
1535pb

920pb

4 5

Obr. 10 — Optimalizace koncentrace enzymu BamHI. Drahy: drdha 1 — kontrola
(linedrni DNA), drdha 2 — 1 jednotka enzymu, draha 3 — 3 jednotky enzymu, drdha 4 —5

Jednotek enzymu, draha 5 — 7 jednotek enzymu

2455pb
1547pb

S E 8 908pb

1 2 3 4
Obr. 11 — Optimalizace koncentrace enzymu EcoRI. Drahy: drdha 1 — kontrola
(linearni DNA), draha 2 — 1 jednotka enzymu, draha 3 — 3 jednotky enzymu, draha 4 — 5
jednotek enzymu

2455pb
2012pb

434pb

1 2 3 4

Obr. 12 — Optimalizace koncentrace enzymu Sspl. Drahy: drdaha 1 — kontrola (linedarni
DNA), drdha 2 — 1 jednotka enzymu, draha 3 — 3 jednotky enzymu, draha 4 — 5 jednotek

enzymu

Vyhodnocenim nami ziskaného elektroforetogramu Viz grafy 1 - 3 bylo uréeno
optimalni mnoZstvi vSech tfi testovanych restrikénich enzymi mezi 1 a 3 jednotkami.
Pro experimenty s DNA modifikovanou komplexem cis-[PtCl,(R,R-DACH)] byly proto

pouzity vzdy 2 jednotky piislusného restrikéniho enzymu.
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Graf 1 — Zavislost mnozstvi nenastépené DNA na poctu jednotek enzymu BamHI
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Graf 2 — Zavislost mnoZstvi nenastépené DNA na poctu jednotek enzymu EcoRI
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Graf 3 — Zavislost mnozstvi nenastépené DNA na mnozstvi enzymu Sspl
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Stépeni modifikované DNA

Pro stanoveni sekvencni preference vazby oxaliplatiny na DNA byly pouzity tfi
restrikéni endonukleazy. Kazdy znami pouzitych restrikénich enzymii Stépi DNA
Vjiném misté. BamHI §tépi DNA mezi dvéma guaniny, EcoRI mezi guaninem a
adeninem a Sspl mezi tyminem a adeninem. Na zaklad¢ znalosti o velikosti inhibice a
Stépicich mistech jednotlivych restrikénich enzymt jsme schopni urcit sekvencni
preferenci nami pouzitého komplexu platiny. Dulezité je také to, Ze pouzity plazmid
pSP73KB obsahuje pouze jediné §tépici misto pro kazdou ze zvolenych restriktaz, a to
na pozici 45 pro BamH1, 24 pro EcoRI a 2014 pro Sspl (viz restrikéni mapa plazmidu
pSP73 KB na obrazku 13). Stépenim linearniho plazmidu kteroukoli z pouzitych
restriktaz tak vzniknou vZdy dva kratsi fragmenty, které migruji v gelu diky své mensi
velikosti ve srovnani s celou, nenastépenou DNA rychleji, a jejich vznik tak miize byt
na elektroforetickém gelu snadno sledovan. Linedrni plazmidovd DNA byla nejprve
modifikovana postupem uvedenym v sekci Materidl a metody studovanym komplexem
na razné urovn¢ modifikace tak, Ze obsahovala 1, 3, 5 nebo 7 molekul komplexu na 100
bazi (r, = 0.01, 0.03, 0.05 a 0.07). Poté byly vzorky inkubovany s ptislusnym
restrikénim enzymem a vysledky analyzovany na agarosovém gelu. Vysledky Stépeni
DNA modifikované [PtCl(R,R-DACH)] jednotlivymi restrikénimi enzymy jsou
prezentovany na Obr. 14 — 16.

Xmn| 1800

= A
Scall 1681‘\_/./ ™~ Sspl 2005

Pl 1571 e Aatll 2123 P
R il
/ SPed |
Bgl I 6
— ' Ndel /| Ecorv | 14
oo 2372,/ Chal 19
Bgll 13214 | sact | 34
[ | pSP73KB %TIH ] 32
. Vector 577| 48
1“ (2455bp) Acc 49
\ Pst| 58
\ Sphl 64
\ /—ﬁ?d i 66
Hpa | '\ Pvull 74
129\ |Xhol 78
94
T 17

Obr. 13 — Restrikéni mapa plazmidu pSP73 KB
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5°..JGATCC..3"
3'..CCTAGG..5’

3 4

Obr. 14 — Stépeni DNA restrikcénim enzymem BamHI. Drdhy: drdha 1 — kontrola
(linearni DNA), draha 2 — kontrola 2 (nemodifikovana DNA nastépena BamHI), draha
3—rp =0, draha 4 -1y, = 0,01, draha 5 —ry, = 0,03, drdha 6 - ry, = 0,05, drdha 7 — , =
0,07

5 .. GAATTC..3’
3"..CTTAAG..5'

2455pb
1547pb

908pb

1 2 3 45 67

Obr. 15 — Stépeni DNA restrikénim enzymem EcoRI. Drdhy: drdha 1 — kontrola
(linearni DNA), draha 2 — kontrola 2 (nemodifikovanda DNA nastépenda EcoRl), draha 3
— Ty =0, draha 4 — vy = 0,01, draha 5 — v, = 0,03, draha 6- rp = 0,05, draha 7 — rp =
0,07

5 . AATATT...3’
3. TTATAA.. 5

2455pb
2012pb

434pb

Obr. 16 — Stépeni DNA restrikcnim enzymem Sspl. Drdhy: drdha 1 — kontrola (linedrni
DNA), draha 2 — kontrola 2 (nemodifikovanda DNA nastépena Sspl), draha 3 — rp, = 0,
drdha 4 — 1y, = 0,01, draha 5 —rp = 0,03, drdaha 6- ry, = 0,05, draha 7 — rp, = 0,07

Pomémé intenzity jednotlivych prouzkii v gelech byly vyhodnoceny pomoci

programu Aida Image Analyzer a ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulkach (Tab. 1 —
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3). Pro kazdy ze tii zvolenych restrikénich enzymt byly provedeny dva nezavislé

experimenty.

1. Méfeni 2. Méfeni
Draha 2455 pb [1535pb |920 pb |2455pb ([1535pb |920 pb
1 100,0% 0,0%| 22,7%| 100,0% 0,0% 0,0%
2 22,6% 54,7%| 32,6% 16,6% 55,2%| 28,2%
3 23,7% 43,7% | 25,6% 18,6% 41,9% | 39,5%
4 39,5% 349%| 17,7% 35,2% 34,9%| 29,9%
5 57,0% 25,3%| 69,0% 55,3% 25,8%| 19,8%
6 79,4% 13,6% | 32,0% 86,3% 8,0% 5,7%
7 91,0% 58,0%| 15,0% 96,4% 2,6% 1,0%

Tab. 1 — Procentudlni zastoupeni jednotlivych fragmentit enzymu BamHI

1. Méfeni 2. Méfeni
Draha 2455 pb [1547 pb |908 pb | 2455 pb |[1547 pb 908 pb
100,0% 0,0% 0,0%| 100,0% 0,0% 0,0%
0,0% 66,5%| 33,5% 0,0% 61,9%| 38,1%
5,6% 61,0%| 33,4% 0,9% 62,2%| 36,9%
11,3% 59,2%| 29,5% 4,3% 63,1%| 32,6%
19,5% 54,7%| 25,9% 14,4% 57,4%| 28,3%
28,7% 47,6%| 23,8% 24,8% 49,2%| 26,0%
48,0% 35,9% | 16,1% 48,2% 352%| 16,6%

Ny |~ |WI|IN |-

Tab. 2 — Procentualni zastoupeni jednotlivych fragmentii enzymu EcoRI

1. Méfeni 2. Méfeni
Draha 2455pb [2012pb |434pb |2455pb |[2012pb |[434 pb
100,0% 0,0% 0,0%| 100,0% 0,0% 0,0%
41,6% 49,2% 9,2% 41,6% 49,2% 9,2%
8,9% 712%| 19,9% 8,9% 712%| 19,9%
9,3% 71,7%| 19,0% 9,3% 71,7%| 18,9%
11,3% 70,4%| 18,3% 11,3% 70,4%| 18,3%
9,0% 72,4%| 18,6% 9,0% 72,4%| 18,6%
13,1% 70,6%| 16,3% 13,1% 70,6%| 16,3%

N|joju |~ |WIN |-

Tab. 3 — Procentualni zastoupeni jednotlivych fragmentii enzymu Sspl
Vysledky ziskané denzitometrickou analyzou elektroforetogramti (Obr. 14 — 16) byly

pomoci vztahu
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a+ b
Inkibice = (1 = d) + 100%

kde a = procentualni zastoupeni prvniho nastépené¢ho fragmentu pro dané r,, b =
procentualni zastoupeni druhého nastépeného fragmentu pro dané r,, ¢ = procentualni
zastoupeni prvniho nastépeného fragmentu pro r, = 0, d = procentudlni zastoupeni
prvniho nastépeného fragmentu pro r, = 0, pfevedeny na inhibici v procentech. Hodnoty

pro jednotlivé restrikéni enzymy jsou vyneseny v grafu 4.
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Graf 4 — Vysledky stépeni DNA modifikované [PtCl,(R,R-DACH)]. Body v grafu
znazornuji hodnoty inhibice vypocitané jako prumeér ze dvou nezavislych experimenti,
usecky znazornuji odchylku od prumeru. V pripadé enzymu Sspl jsou usecky vyjadrujici

odchylku mensi nez velikost zobrazenych bodii.

Vysledky ukazuji, Zze modifikace DNA komplexem [PtCly(R,R-DACH)] nejvice
ovliviiuje Stépeni enzymem BamHI. Enzym EcoRI byl ovlivnén méné a v piipadé
restriktazy Sspl se modifikace komplexem [PtCly(R,R-DACH)] projevila az pfi
nejvyssim stupni modifikace, ale i pfi takto vysokém r, byla inhibice enzymu velmi
mald. Restrikéni endonukledza, kterd byla inhibovana nejvice (BamHI), §tépi DNA v
mezi dvéma sousednimi guaninovymi bazemi. Mén¢ inhibovana restriktaza EcoRI $tépi
DNA mezi guaninem a sousednim adeninem. Z toho Ize usoudit, ze modifikace DNA

komplexem [PtCl,(R,R-DACH)] nejvice inhibuje Sté€peni v téch sekvencich DNA, kde
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se nachazi guaninové zbytky, s vétsi preferenci pro sekvence GG oproti sekvenci 5°-
GA. Tyto vysledky ukazuji, ze komplex [PtCl,(R,R-DACH)] se vaze na DNA nejcast¢ji
na dva sousedni guaniny a mén¢ Casto, 1 kdyz také vyznamné¢, na jeden guanin.

Naproti tomu restrikéni enzym Sspl, $tépici DNA v sekvenci 5-TA, nebyl
ovlivnén témét vibec, coz svédci o tom, ze komplex [PtCl, (R,R-DACH)] se na tato
mista v DNA nevaZze, a proto Stépeni touto restriktdzou neinhibuje. Mirny inhibi¢ni
efekt bylo mozZno pozorovat az pfi relativné vysokém stupni modifikace DNA (r,=0,07),
coz miize byt zptisobeno efektem, ktery byl jiz popsan diive pro cisplatinu (Balcarova
1989) a ktery spociva v tom, ze ptitomnost aduktu platinového komplexu inhibuje
linearni difuzi enzymu po DNA a mutze tedy ovlivnit rychlost, s jakou se enzym dostane
ke své specifické $tépici sekvenci i tehdy, neni-1i adukt umistén piimo v této specifické
sekvenci. Sekvenéni preference, urcena z vysledkd v této praci pro komplex [PtCl,

(R,R-DACH)] je tedy GG > GA>>TA.

5. Zavér
Cilem této bakalafské prace bylo pomoci metody, kterd umoznuje sledovat
inhibici  Stépeni DNA  modifikované platinovymi cytostatiky  restrikénimi
endonukledzami, urCit sekvencni specificitu vazby oxaliplatiny na DNA. Ziskané
vysledky ukazaly, Ze oxaliplatina se v DNA véze preferencné na zbytky guaninu,
predevsim v sekvenci GG, méné€ na izolované G. Sekvencni preference oxaliplatiny je

tedy velmi podobna preferenci cisplatiny.
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