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ABSTRAKT

Cilem této prace je @it hypotézu, zda nové protinadorovkinné dvojjaderné komplexy
platiny s azolatovym fistkem termodynamicky destabilizuji DNA néémez cisplatina.
Cisplatina je nejdéle pouzivanym cytostatikem nzi p&atiny vyuzZivanym v klinické praxi na
Ié¢bu rakoviny. Jeji klinické vyuZiti vS8ak miéadu omezeni. K zasadnim nedosiatkléby
cisplatinou paf sniZzovani citlivosti nddoru i cisplatiré pii opakovaném podavani toho
lé¢iva, omezené spektrum citlivych nadowmici tomuto cytostatiku a vedlejsi cimky.

K dalezitym faktoim ovliviiujicim pisobeni&chto latek pat jejich schopnost vytiét s DNA
razné typy vazeb, které vyrazmarusuji konformaci DNA. DéleuteZitou roli v mechanismu
protinaddorového isobeni platinovych kompléx hraji opravné mechanismy vitkach.
Proteiny, provadici opravu poskozenych mist vime, rozpoznavaji distortovanou DNA.

S cilem pekonat gktera omezeni souvisejici s klinickou aplikaci kemwi cisplatiny byly
ptipraveny nové protinadorévacinné dvojjaderné komplexy platiny s azolatovyniistkem
s pedpokladem, Ze po jejich navazani na DNA ji budomohem mé#a distortovat
a destabilizovat. Z tohoto tdodu nebudou tyto komplexy rozpoznavany opravnymi
mechanismy, které negatirovliviwuji protinadorové efekty kompléxplatiny a budou tak
acinné i v buikach rezistentnich ke konwanri cisplatirg.

V této diplomové praci byly kratké fragmenty DNA difikovany jednak &mito novymi
dvojjadernymi protinddoravinnymi komplexy platiny, jednak konveéni cisplatinou tak, Ze
obsahovaly jeden, centralniisiek uvnit jednohoretézce vytvadeny mezi sousednimi zbytky
guaninu. Tento fistek paiti k hlavnim posSkozenim DNAipjeji interakci s komplexy platiny
testovanymi v této praci. Taktgipravené fragmenty byly dale analyzovany pomocéreifni
skenovaci kalorimetrie a ziskané termodynamickarpatry byly navzajem porovnany.

Bylo zjis&€no, Ze vnitréettzcové nhistky vytva‘ené v DNA komplexem obsahujicim
pyrazolatovy mistek vyvolava vyrazhmensi termodynamickou destabilizaci DNA ve srovnan
s destabilizaci Zjsobenou rastky cisplatiny. Podobnou analyzu aduktytvorenych v DNA
komplexem s 1,2,3-triazolatovym tustkem vSak nebylo mozné provést, nebuoodifikace
duplexu DNA timto komplexem vedla ke vzniku dvaznmych produki, které nebylo mozné

chromatograficky oddlit.

KLi COVA SLOVA

Cisplatina, komplex 1 AMPZ, komplex 2 AMTA, DNA, rreodynamicka stabilita, difer&ni

skenovaci kalorimetrie.



ABSTRACT

The aim of this study is to verify the hypothegiattnew effective antitumor azolato-bridged
dinuclear platinum complexes thermodynamically aleiize DNA less than cisplatin.

Cisplatin is the longest-used platinum-based cststexploited in clinical practice to treat
cancer. However, its clinical use has several éitiihs. The main problem is the reduction
of tumor sensitivity to cisplatin during repeatedmanistration of drugs, limited spectrum
of tumors sensitive to the chemotherapy and sidectsf Among the important factors
influencing the action of these agents is theititgttio create different types of DNA binding,
which significantly distorts the shape of DNA. Fhetmore, repair mechanisms in cells play
an important role in the mechanism of antitumoricactof platinum complexes. Proteins,
carrying out repair of damaged sites in the celipgnize distorted DNA.

In order to overcome some limitations associateth vdonventional clinical application
of cisplatin, new antitumor azolato-bridged dinacleplatinum complexes were prepared,
supposing that after binding to the DNA they wi# much less distorting and destabilizing
DNA. For this reason, these complexes will be mamognized by DNA repair mechanisms,
which negatively affect antitumor effects of platm complexes and will be effective even
in cells resistant to conventional cisplatin.

In this thesis, the short fragments of DNA were ified by both new dinuclear anticancer
platinum complexes and conventional cisplatin. Teeytained a single, central intrastrand
cross-link formed between adjacent guanine residilgs cross-link belongs to major damages
of DNA when it interacts with platinum complexestt in this work. The fragments prepared
in this way were further analyzed by differentiahsning calorimetry and the thermodynamic
parameters obtained were compared.

It was found that the intrastrand cross-links fatnie DNA by the pyrazole-bridged complex
thermodynamically destabilizes DNA considerablyslésan the cross-links of cisplatin. It was
impossible to perform a similar analysis od DNAss4dink of 1,2,3-triazolate-bridged complex
since madification of DNA duplex by this complexsuited in two different products which

were impossible to separate.

KEYWORDS

Cisplatin, complex 1 AMPZ, complex 2 AMTA, DNA, timaodynamic stability, differential

scanning calorimetry.
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SEZNAM DULEZITYCH ZKRATEK

Komplex 1 — AMPZ = [(cis-{Pt(NH)2}) 2(u-OH)(1-pz)(NOs)2
Komplex 2 — AMTA = [(cis-{Pt(NH)2}) 2(u-OH)(u-tz)](NO3)2
Cisplatina — cis-diammin-dichloroplatnanty komptexcis-[PtCh(NHs3),])
DNA — deoxyribonukleova kyselina

bot — spodnfetézec

top — hornirettzec

K — kontrola

IAC — vnitroretézcovy mistek (intrastrand cross-link)

IEC — mezietezcovy mistek (interstrand cross-link)

NER - nukleotidova excizni oprava (nucleotide excisepair)
HMG — ,high mobility group” proteiny

stacking — vrstveni bazi

Tm — teplota, fi niz doSlo k denaturaci 50 % dvouSroubovicovycHakial DNA
ICs0 — inhibicni koncentrace latky, ktera vyvola 50 % umrtnosidiu
ATP* — adenosintrifosfat s radioaktivnim fosforéf®

DMS — dimethylsulfat

EDTA — ethylendiamin tetraoctova kyselina

Tris — 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

FAAS — bezplamenna atomova absworipspektrometrie

EtOH — etanol

HPLC — vysokotlaka kapalinova chromatografie

AAS — atomova absoépi spektrometrie

DSC - diferenni skenovaci kalorimetrie



UvOD

Nadorovd onemo@mi jsou Vv soutasnosti jednou z n&gsgjSich g@ic¢in  amrti.
Spole&énym znakemdchto onemocEni je nekontrolovatelnyist a Sfteni abnormalnich
narodovych bugk.

Mezi UsgsSné I€ebné postupy uzivané v Kklinické praxi ipathemoterapie, tedy
podavani lék potlatujicich fist zhoubnych nadar Uginnou latkou &chto 1€kt mize
byt komplex ¢zkého kovu, ktery se po vniknuti doiky vaze na nukleoveé kyseliny.
Tato vazba pak Zsobi znény takového rozsahu, Ze zabrani dalSirflerd této buiky.

Pfi chemoterapii chemickymi cytostatiky vSak dochamjen k nkeni rychle se
mnozicich buék nadorovych, ale i k 8eni girozenych rychle se mnozicich kikn
jako jsou buiky jaterni tkas, bilé krvinky,cervené krvinky, spermie, vaja.

Sledovani zrn nukleovych kyselin po vazbprotinadorovych &innych komplex
vedoucich k zastavenistu nadoi je dilezité pro pochopeni primarnfipiny Usgchu
daného Iéku. Tyto poznatky pak mohou byt vyuzity pavrhovani novych typléciv,
které by mohly dinkovat proti jinym tymm nadotfi, nez stavajici pouzivana
cytostatika, nebo snizovat komplikace provaze@dil pacieni trpicich rakovinou.

V sowasném vyzkumu jsou hledany i®oby ke zvySeni terapeutickéhatinku
protinddorovych l&v na bazi kow. Dosud jsou malo znamé mechanismy, kterymi
buinka na tyto latky reaguje. Bylo vSak prokazano, oskpzeni DNA vyvolana
cisplatinou mohou byt vékterych typech nadér rozeznavana repamami
mechanismy, které ve svénigiedku vedou ke snizZeni terapeutickébmku. Z €chto
duvodi je wenovana velkd pozornost nejerfippave novych latek, ale také studiu
moznosti adresného paténi reparénich pochod v nadorovych bikach na zaklas
hlubSiho poznani molekularniho zakladu ulohydgagich mechanisin reagujicich na
chemicky podait.

V dnesni dob je mozné zakoupit DNA, kterd je vhodn& pro dangesiment. Snadné
dostupnost DNA oligonukleotid umoznila pokrok ve studiu termodynamickych
vlastnosti DNA, kterym se budeménovat dale v této praci. DNA byla modifikovana
novymi protinadoroy (cinnymi komplexy platiny. Ke stanoveni termodynandéick

stability DNA byla pouzita metoda difer&m skenovani kalorimetrie.
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1 PROTINADOROV E UCINNE KOMPLEXY PLATINY

1.1 Vyvoj komplexi na bazi platiny

NejznangjSi dosud pouZzivané cytostatikum na bazi platiny ges-diammin-
dichloroplatnaty komplex neboli cisplatina (obrazgék Tento komplex byl poprvé
syntetizovan jiz vroce 1844 Peyronem [1], ale golust platinovych kompleix
zastavovat buftny rist byla objevena ndho&maz v roce 1965 Barnettem Rosenbergem
[2]. Tento americky biofyzik studoval vliv elektkého pole natist bakterii Escherichia
coli, pricemz k ngieni pouzival platinové elektrody pdeoé do roztoku s chloridem
amonnym. Po jisté deéb doSlo k zastaveni bttného &Ini bakterii a kjejich
filamentoznimu tstu. Zp@&atku to povaZzoval zatgdledek [sobeni elektrického pole
a teprve pozgi, pii podrobrgjSim zkoumani, vyslo najevo, zéignou bylo uvolrni
platiny z pouzitych elektrod. Reakci s chloridemoamym poté vznikl komplex, ktery
vyvolal pozorovany efekt. Rosenberg palkaal v syntéze jednoduchych stamin
platiny a jejich testovani na experimentalnich médgch modelech. Po aplikaci
cisplatiny a dalSich platinovych komptexopravdu doslo k redukci velikosti nador
a prodlouzeni doby Zivota u pokusnychiav{3]. Na zaklad toho uspchu doslo v této
oblasti k intenzivnimu vyzkumu, ktery vyustil v privklinické testy s cisplatinou v roce
1971. Vroce 1978 bhyla cisplatina zavedena do d#éipraxe a v s@asnosti pat

k nejrozsfergjSim protinadorovym farmain.

‘B,

Obrazek 1: Strukturni vzorec cisplatiny

1.2 Cisplatina

Centralnim atomem tohoto komplexu je vzacny kowuimda Na ni jsou v polozeis

navazany d&¥ molekuly amoniaku a @vchloridové skupiny (obrazek 2). Amoniova

11



skupina je pev&ivazana k plati& zatimco chloridové ligandy jsou snadno nahraaiétel
nukleofily. Ve vodném roztoku chloridové ionty smaddisociuji a jsou nahrazeny

molekulami vody za vzniku klaégmabitého komplexu.

HSN\ /CI
Pt
HgN/ \CI

Obrazek 2 Strukturni vzorec cisplatiny

e

platiny, které je v chemoterapii nejvice vyuzivahékova forma cisplatiny se G&pe
pouziva zejména kdé¢ nadon varlat (vyl&eno 95 % zalas diagnostikovanych
piipadi), vajeniki a maového mEchyre. V kombinaci s radioterapii dosahuje
uspokojivych vysledk pii aplikaci proti nadairm kosti, plic, tenkého &va, mozku
a nadoim hlavy a krku. Bohuzel ifplizné 30 % vSech pacieitumirajicich na
rakovinu méa vSak nadory prsu, kdéné&ku nebo tlustého igva, kde je terapie
cisplatinou neusgna [4]. K hlavnim nedostatkn |&by cisplatinou pat vznik
rezistence, tedy snizovani citlivosti nadonicivcisplatine pii opakovaném podavani
tohoto I€iva. Fi vlastni I&bé cisplatinou se bohuzel objevuji vedlejSiyardni &inky.
Do toxickych &inka pat#i zejména nefrotoxicita (naruSeni funkce ledvin),
myelotoxicita (poruseni nervovych drah v miSe)tmt@ita (ztrata vnimani zvuk
o vysokych frekvencich), poSkozeni krvetvorby, zagiho traktu a alergické reakce
(kozni zahgdnuti, nevolnost, zvraceni) [5].

Praw kvuli vySe zmirnym komplikacim g chemoterapii je velikd snaha vyvinout
léCivo, které by se vyzr@valo niZSi toxicitou a SirSim spektrengitélnych nadai.
Nekteré komplexy odvozené od cisplatiny se vyajia snizenou toxicitou. Objev
karboplatiny, oxaliplatiny, nedaplatiny (vyuzivanaJaponsku) a vicejadernych
komplexi platiny rozsfil spektrum @inka této tidy cytostatik i na nadory rezistentni
vaci cisplatire.

Diky stdlému owiovani gedpokladu, Ze téem pisobeni platinovych tév v bunce je
DNA, se zd4a, Ze rozdilna chemicka strukturaéneyvijenych platinovych kompleix

muze podstatiovlivnit praw jejich vazbu na DNA [6]. Vlastnosti odstupujiciskupin
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sloweniny totiz ovliviuji prabéh distribuce léiva ve tkanich a hikach. Na druhou
stranu charakter neodstupujicich skupin ma vlikexd@ormani zmény DNA [7].

Tato prace je za#tiena na nove protinadordwucinné dvojjaderné komplexy platiny.

1.3 Karboplatina

Jednim z BZr¢ uzivanych analagcisplatiny v klinické praxi je karboplatina nebols-
diaminocyklobutyldikarboxylat-platnaty komplex (ézek 3). Vznika substituci dvou
odstupuijicich atoin  chloru v molekule cisplatiny za stabijai

cyklobutyldikarboxylatovou skupinu [8]. Do klinickgraxe byla zavedena v roce 1986

[9].

O
/
HN, 0
AN ><>
HsN o—c\O

Obrazek 3 Strukturni vzorec karboplatiny

Hlavni prekazky pi 1écbeé cisplatiny vSak nevigSila. Je sice méroxicka, ale dginkuje

u stejného spektra nadojako cisplatina. Navic oproti cispladifje k dosazeni stejného
protinadorového &inku poteba giblizn¢ dvojnasobného mnozstvi tohot@ilea. Mensi
toxicita je zmsobena pomalejSi hydrolyzou v krevnibeciSti. V sowasnosti je
karboplatina druhym nejpouzivgdim platinovym cytostatikem na &¢. V praxi je
pouzivana pedevsim k 1&¢ nadofi vajeinika, ale v I€bé nadoi varlat, hlavy a krku

pieviada cisplatina [10].
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1.4 Oxaliplatina

DalSi analog cisplatiny pouzivany v klinické praye oxaliplatina neboli cis-
diammincyklohexyl-platnaty komplex (trans-1 diamykiohexan oxalatoplatnaty
komplex) (obrazek 4). Poprvé byla syntetizovandkancii [11]. Oxaliplatina je prvni
platinové cytostatikum, které macianost u nadar tlustého deva [12], a to

v kombinaci s 5-fluorouracilem a leucovorinem [1Bii jejim podavani Ize pozorovat
mensSi neurotoxické cinky, avSak léba byva doprovazena nauseou. Oxaliplatina se

hydrolyzuje pomaleji nez cisplatina a je mé@thotna vazat se na DNA [14].

PN /,NHZ\ / /
(] )
— “NHZ/ \_# \

Obrazek 4. Strukturni vzorec oxaliplatiny

1.5 Nedaplatina

Nedaplatina neboli cis-diamminglykolatoplatnaty kmex (obradzek 5) je registrovana
pro pouZziti pi I1écbé rakoviny hlavy a krku, varlat, plic, jicnu, vajgkia a dloZniho
kréeku v Japonsku. Ma podobnécébné dinky jako cisplatina a karboplatina [14].
Nedaplatina nema ztaé vyhody nad cisplatinou nebo karboplatinou, ay#akto ma
potencial pro vyuZiti &y nekterych nadal, které jsou rezistentni k cisplatia je

podavana v kombinaci s 5-fluorouracilem [15].

o
O—p#

AN

HyN o—CH:

Obrazek 5. Strukturni vzorec nedaplatiny
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1.6 Vicejaderné platinové komplexy

Vicejaderné platinové sloéaniny zahrnuji skupinu protinadorovych latekasmymi
chemickymi a biologickymi vlastnostmi naprosto &digmi od vlastnosti
jednojadernych platinovych di& [16]. Obsahuji ve své strukiel 2 az 4 atomy platiny
(spojené diaminovymi alifatickyntetézci variabilni délky).

Bifunkéni dvojjaderné komplexy vytvmezietzcoveé a vnitréetézcové niistky mezi
guaninovymi zbytky v sousednich parech bazi podojako cisplatina, ale také
tzv. mistky ,dlouhého dosahu“, ve kterych jsou modifikogarzbytky guaninu
separované jednim nebo vice péary bazi [17].

Dvojjaderné komplexy maji vysSi kladny naboj nezZsptatina a vzhledem
ke vzdalenosti mezi vazebnymi misty vytivadukty sekvetné i strukturré odlisSné
od cisplatiny. Vytvéeji mastky, jejichz strukturni parametry jsou ovldny délkou
spojovacihaetézce [18, 19].

Nové protinddoro¥ (cinné dvojjaderné komplexy platiny, které byly pdyzv této

diplomové praci, byly syntetizovany Janem Reedijket €chto dvojjadernych

komplexech na bazi platiny je pojednano dale poaifipls experimentalngasti.
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2 MECHANISMUS PUSOBENI CISPLATINY

PrestoZze se cisplatina vaze nazné bugcné komponenty (DNA, RNA, proteiny,
membranové fosfolipidy, mikrofilamenta), za &ivou se povazuje vazba na DNA.
DNA je tedy hlavni cilové misto protinAdorovéhdaspbeni cisplatiny a vyzkum
modifikaci DNA timto cytostatikenti novymi protinddoro¥ G¢innymi komplexy

platiny je velmi aktualni.

2.1 Reaktivita platnatych komplexi

Platina je centralni atom cisplatiny. Na tento cé@nf atom jsou navazany dva typy
ligandi, a to neodstupujici NHskupiny a odstupujici chloridové ionty. Chemicka
stabilita mezi centralnim atomem platiny a ligandesdvisi na jeho schopnosti
poskytovat elektrony na uskdténi vazby, tedy zavisi na jeho elektrodonornim
charakteru. Sila vazby roste se zvysujici se pmlaatelnosti elektronového obalu
ligandu [20, 21]. Podle klesajici afinity k vazb platinouradime ligandy nésledujicim

zpasobem [22]:
CN™ > NHz > OH > CI" > NO;” >CIO4~ >H,0

DalSim faktorem, ktery ovliwje termodynamickou stabilitu vazby mezi platinou
a ligandem je takzvany trans-efekt. Je to schophigandu usnambvat substituci
ligandi, které jsou uci nému v poloze trans [23]. U cisplatiny jsou na cenira
platinovy atom navazany v poloze trans vzdy chimridiont a NH skupina, z nichz
chloridovy atom vykazuje &Si trans-efekt nez NH a vazba mezi platinou
a chloridovym iontem je destabilizovanaikkbadem znén vlastnosti pouhou zamou
polohy ligand je trans izomer cisplatiny — transplatina (obraggk24]. Jak cisplatina,
tak jeji trans izomer p#tdo skupin komplek s centralnim atomem platiny v oxishm

stupni Il a oba komplexy majtvercow planarni symetrii.
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Obrazek 6. Strukturni vzorec transplatiny

Pro vlastni protinadorovouc¢innost komplexu nejsouttezité pouze samotné ligandy
navazané na centralni atom cisplatiny, ale takihjeyspdadani. Transplatina je
protinadoro¢ neaktivni a je meén cytotoxickd ve srovnani s cisplatinou [25].
U transplatiny jsou v poloze trans vzdy dva stéigendy, dochazi tedy ke vzajemnému
vyruSeni trans-efeit a ligandy odstupuji ménochotr, nez je tomu u cisplatiny.
Chloridové anionty u cisplatiny tedy ve vodném pifedi odstupuji podstatrrychleji
nez u transplatiny. A tedy ve vodném ptedi probiha hydrolyza (vygna
chloridovych iontt za molekuly vody), ktera jeipdpokladem pro reakci cisplatiny
s DNA, snaze u cisplatiny nez u jejiho trans izameékminoligandy jsou k vymrné

za vodu relativa inertni a k jejich odstupovéani tedy nedochazi.

o *H0 ) +H,0 N
cis-[Pt(NH; 2, Ch] - cis-[Pt{INHz ) (FeO)C]™ + CT T cis-[Pt(NH; ),(FhO);] 7 = CT
! 2
-E.'.‘ Kﬁf
-H || +HT -H || +H

cis-[Pt(NH), CI(OH)]° cis-[PtNEL),(H,0)(OB)]” + CT
Kﬂ)

+H

-H

cis-[PH(NIL),(OH),1°

Obrazek 7: Rovnice hydrolyzy a deprotonizace cisplatiny welvém prosedi

Cisplatina ziska éhem hydrolyzy kladny naboj a stava se elektrof{obrazek 7).
Hydrolyzovany komplex iechazi ve slab kyselém nebo neutralnim priesdi
do deprotonizované formy, ktera je stabilni. Z e vody vznika hydroxy skupina.
Hydroxylova skupina tvd s centralnim atomem vazbu mnohem st&Ein nez

chloridové anionty a voda, jak plyne z vySe #aviané afinitniady.
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Pro reaktivitu cisplatiny jsou velice vyznamné gdrdwa kroky hydrolyzy, a to z&ma
chloridovych ionti za molekuly vody. Rovnovazné konstanty & K, pro tyto dva

kroky mizeme vyjadit dle nasledujicich vztaihobrazek 8):

[CI™ )[cis — (PH(NH,),(H,0)CI)']
[cis — (PHNH;),C1L )]

1

[CI™ N[cis — (Pr(NE), (H,0), )]
[cis — (Pr(NH,), (H,0)CT ']

K:=

Obrazek 8 Rovnice pro rovnovazné konstanty pro prvni dwakigrhydrolyzy

cisplatiny

Z rovnic pro rovnovazné konstanty vyplyva, Ze ndémistejné, v jakém prasdi

k hydrolyze dochazi, protoZze peém hydrolyzované formy v roztoku zavisi
na koncentraci chloridovych iaint Mnozstvi hydrolyzované formy v roztoku klesa
srostouci koncentraci chloridovych iant V roztoku s vysokou koncentraci

chloridovych iont se cisplatina nachazi vyhradwn nehydrolyzované dichloroforn

2.2 Distribuce cisplatiny v buikach

Ve fyziologickych podminkach krevni plazmy, coz odfwa hodnat 104 mM
koncentraci chloridovych iofit(pH 7,4), tvai dichloro a chlorohydroxo forma asi 93 %
vSech pitomnych forem. Jina situace je v cytoplazrurek, kde je koncentrace
chloridovych iontt vyznamr nizsi, a to 4mM a hydrolyzované formy cispaltingii
asi 33 % [26]. Tato skuteost umo#uje podani cisplatiny intravendgnprotoze
v krevnim feCisti cisplatina aAstava v neaktivnim neutralnim stavu, ktery uimgé
pasivni transport figs plazmatickou membranu donky, kde dochazi k hydrolyze
a cisplatina se stava reaktivni klgdmabitou molekulou.

Cisplatina reaguje neselektins iznymi ¢astmi buiky, membranami, proteiny,
nukleovymi kyselinami. Cisplatina také och®tmeaguje s malymi, ale ttbZitymi
molekulami, jako jsou ¢které aminokyseliny (cystein, metionin, histidinghutation.
Bylo zjiSttno, Ze po vazb platnatych komplek na glutation prawpodobré dochazi

k jejich aktivnimu transportu z Bky. Transplatina reaguje s glutationem 360 krét

rychleji, coz niize casté&ne vyswitlit jeji nizSi cytotoxicitu. Vazba cisplatiny naqgieiny
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inhibuje jejich enzymovou aktivitu, ale nebyla paaléna zadna vyznamna korelace
mezi touto vazbou a inhibici b&mného fistu ¢i cytotoxicitou cisplatiny [27]. Oproti
tomu mnoho experimeit dokazalo, Ze rozhodujicindinitelem pro cytostatickou

acinnost je vazba cisplatiny na DNA.

2.3 Struktura DNA

Molekula DNA se skladad z nukleotid které jsou vytvieny z gtiuhlikoveho
monosacharidu (2-deox}D-ribéza), z kyseliny trihydrogenfosfamneé (HPQOy)

a z purinovych — adenin, guanin, nebo pyrimidindvipézi — cytosin, tymin. Spojenim
purinové nebo pyrimidinové baze N-glykozidovou wvazbs deoxyrib6zou vznikne
deoxyribonukleotid. Strukturnimicastmi polynukleotidovéhoretézce jsou zbytky
deoxyribdzy, spojené fosfodiesterovymi vazbami.oTatruktura je ozri@mvana jako
pentdzofosfatova kostra. DNA se &e5€ji vyskytuje v podob tzv. dvouSroubovice,
kterd se sklada ze dvou polydeoxyribonukleotidovyetizci, které jsou navzajem
komplementarni a uspadany antiparaletn Uplatiuje se zde tzv. Watson-Crickovo
parovani bazi (obrazek 9), podiéhnz se progednictvim vodikovych vazeb paruje

guanin s cytosinem a adenin s tyminem.

—  Mucleoide |

Obrazek 9 Struktura DNA
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2.4 Vazba cisplatiny na DNA

Cisplatina se vaze na DNA. Tato skirtest souvisi s protinadorovymiagnbenim
cisplatiny. Jak jiz bylo zmimo, cisplatina seip chemoterapii aplikuje intravendzn
a bthem hydrolyzy ziska kladny naboj. V neutrdlnim piedi je DNA diky zapora
nabitym fosfatovym zbytkm v jeji cukrfosfatové kot polyaniontem. Dochézi tedy
k elektrostatickému fftahovani mezi cisplatinou a DNA. Vazba cisplating DNA
probih& ve dvou krocich — v prvnim kroku vznikneisplatiny klad@ nabity monoaqua
stav, a to diky odstoupeni jednoho [@landu a jeho vygné za vodu. Tento komplex
je elektrostaticky fitahovan k DNA. Voda je nahrazena nukleafjiim atomem béaze
(zpravidla N7 guanin),¢imz vznikne monofunini adukt. Ve druhém kroku
je hydrolyzovan také druhy Qigand (pokud je v blizkosti dalSi vhodné ré&akmisto)
a poté taktéz nahrazen atomem béaze, vznikne takKiii vazba s DNA (obrazek 10)
[28].

Reakee ¢ bioraolekularo

oheabmjicirg sin,
RNA,
Mitochondriglni DN;‘
3 24
II_.IN\ /G H,u\ /GI uﬁ\ /Dmd HaM ~ /O]ﬂ
Pt ot Ll Pt
. Na | oawe” DabO 7 Ng HO 7 S
Cisplatina i |
) _l_ — = — Jader obal
Krev. Cytoplasma - l T
[C1]-100mM [C1] ~ dmb .- .
- /
’ b
. £ ’P]l |{
S IAC IEC Tulomn-adukt

Obrazek 10 Schematicky proces vstupu cisplatiny dakypo intravenézni aplikaci

a reakce cisplatiny s DNA
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Vazebnd mista na DNA ideme sEadit podle reaktivity s cisplatinou nasledévn
guanin-N7 >> adenin-N7 > cytosin-N3 > adenin-N1][ZBe sterickych dvoda jsou
piistuprejSi heterocyklické dusikové atomy v poloze 7 guarénadeninu, které jsou
orientovany do velkého Zlabku. Vazba na N3 cytosanN1 adeninu je znesnagia

parovanim bazi (obrazek 11) [30].

— = -

T —
velky Zlabek velky Zlabek
/ T
O

DS
|
_ N =N s )
\<” [ ?ij’/ \ <’ A N
M—H—G N ONTN N
'!' ||_| *‘XC Cy e
N malj zlabek // 1 & maly ziabek )
A o B T

Obrazek 11 Schematické znazaini Watson-Crickova parovani bazi a urmnst
vazebnych mist pro platinové komplexy
A) guanin (G) — cytosin (C)
B) adenin (A) — tymin (T)

2.5 Adukty tvoirené cisplatinou na DNA

NejcastjSim aduktem cisplatiny na DNA je vniteigzcova vazba tohoto komplexu
ke dwma sousednim guaninovym zbitk v jednomrietézci. Takto vznikly adukt se
ozna&uje jako 1,2-GG-IAC (obrazek 12 a) a tv@z 60 % vSech adukicisplatiny.
Cisplatina se rive dale vazat na sousedni deoxyadenosin a deoxygjoarkde
adeninovy zbytek se nachazi vzdy na 5 konci. T&paaduktu se oziaje jako 1,2-
AG-IAC (obrazek 12 b) a twd priblizné 20 % navazané cisplatiny. DalSi typem aduktu
je vnitrorettzcova vazba cisplatiny na dva guaninové zbytkyétmtd od sebe jednim
nukleotidem, oznalje se jako 1,3-GG-IAC (obrazek 12 c), tvasi 10 % navazané
cisplatiny. Dale mZe cisplatina vytvid&et vazbu mezetzcovou, a to mezi d¥na
guaninovymi zbytky v komplementarni¢btzcich v sekvenci 5-GC-3". Tento adukt
se oznauje jako 1,2-GG-IEC (obrazek 12 d) a tvepol&né s monofunkné (v N7
pozici guaninovych zbyt navazanou cisplatinou 5-10 % navazané cisplatiny
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nalinearni DNA. Uvedené hodnoty plati vSak pouze pnearni DNA. Pordr
zastoupeni se liSi v zavislosti na topologii DNA.
Z hlediska protinadorové aktivity se povazuji zangmné bifunéni adukty. Platnaté

komplexy tvdi ziejme i adukty mezi DNA a proteiny [31].

3" 5 3 5 3 5 3 5
/
Pt// ".. Pt// P Pté
s>
<
a b c / d
5' 3 5 3 5 3 5 3
Obrazek 12 Grafické znazorni adukf cisplatiny
a) 1,2-GG-IAC
b) 1,2-AG-IAC

c) 1,3-GG-IAC
d) 1,2-GG-IEC

2.6 Strukturni zmény indukované vazbou cisplatiny na DNA

Vazba cisplatiny na DNA Zjsobuje zmnu jeji konformace v okoli vzaby. Rozsah
a typ distorze zavisi na typu aduktu (obrazek B2,[32].

Globalni projevy, které jsou pozorované po vazitsplatiny zahrnuji ohyb, rozvijeni
dvouSroubovice a zkracergttzce DNA [33]. NefastjSi adukt cisplatiny 1,2-GG-IAC
vyvola ohyb DNA o 34° sirem do velkého Zlabku a rozvinuti dvouSroubovick3o.
Po vytvaeni tohoto aduktu dojde k zuzeni velkého Zlabkezsieni zlabku malého.
Vnitrotettzcovy mistek 1,2-AG-IAC zjsobi podobny ohyb i rozvinuti DNA. DalSi
vnitrorettzcovy mistek 1,3-GG-IAC zfisobi podobny uhel ohybu, a to 35°, ale rozviji
DNA o 23°. Mnohem vyrazfSi zmény vyvola mezettzcovy mistek 1,2-GG-IEC,
ktery ohne DNA o 45° stmem do malého Zlabku a rozvine ji o 79° (tabulka 1)
Cytosinoveé zbytky, které by se za normalnich oksihparovaly s guaninovymi zbytky,
na nichz je navazéna cisplatina, jsou vysunuty mimplex a neinteraguji s ostatnimi
bazemi [32].
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Tyto strukturni zminy zahrnuji charakteristické rogsni malého Zlabku, coz je velice

dulezité pro rozpoznani a vazbu inych proteit.

Typ mustku Rozvinuti Ohyb
1,2-GG-IAC 12-13° 34° do velkého Zlabku
1,2-AG-IAC 12-13° 32-35° do velkého zlabku
1,3-GG-IAC 23° 32-35° do velkého Zlabku
1,2-GG-IEC 79° 45° do malého zlabku

Tabulka 1: Prehled konformeénich znén DNA zpisobenych vazbou cisplatiny

Obrazek 13 Strukturni znény DNA indukované adukty cisplatiny
A) 1,2-GG-IAC
B) 1,3-GG-IAC
C) IEC mastek
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2.7 Termodynamickeé vlastnosti DNA modifikované
cisplatinou

Kovalentni vazba kompléx platiny na DNA indukuje strukturni zny (naruSeni
parovani  bazi, rozvinuti, ohyb dvouSroubovice), r&kte se promitnou

i do termodynamickych zém DNA. Vazba klad#é nabitych komplef platiny zpisobi
uvolréni kladnych ioni z mista vazby a svym vlastnim kladnym nabojem iddigt
zaporny naboj cukrfosfatové kostry. Takto vazbatipiewych komplex prispiva
ke znen¢ termodynamickych vlastnosti DNA.

Pro studium termodynamickych paraniemodifikované DNA se pouzivaji kratké
fragmenty DNA o znamé sekvenci #pré definovanym aduktem komplexu.
Srovnanim s hodnotami ngtenymi i pro nemodifikovanou DNA #iZeme ukit

Z jejich rozdilu zminu teploty tani a také rozdil 2m entalpie, entropie a volné energie
po navazani komplexu na DNA.

Nejcastjsi vnitrorettzcovy mistek 1,2-GG-IAC cisplatiny sniZuje termodynamickou
stabilitu DNA. Destabilizace DNA jetgwodu entalpického a jgasténé kompenzovana
entropickou stabilizaci [34, 35, 36].id@lpoklada se, Ze ohyb osy dvousSroubovice
indukovany niistkem 1,2-GG-IAC cisplatingast&né kompenzuje destabilizaci DNA
zpasobenou vytvienim tohoto aduktu [34, 37]. Bylo také prokazanme,rédzpoznani
adukti cisplatiny bugcnymi proteiny zavisi na e termodynamické destabilizace
indukované vytveenim aduktu. Ndist termodynamické destabilizace ugpbuje
sniZzenou vazbu proteinu HMGB1 na DNA obsahujiciGE@-IAC mastek cisplatiny
[35, 38].

Termodynamické parametry, které charakterizuji eisplatiny a jinych protinador@v
acinnych komplex na energetické vlastnosti DNA mohou byt vyuZityo prceni
faktori ovliviujicich rozpoznéni a vazbu modifikované DNA spekifimi proteiny,
které vyrazg ovliviuji protinddorovy dinek platinovych cytostatik.

Experimenty za pouziti diferéni skenovaci kalorimetrie prokazaly, Ze vazba eispy

na DNA usnaduje denaturaci DNA a sniZuje jeji teplotu tani.
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2.8 Vliv cisplatiny na replikaci a transkripci DNA, apoptdza

PoSkozeni DNA po modifikaci cisplatinou ma nesgoxtiv na jeji funkci. Zasah
do proces replikace a transkripcetie mit pro biiky vazné nasledky [39].

Bylo prokazano, Ze cisplatina zastavuje replika®ADn vitro [40]. VaZe se na DNA
a blokuje DNA polymerazu [41]. Experimenty, kter® zbyvaly posouzenim vztahu
mezi inhibici replikace, cytotoxicitou a b&imym cyklem iniciovaly vznik hypotézy,
podle které mze byt podstata protinadorovychiiiki cisplatiny i inhibice transkripce
[42]. Bylo nasledn zjiSttno, Ze biiky vystavené fisobenim cisplatiny prosly S fazi
(ve které probiha replikace DNA), ale byly zablo&ny v G fazi. Ri nizké koncentraci
cisplatiny byly buiky zablokovany v @ fazi pouze deéasrg, a to diky buscnému
opravnému systému. Oproti tomui pvysoké koncentraci cisplatiny byly tky
blokovany v G fazi az do spushi apoptdzy. Biikky zistavaji v G2 fazi vdsledku
blokovani transkripce génnezbytnych k prodhnuti mitézy [43]. Cisplatina tedy
inhibuje také transkripci a spousti programovanmu $uiky (apoptdza).

2.9 Proteiny se specifickou vazbou na DNA modifik@anou
cisplatinou

Prestoze cisplatina dokaze inhibovat replikaci i $kaipci, je patrné, Ze na procesech
vedoucich az k apoptéze ity se podileji je$t dalSi faktory, a to buiné proteiny,
které se specificky vazi na adukty cisplatiny [4¥4.znamo mnoho takovych protigin
nagiklad proteiny zdastujici se excizni nukleotidové opravy — XPE, XPA,ARR5],
dale ERCC1 [46], nebo proteiny &astiujici se opravy nespravného parovani bazi
.mismatch repair‘, a to nap MutSu [47]. DalSi skupinou protein které se taktéz
vyznauji specifickou vazbou na DNA modifikovanou cisptau jsou tzv. HMG
proteiny (HMG = high mobility group). Tyto proteipgou nehistonové chromozomalni
proteiny, hrajici velice @ezitou Ulohu pi vytvareni vysoce organizovanych struktur
DNA v chromatinu. Tyto proteiny obsahuji konzervafidoménu (80 aminokyselin),
umozujici vazbu na DNA (tzv. HMG box). Bylo objeven® EEIMGBL1 protein se vaze
selektivre k 1,2-GG-IAC, 1,2-AG-IAC a 1,2-GG-IEC aduikh cisplatiny, ale nevaze se
k monofunknim adukim a k 1,3-GG-IAC adukim. Po objeveni¢tchto vazeb HMGB1
proteini na DNA modifikovanou cisplatinou byl vysloven nézktery vyswtluje alohu
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HMG proteini v protinddorové &innosti cisplatiny [48]. HMG proteiny se pevnazi
k aduktim cisplatiny a brani tak jejich odstkam opravnymi mechanismy biy.
Pretrvavajici adukt poté vyvola zmy DNA, které brani jeji replikaci i transkripci,
a v kon€né fazi indukuji apoptozu (nebo i nekrozujky (obrazek 14) [49].

OPRAVA
OPRAVNY —_—

KOMPLEX

HMG
PROTEIN

OPRAWVA,

BLOKOWVANA

Obrazek 14 Schematické znazani (Cinku HMG proteirii

2.10 Oprava DNA

Burika je vybavena repamaimi mechanismy, diky kterym jsou odsioaany poskozeni
vznikla na DNA, & uz pisobenim nezadoucich latek z okoli, nebo vlivem Jkéni,
ale taktéZ psobenim protinadorovych terapeutik na bézi platiRyaw aktivace
opravnych mechanisimv nadorovych bikach bohuzel zria¢ sniZzuje efekt cisplatiny.
Na odstraéaovani aduki cisplatiny se podili hlawnnukleotidova excizni oprava (NER
= nucleotide excision repair), ktera je vyuzivdnapkavam mnoha poskozeni DNA
[50]. Postizené misto je vysteno z DNA ve formd fragmentu [51]. Kror tohoto
excizniho mechanismu existuji dalSi typy repareh mechanisin které maji také vliv
na cytotoxicitu aduki cispaltiny.

Opravné mechanismy hraji velice vyznamnou roli nddné odez¢ na pisobeni

cisplatiny [52].
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2.11 Burgéna rezistence na cisplatinu

k podavané latce. Rezistence &kine jejich schopnost tolerovat davky podavanych
latek, které by byly pro normalni tku toxické. Nekteré nadory jsou rezistentni uz
od paiatku, rekteré ziskaji rezistenci teprve uipthu |I&by. Rezistence k cisplatin
muze zahrnovat mechanismus, ktery limituje tvorbukailunebo zahrnuje zvySenou
opravu vzniklych adukt ¢i zvySenou toleranci k vyslednému poskozeni DNAorba
adukti maze byt také limitovana snizenou akumulaci cispjatinnaktivaci cisplatiny
glutationem a proteiny, které obsahuji thiol, jejickoncentrace se tuhe zvysit
po zahdjeni ky [53].

Je patrné, Ze na rezistendiévcisplatin se podili vice faktdr, coz velice znesn#dje

studium &chto proces.
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3 TERMODYNAMICKE ZAKONY A DEFINICE

Jak jiz bylo uvedeno vyse, platinové komplexy séivwi&a DNA kovalent& a touto
vazbou indukuji strukturni zény DNA. Tyto zneény maji znany vliv
na termodynamické vlastnosti DNA, které jsou hlaviématem této diplomové prace.
Abychom mohli termodynamické vlastnosti DNA studipya teba znét jejich vyznam
a definice. Termodynamika se zabyva kmiitenergii systéf) tedy tepelnou energii.
Kazdy termodynamicky systém je definovan soustavelicin, které se nazyvaji
stavové funkce. Stavova funkce je takovadiedi, jejiz znéna neni zavisla na cést
kterou byla tato z®&na uskuténéna. Zavisi tedy jen na pateinim a konéném stavu,
ale nezavisi na #igobu, jakym se systém dostal z@mniho stavu do stavu
kone&neého.

V néasledujicim textu jsou definovany zakladni stevaelciny, které charakterizuji

termodynamickou stabilitu DNA aty termodynamiky, kterymi se tyto véiny ridi.

3.1 Prvni wta termodynamiky

Je to v zakladnim principu zakon zachovani enepgte termodynamické &e. Tato
prvni termodynamickédta popisuje vztah mezi viiiti energiiU definované soustavy,
vykonanou pracWV a teplenQ, vyménénym s okolim:

AU = Ugon —Upoe =Q +W
Zmeéna vnieni energie systéemuippirechodu z peateiniho stavu do korsemého stavu je
dana so&tem teplaQ a pracew pii tomto prechodu soustavouigatych. Znenu vnitni

energie termodynamické soustavy je moznésapit gidanim nebo odebranim tepla

nebo mechanické energie, tzn. vykonanim préace.

3.2 Druha wta termodynamiky

Je to velmi dlezity termodynamicky zékon &wjici prirozeny snér, kterym girodni
procesy probihaji. Stavova wghia, kterd charakterizuje $mvyvoje systému, se
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nazyva entropi&. Zmena entropie soustavyipreverzibilnim @ji je rovna podilu tepla
Qrev piijatého soustavou a teploty soustayypri které k dji doslo:

— QT‘BU
T

AS

Entropie adiabaticky izolované soustavy (nedocHatdpelné vyrminé s okolim) se
béhem reverzibilniho f@chodu nerni (AS = 0), v gipac prechodu nereverzibilniho
roste AS> 0). Tedy entropie izolované soustavy nikdy ne&le

Pokud se na entropii budeme divat z mikroskopick#bdiska, nize byt zjednoduSeén

pojmenovéana jako mira neuspdanosti soustavy. Jednotka entropie je™Jr€bo

cal-K*.

Pro reverzibilni proces za konstantniho tlaku plati

AS_AH
T

3.3 Entalpie

Stavova veliina entalpieH je formulovana na zakladtavovych veliin vnitini energie

soustavyy, tlakup a objemu soustawy:
H=U+pV

Pokud uvazujeme izobarickou stavovoucmnn (tedy tlak v sousta@je bithem echodu

konstantni), pak pradV vykonanou soustavou vyjéithe nasledujicim vztahem:
W =—-A@V)
Kdyz zaW dosadime dleipdesSlého vztahu do prvndty termodynamiky, dostaneme:

AU = Q — A(V)
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a zmenu entalpieAH vyjadiime vztahem:
AH = AU + A(pV)
Spojenim dvou poslednich rovnic dostaneme vztatzmpemu entalpie:
AH = Q
COZ znamena, Ze zZma entalpie soustavyigejim prechodu je rovna teplu, které bylo
vyménéno s okolim. To vSak plati pouze z#gegpokladu, Ze figchod byl uskutaén

za konstantniho tlaku a bez v§my neobjemové prace (napelektrické) s okolim.

Jednotkou entalpie je J nebo cal (1 cal = 4,184 J).

3.4 Volna energie (Gibbsova)

Volna neboli Gibbsova energig je definovana vztahem:
G=H-TS

Pro znénu volné energie za konstantniho tlaku a tepladyipl

AG = AH — TAS
Za konstantniho tlaku a teploty je &ma volné energie soustavyi gamovolném ¢&i
zaporna AG < 0), @i rovnovazném &i probihajicim vratd je nulova AG = 0) a dj,
ktery nemize za danych podminek samovoprokthnout, je charakterizovan kladnou
zmeénou volné energieAG > 0).
Zména volné energie je svazana s rovnovaznou konst#nhtite vztahu:

AG® = —nRTInK

kden je latkové mnoZstviR je molarni plynovéa konstantalge teplota.
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Obecré lze volnou energii vazby na DNA vyjat jako souwet psti zakladnich
piispsvki:

AGeer = AGygons + AGeyr + AGhyd + AGjon + AGpyo

Kde AG.¢ je celkova energie, ktera se da experimentaladovatAGyons je prispivek
volné energie, ktery vznikne visledku konforménich znén DNA a molekuly, ktera
se vaze po vytieni duktuAGy, vyjadiuje ztratu transkni a rot&ni energie po vzniku
vazby. AGnyq je energie hydrofobniho transportu molekuly zo&mt do mista vazby
na DNA. AGon je zmEna volné energie po uvani ionti navazanych v mistvazby
pred vytvdenim duktu. AAGnq je energie, ktera se uvolnii wzniku vazby mezi DNA

a druhou molekulou.

3.5 Tepelna kapacita

Tepelna kapacita za konstantniho tl&gje definovana vztahem:

. = (6H)
P oT p=konst

Tepelna kapacita je vélna udavajici teplo, které je geba dodat za konstantniho tlaku
soustay, aby se oféla o jeden Kelvin teploty. Udava se v J-Kebo cal-K. Zmna

entalpie pi izobarickém dji mazZe byt pak vyjatena pomoci tepelné kapacity:
Tkon
AH = f C,dT
Tpoé
Kde Tyo: @ Tion jSOU teploty soustavy na §dtku a na koncide.

VSechny uvedené termodynamické #ely byvaji vztazeny na molarni mnozstvi latky.

Souhrn zékladnich termodynamickycét & termodynamickych veln byl vypracovan
na zaklad podklad: z literatury [54, 55].
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4 TERMODYNAMICKA STABILITA DNA

4.1 Sily stabilizujici DNA

DvouSroubovicova DNA je v rovinbazi (horizontalni s#m) stabilizovana vodikovymi
mustky, které vznikaji mezi bazemi v ramci WatsoneKova parovani bazi. Adenin se
paruje s tyminem a guanin s cytosinertitgpn mezi adeninem a tyminem se vyfva
dvé vodikové vazby a mezi guaninem a cytosinmddikové vazby (obrazek 9). Tyto
vazby jsou elektrostatického typu, jejich velikog negimo uUnerna kvadratu
vzdalenosti a ffmo unerna velikosti parcialniho naboje na atomech, ksgodileji
na vodikové vazb(atomy N, H, O). Vodikové vazby jsotilglizné tticetkrat slabsi nez
kovalentni vazbaHp = -10 kJ/mol).

Sily, které stabilizuji dvouSroubovicovou DNA v keém snéru na rovinu bazi
(vertikalni snér) jsou dipdl-dipdlové interakce, Londonovy disparsily a hydrofobni
interakce. Kazda baze nukleové kyseliny ma perntahetipdlovy moment, ktery
ovliviiuje jeji elektrostatické vlastnosti. Londonovy dismi sily jsou dsledkem
nerovnondrného rozlozeni elektrického naboje ugpbeného fluktuaci elektronove
hustoty. Dochazi ke vzniku tzv. indukovanych dipokteré mohou polarizovat
elektronové hustoty okolnich atémTouto polarizaci vzniknou indukované paralelni
dipoly, které se vzajemdnpiitahuji [56]. Londonovy sily a dipdl-dipdlové intdce
vedou k pitahovani bazi, které jsou umisy nad sebou. #hydrofobnich interakcich
dochazi k minimalizaci kontaktu nepolarnich skupNA s molekulami vody.
Nepolarni skupiny DNA jsou baze, které jsou usmgtuvnit dvousSroubovice DNA.
Béze se vrstvi nad sebou,ikvminimalizaci kontaktu nepolarnich bazi s molekl
vody. Tyto interakce se oz&igi jako ,stacking” interakce. Zjistilo se, Ze s&tacking”
interakce projevuji vyrazii u purinovych bazi nez u pyrimidinovych bazi. Ved
stabilizace ,stacking” interakcemi je zavisla n&wncich DNA. VSechnyfedeslé i
interakce tedy vedou k usigmlani bazi nad sebou.

Molekula DNA je jako celek hydratovana. Molekulydyojsou vodikovymi nistky
navazany do velkého Zlabku a wyitef tak hydratani obal molekuly, ktery stabilizuje
strukturu dvousroubovice. JiZ je uvedeno vySeaheagna molekula DNA je polyaniont
diky zaporg nabitym fosfatovym skupinam v cukrfosfatové kedDNA. Tyto zaporné
naboje vSak také #Zpobuji destabilizaci duplexu DNA \isledku elektrostatického
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odpuzovani zapoen nabitych cukrfosfatovych koster jednotlivyciettzai. Tyto
odpudivé sily jsou odstrany, pokud se v roztoku nachazeji kationty, kterév&gji
kolem DNA iontovou atmosféru, ktera odpudivé silgstiuje a tim zvySuje
termodynamickou stabilitu DNA.i3psvky jednotlivych interakci jsou velmi malé, ale
diky jejich mnozstvi a kooperatig¥rnvznika stabilni dvouSroubovicova molekula DNA
[57].

4.2 Denaturace kratkych fragmenti DNA

Denaturace neboli tani DNA jeijd kdy dochazi k feruSeni vazeb megzetzci DNA

a k ndslednému odetkni ®chto tetzci. Denaturaci DNA mZeme realizovat
nésledujicimi zfisoby — zvySenim teploty, extrémnim sniZzenim komeert iont

v roztoku nebo extrémnim snizenith zvySenim pH. B denaturaci DNA dochazi
k rozpadu jejiho hydrataiho obalu v dsledku tepelného pohybu molekul vody,
dochéazi také kigruSeni vodikovych vazeb mezi bazemi a k vyraznéramseni
.stacking” interakci. Rechod dvoietzcové DNA na dva samostatné a é&ddé
fetzce je charakterizovan teplotou tani, ktera se @gagako T,,. Je to teplota, ip
které je zdenaturovana pegedna polovina molekul DNA [58]. Tato véiina je zavisla
na sekvencich DNA a koncentraci DNA v roztoku. Kmiku dvouSroubovice dochézi
snaze f vysSi koncentraci. Déle teplota tani zavisi nandemtraci kladnych ioft

v roztoku. Ta roste s logaritmem koncentrace kaiioAby DNA zdenaturovala, je
tteba do systému dodat teplo. Jedna se¢joeddotermicky a entalpie je kladna.
roste a systémipjde do entropicky stabidfsiho stavu. Tani DNA je charakterizovano
termodynamickym vetinami AS, AH a AG, které popisuji stabilitu DNA. Hodnoty
téchto stavovych velin odpovidaji vellinam gislusSnym vzniku dvouSroubovicové
DNA z jednotlivychietézci. LiSi se jen znaménkem [59].

KdyZz AH roste, roste i stabilita molekuly. KdyH klesa, dojde k destabilizaci. Pokud
roste mira neuspadanosti systému, klessS. A pokud klesa mira neusfamanosti
systému, rostaS. V pripad zdenaturovaného stavu DNA jét§i mira neusga@danosti

systému nez u dvouSroubovicové DNA [59].
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Teplotu tani kratkych fragmeintDNA vypocitame ze znamych termodynamickych
veli¢in, za redpokladu dvoustavovéhagehodu, coz je u kratkych fragmeéniijatelna

aproximace:

. AH
" as—R-in ()

kde AH je znEna entalpie AS zme¢na entropie, ktera doprovazi denaturaci DNA,je
teplota tani,R je molarni plynova konstanta (8,3145 Jniol), C. je celkova
koncentrace jednotlivychiettzci, parametro nabyvd hodnoty 4 pro dva odliSné
komplementarnfetzce a 1 pro selfkomplementaieiczec.

Zavislost teploty tani na koncentraci katibnzahrneme do rovnice figanim

logaritmickéhaglenu:

. AH
" AS—R-ln(%)

+ 16,6 log[Na*]

Teploty tani kratkych fragmeinDNA, vypciitané dle uvedeného vzorce, jsou zpravidla

velice blizko experimentalnim Gdap [60].

4.3 Diferenéni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie je metoda, ktera nam um@ nefit
termodynamické vlastnosti DNAfimo. Je to metoda kalorimetricka, tedy metoda,
pii niz métime teplo. Slovo difereémi v ndzvu metody znamena, Ze je zaznamenavan
rozdil mezi teplem ifjatym vzorkem a teplemipatym referentnim roztokem (pufr).
Slovo skenovaci znamend, Zéhbm ngieni se mini kontinual® teplota, tedy vzorek
skenujeme v witém teplotnim intervalu. Diferémi skenovaci kalorimetr (DSC) je
zarizeni, které nam umadje kontinuald metit tepelnou kapacitu v zavislosti
na teploé. DSC gistroj obsahuje dvcely na kapalné vzorky o objemu asi 0,75 ml.
Tyto cely jsou plnitelné kapilarami a spojené tethapnkem. Cely jsou umi&ty

v adiabatickém plasti [61]. Teplota je kontinuélménéna (zvySovana nebo snizovana)
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elektrickymi topnymi &lesy vrozsahu od -10 °C do 100 °C. Ochlazovani je
zabezpeéeno Peltierovymélanky (obrazek 15).

7 ‘2
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Obrazek 15 Schéma DSC
1 — cela se vzorkem
2 — cela s referentnim roztokem
3, 4, 5, 6 — elektricka topndlesa
7 —¢idlo zaznamenavaijici rozdil teplot mezi celami
8 — adiabaticky plas

Kdyz v cele se vzorkem dochazi k denaturaci DNAd{dermicky @j), je cast tepla
spotebovana na jib¢h této reakce.iiPdodani stejné energie do obou cel je teplota cely
se vzorkem nizZSi neZ teplota cely referentniisiedku toho, Ze&ést energie nebyla
spotebovana na zvySeni teploty cely, ale na probihajidbtermickou reakci. Teplotni
¢idla zaznamenavaji rozdil teplot mezi celami a B&u se vzorkem je fjvedeno
dodaténé teplo, které uvedeny rozdil vyrovna. Nastedindana elektricka energie
do elektrickych topnychetes, které ofivaji celu se vzorkem je zaznamenana. Uvedené
teplo, které je dodané do cely se vzorkem navizn@amenana elektrickd energie), je
piimo unerné znené entalpie spojené s endotermickyijean uvnit cely. Diky zname
koncentraci vzorku uvnitcely a namsfenym dalm se pevede zavislost elektrické
energie na tepldtna zavislost tepelné kapaciy, na teplot. Vysledek ndieni je pak
zavislost rozdil tepelnych kapacit cely se vzorkem a cely refelientadvislosti
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na teplo¢. Je to tzv. termogram. Z termogramu V§ip@me zmdnu entalpie fisluSnou
dané reakci a to jako obsah plochy padilkou. Podobnym zjsobem vypoitame
i entropii, jestlize do grafu pomoci znamych daheseme zavislostCy/T na teplot.

Zmeéne entropie pak odpovida zase obsah plochy gimttdu (graf 1).

A 7\ B N
|III|I Illl III|II II|
ACp e"fl I". ACp .#; I'-,
IIIII T zl'll I'.III
mocha:&ﬁx\ /é!ﬂchq:;ﬁ‘\“\
S I .
T(°C) T("C)

Graf 1: Zaznam denaturace kratkého fragmentu DNA
A — obsah plochy podrkrkou zavislostiAC, na teplot je roven zniné entalpie
B — obsah plochy podtivkou zavislostiAC,/T na teplot je roven znmin¢ entropie

Poté niizeme vypditat dle vySe uvedenych rovnic Znu volné energi€i teplotu tani.
Z jednoho niteni diky DSC obdrzime vSechny zakladni termodynkénjgarametry,

které charakterizuji endotermickyjd/ cele [62].

Ze zaznamu zavislosti tepelné kapac¢, na teplot, ktery ziskame diky DSC
muzeme také najit hodnotu Zny tepelné kapacity mezi pateenim a konénym
stavem, a to extrapolaci usetermogramu fed a po denaturaci DNA na teplotu tani,

jejich rozdil je pakAC, (graf 2).
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Graf 2: UrceniTy aAC, z termogramu

Diferenni skenovaci kalorimetrie se heéjna s uaspchem vyuziva ke studiu

termodynamickych vlastnosti DNA a ke studiu vlivu azby ligand

na termodynamickou stabilitu DNA.
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EXPERIMENT



CIiL PRACE

v

Modifikovat kratké deoxyribonukleotidové duplexy4(pai bazi) cisplatinou
a novymi dvojjadernymi komplexy platiny tak, aby sabovaly jeden

vnitrorettzcovy mistek mezi sousednimi zbytky guaninu.

Izolovat vzniklé adukty metodou vysokotlaké kapali@ chromatografie

a owfit spravnost modifikace.
Stanovit vliv vnitrdettzcové vazby cisplatiny a novych dvojjadernych
komplexi platiny na termodynamickou stabilitu DNA pomocifedereni

skenovaci kalorimetrie.

Owetit hypotézu, zda nové dvojjaderné komplexy platigymodynamicky

destabilizuji DNA mé# nez cisplatina.

39



5 NOVE DVOJJADERNE KOMPLEXY PLATINY

Nové protinadoro¥ (c¢inné dvojjaderné komplexy platiny (obrazek 16),ré&tdyly
pouzity v této diplomové praci, byly syntetizovadanem Reedijkem z Leidenské

univerzity v Nizozemi.

H3N
H3N NH; \ (NH3
R P
NN\ AN

C N OH N’N OH

- s/

/Pt\ Pt\NH
HaN N3 | (Nos), H3N 3 | (NO3),

AMPZ AMTA

Obrazek 16

Komplex 1 (AMPZ): [(cis-{Pt(NH)2}) 2(n-OH)(u-pz)](NOs)2 (pz = pyrazol)
Komplex 2 (AMTA): [(cis-{Pt(NH)2}) 2(u-OH)(u-tz)](NOs), (tz = triazol)

Predpokladal, Ze tyto komplexy destabilizuji DNA vmié mfe, a to jak z hlediska
termodynamického tak i strukturalniho [63]. Z tahakivodu se repatmi systémy
v mist poskozeni neaktivuji a nezi#ak protinadorovou aktivitleehto komplex.

Tyto bifunkéni komplexy vytvéi zejména vnitrtettzcové vazby mezi sousednimi
guaninovymi zbytky (1,2-GG-IAC), coz je zardvdaké nejvice zastoupeny adukt
cisplatiny. Hlavnim Ukolem této diplomové pracesjevnat termodynamické parametry
kratkého fragmentu DNA, ktery obsahuje vnig®zcovy mistek mezi sousednimi
zbytky guaninu vytveeny na jedné strancisplatinou a komplexem AMPZ nebo
AMTA na strarg druhé.
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Obrazek 17 Schematické znazani 1,2-GG-IAC aduktu po navazani cisplatiny
a dvojjaderného komplexu AMPZ vytieného na DNA (obdorAMTA)

Ohyb podélné osy dvojité Sroubovice DNA,igpbeny navazanim cisplatiny na dva
sousedni guaniny, je relat&rvelky (32—34°). Proto byly vyvinuty nové skeniny

na bazi platiny s azolatovym tstkem. VySe uvedené dvojjaderné komplexy platiny
obsahuji dva atomy platiny spojené timto rigidninistkem. Odstupuijici ligand je
hydroxylova skupina. Jednoduché geometrické uvadiywk gedpowdi, Zze po ztrat
OH skupiny se atomy platiny navazi na dva sousgdaniny (N7), coZz ma za nasledek
velmi malé zakiveni dvouSroubovice DNA (obrazek 17, 18) [63].
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D4 Bifunctional

B dinuclear Pi(ll)

Obréazek 18 Strukturni znény DNA indukované aduktem dvojjaderného komplexu
platiny s rigidnim nistkem [63]

Mustky dvojjadernych kompléx platiny na DNA ji rozviji asi o 15°, coz je velice
podobné jako u cisplatiny. Podstatny rozdil je v8akm, Ze dvojjaderné komplexy
indukuji minimalni dhel ohybu DNA [64].

Také bylo zji&no, Ze protinadorova aktivit&#ahto slodenin v rékolika nadorovych
burgénych liniich jeradow lepSi, nez je tomu u cisplatiny (tabulka 2). Bime linie se
ziskavaji pimo z nadorovych bu. Burgcna linie MCF7 pochazi z b&k nadoru
prsu, WIDR z busk nadoru tlustého ®va, IGROV z nadoru vajaiku, M19
z melanomu, A498 z btk nadoru ledviny a H226 z béiknadoru plice [63].

Hodnota 1G, (koncentrace komplexu platiny vyvolavajici padigsatentni inhibici
rastu burk) je mefitkem toho, jak je dané d&o efektivni. Tedy kolik je zapétbi

uréitého I&iva k inhibici daného biologického procesu o pofavi
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MCF7 WIDR IGROV M19 A498 H226
Cisplatina 2,33 3,22 0,56 1,86 7,51 10,9
Pt-pyrazol 0,06 0,12 0,59 0,05 0,53 0,68
Pt-triazol 0,09 0,40 0,13 0,19 1,24 2,72

Tabulka 2: 1Cso hodnoty slotenin na bazi platiny ugkterych burénych linii [63]

Z tabulky 2 je patrné, Ze pro téhvSechny uvedené b&mée linie jsou hodnoty 165 asi
desetkrat nizSi nez u cisplatiny. Nasledujici arpéilejSi studie &chto slodenin by

mely vyjasnit, zda budou uvedené latky vhodné praoikké testy.
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6 MATERIALY A METODY

6.1 Pouzité materialy

Sekvence oligonukleotidO1 a O2:

O1: 14-mer hornfetzec (top): 5-CTC TCTGGT CTC TC-3°
(Koncentrace: 383,5 pmal)

02: 14-mer dolnfetézec (bot): 5°-GAG AGA CCA GAG AG-3°
(Koncentrace: 273,6 pmal)

Oligonukleotidy byly zakoupeny od firmy VBC-bioteehvidre (Rakousko).

Nové dvojjaderné komplexy platiny:

Komplex 1 (AMPZ): [(cis-{Pt(NH)2}) 2(n-OH)(u-pz)](NGs)2

Komplex 2 (AMTA): [(cis-{Pt(NH)2}) 2(u-OH)(p-tz)](NOs)2

Komplexy 1 a 2 byly laskavposkytnuty prof. Janem Reedijkem z Leidenské unitye

v Nizozemsku.

Chemikalie:
Cisplatina (zakoupena od firmy Sigma Praha)
Deionizovana MillyQ HO

Roztoky procisténi oligonukleotid se specifickymi adukty na HPLC:
Roztok A: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH 7,4)

(Pozn.: Na 500 ml: 6,25 ml 4 M NaCl, 5 ml 1 M T@s)

Roztok B: 1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH 7,4)

(Pozn.: Na 500 ml: 125 ml 4 M NaCl, 5 ml 1 M Tri$) C

Roztoky pro polyakrylamidovou gelovou elektroforezu

1x TBE: 0,1 M Tris, 0,1 M hBO3, 2 mM EDTA (pH 8,0)

Zasobni roztok akrylamidu 40 %: 38 % (w/v) akryldmi2 % (w/v) N, N"-methylen
bisakrylamidu

Nanaseci pufr: 80 % neionizovany formanid, 50 mNs-boréat (pH 8,3), 1 mM EDTA,
0,1 % (w/v) bromfenolova mad0,1 % (w/v) xylencyanolova zeie
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Roztoky pro reakci s dimethylsulfatem (DMS):
DMS-pufr: 50 mM kakodylat sodny, 1 mM EDTA (pH 8,0)
DMS-stop: 1,5 M octan sodny, 0,1 mM EDTA (pH 529,ug t-RNA

Roztoky pro difereéni skenovaci kalorimetrii (DSC):

Fosfodiesteraza | (SVP = snake venom phospodisste firmy USB Corp,
Cleveland, OH, USA)

Pufr pro reakci s fosfodiesterazou I: 0,1 M Trisl(®,9), 0,1 M NacCl, 0,015 M Mggl
DSC-pufr: 10 mM fosfatovy pufr (pH 7), 150 mM NaCl

VSechny pouzité chemikalie byRistoty p. a., B vSech experimentech byla pouzita

ultracista voda (rezistivita 18 K.cm).

6.2 Metody

Experiment probihal na dvou mistech, v Olomouci Rarodowdecké fakuk
Univerzity Palackého a v Bénv Biofyzikalnim Ustavu Akademiesd Ceské republiky.
Na Rirodowdecké fakuk byla provedena modifikace DNA komplexy platiny
a separace oligonukleotid pomoci HPLC. Ostatni prace byla realizovana

v Biofyzikalnim Gstavu.

6.2.1 Modifikace DNA komplexy platiny

Horni fetzce oligonukleotid byly inkubovany cisplatinou (po dobu 24 hodin
pii teplo€ 37 °C) a komplexy AMPZ a AMTA (po dobu 72 hodif feplog 37 °C).

6.2.2 Separace oligonukleoti@l nesoucich mist# specificky adukt (1,2-
GG-IAC miastek) pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie
(HPLC)

Bifunk¢éni adukty byly purifikovany pomoci vysokotlaké képavé chromatografie
na gistroji HPLC WATERS 1525, s detektorem WATERS 2489/visible Detector
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s ionto-vynénnou kolonou MonoQ HR5/5 od firmy GE-Healthcaretdgradientem
koncentrace NaCl, gradientu bylo dosazeno michamnoki A a B (tabulka 3).
Detekce byla provasa @i vinové délce 260 nm v 0,2-0,8 M gradientu chlorid

sodného. Ritok byl nastaven na 1ml/min.

Nejdiive byly zaznamenany chromatogramy nemodifikovangtitponukleotidi. Poté
byly postup® zaznamenany analytické chromatogramy oligonuldeoti O1

S havazanou cisplatinou, komplexem AMPZ a komplerénTA.

Po 10 minutdch promyvani kolony neutrdlnim roztokbghy provedeny postugn
néastiky oligonukleotidh s platinovymi komplexy.

Podle rostoucich hodnot absorbance byly postuglebirany zreagované vzorky DNA
s komplexy platiny a byly ziskany preparativni chedogramy.

Cas [min] Roztok A [%)] Roztok B [%)]
0 80 20
5 80 20
35 20 80
36 0 100
40 0 100
41 80 20
45 80 20

Tabulka 3: Nastaveni gradientu pro vymyvani modifikovanytiganukleotich

6.2.3 Odsoleni pecisténych oligonukleotidi pomoci dialyzy

Dialyza neboli odsoleni oligonukleofidziskanych z HPLC byla provedena pomoci
dialyzaini membrany (MWCO 3500) zac¢élem odstragni ionti soli gitomnych
v mobilni fazi. Dialyz&ni membrana byla ipd vlastni dialyzou fikrat prevaena

v destilované vod kvili odstraréni konzervanich cinidel (zhruba 8 minut). Vzorek
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oligonukleotidu byl uzaten v dialyz&ni membraa pomoci svorek a dialyzovan oproti
destilované vod po dobu nejméh3 hodin. Destilovani voda bylahem této doby

vzdy po 1 hodit ménéna.

6.2.4 Kontrola ¢istoty modifikovanych oligonukleotida a
charakterizace vzniklych adukti

6.2.4.1 Polynukleotid kinazova reakce — radioaktivhznateni oligonukleotidi

Pro detekci a vizualizaci oligonukleoticoylo vyuzZito radioaktivniho Zé&ni izotopu
fosforu>?P. 3P je radioaktivni s pot@sem rozpadu 14,28 dni. Jeho maximalni energie
je 1,709 MeV a dosah v prastli vzduchu je 6,1 m.

Pfi polynukleotid kinazové reakci bylo pouzito enzyrid PNK (T4 polynukleotid
kinaza), ve vychozi koncentraci 10 jednotek/Jedna jednotka enzymu éha
katalytickou schopnost proignos jednoho nanomolu fosfatw-2P ATP* na 5-OH
konec DNA i teplot 37 °C za dobu 60 minut.

Reakni smés pi polynukleotid kindzoveé reakci o celkovém objentul obsahovala
1 ul oligonukleotidu, 1ul 10x pufru pro polynukleotid kindzu (koniek dodavany
s enzymem), 3l ATP o koncentraci 6- 1M, 1 pl radioaktivniho ATP*, Iul T4 PNK
a destilovanou vodu na dophi objemu do 1Qul. Po smichani byla reaki snts
inkubovana 30 minut ip 37 °C, poté byla reakce uk&sma pidanim vody
do kon&ného objemu 100l.

Volné ATP* ve sndsi bylo po reakci odstr&no na kolonce se Sephadexem G50-Fine.

6.2.4.2 Separace zré@nych oligonukleotidi gelovou filtraci

Pii gelové filtraci se di latky podle velikosti. B prichodu pes kolonu jsou
nizkomolekularni latky (volné ATP) zadrzovany v @mmim gelu napka oddli se tak
od vysokomolekularnich latek (oligonukleotid), ktqarojdou vol bez zachyceni.
Priprava kolonky: Sephadex G50 nechame nabobtnatimgéfeném mnozstvi
destilované vody a naplnime jim kolonku (obal zdftoupravené kalibrované injeRi
stiikacky) na objem 1 ml (pomoci centrifugace 4 minuty P500 g a optovném
doplreni). Tyto kolonky ekvilibrujeme napipetovanim defianého objemu (10(l)
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vodou a optovnou centrifugaci. Kolonka je ekvilibrovana v ak&ku, kdy z ni vytée
stejny objem roztoku, jaky byl na ni nanesen. Roté na kolonku nanesena réak
smes po reakci s polynukleotid kindzou a radioaktiviazngeny oligonukleotid byl
odseparovan od volného, nezreagovaného ATRtowpou centrifugaci za vyse
uvedenych podminek. Aktivita ziskanych vazbribyla zmétena pomoci Geiger-
Miullerova paitace.

6.2.4.3 Reakce s dimethylsulfatem — &ieni modifikace atomi N7 guaninovych
zbytka

Dimethylsulfat (DMS) vyvolavd v DNA metylaciéeh dusikatych atofy které se
neltastni vodikovych vazeb Watson-Crickova systémuvygarbbazi. Jedna se zejména
o N7 guaninu a v mnohem menSiieni N3 adeninu. Pro svoji vazebnou specificitu je
vyuzivan k o¥ieni vazby platinovych komplémna atom N7 guaninu.itBobenim DMS
dojde k alkylaci purinové baze a klabializaci NAgisidické vazby cukr-baze.
Po gidani horkého piperidinu pak dojde v tomto ralstrozStpenirettzce. Jsou-li vSak
na N7 kovalenty navdzany atomy platiny, neéére dojit v €&chto mistech k metylaci
a naslednému rozgteniiettzce. Nepitomnost kratkych fragmeintvzniklych S€penim
puvodnihoietzce v mist guaninovych zbytk je tedy dikazem, Ze tyto guaniny byly
kovalentrd modifikovany (v naSemifpact platinovymi komplexy) v poloze N7.

Reakni smés sestavajici z Ll radioaktivre znateného vzorku oligonukleotidu, gl
DNA z teleciho thymu a 2004l DMS pufru byla zchlazena na 0 °C, potédan 1 pul
DMS. Snes byla po 6 minut inkubovanaiip25 °C. Reakce byla poté ukiena
pifidanim 50ul DMS stop roztoku. Poté byla DNArgsrazena ifdanim 750ul EtOH
vymrazeného na -20 °C a &snbyla vymrazena (-20 °C, 30 minut). Poté byla po®na
centrifugace vymrazeného vzorkui pl5 000 otakach, supernatant byl odstisn

a sediment DNA promyt v 80 % EtOH, vysuSen a rogpug 10ul H,0. Nasledy byl
vzorek nadtpen pomoci horkého piperidinu.
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6.2.4.4 Skpeni piperidinem

Podstatou gpeni DNA za pouziti horkého piperidinu je destaiditie cukerného cyklu
v dasledku interakci bazi s chemickymi sondami a nagled/S¢peni z cukrfosfatové
kostry DNA.

Ke vzorku DNA (90 ul) po reakci s DMS a fesrazeni (za aglem odstraéni
nezreagovaného DMS a slozek pufru) byt@@no 10ul 10 M piperidinu, vysledna
koncentrace piperidinu v re&ki sntsi byla 1 M. Smis byla poté po dobu 30 minut
udrzovana H 90 °C. Poté byl vzorek vysuSen vakuovym vymraierglyofilizaci)

a dvakrat promyt destilovanou vodou (@pa vzdy znovu vysusen.

6.2.4.5 Odstraréni navazané platiny

Aby pritomnost navdzaného komplexu platiny neawdivala migraci oligonukleotiil
nebo jejich pipadnych fragmeiit je teba po reakci s DMS a piperidinem navazany
komplex platiny odstranit. K odstrami navazané platiny z molekuly DNA bylo vyuzito
0,5 M NaCN. Doba reakce byla 12 hodii 56 °C. Poté byl NaCN odstram ze vzorku
srazenim pomoci EtOH. Ziskané vzorky byly analypgvdomoci elektroforézy v 24 %

polyakrylamidovém gelu za denattinéch podminek.

6.2.4.6 Gelova elektroforéza v denatugamim polyakrylamidovém gelu

Ke kontrole cistoty oligonukleotid nesoucich mistn specificky adukt komplek
platiny i k analyze vysledk experimeni s DMS byla pouzita vertikalni gelova
elektroforéza v denatufaim polyakryamidovém gelu.

K elektroforetickému experimentu bylo pouzito vysak@Et'ového zdroje EC 3000-90
a stojanu pro vertikalni elektroforézu vyrobenétdilaach BFU v Bra.

Na pipravu 24 % denatu¥aiho polyakryamidového gelu byl pouzit 40 % zasobni
roztok akrylamidu (v porru 38 % akrylamid : 2 % bisakrylamid) s obsahenmtoviny
509/100ml (8 M moovina), dale peroxosiran amonny (APS, 25 % rozéoM)N,N",N"-
tetramethylethylendiamin (TEMED). Jako elektrolyl Ipouzit pufr 1x TBE. Vzorky
byly nanaSeny na gel po preelektroforéze (30 mindgstni elektroforetické aeni

probihalo pi napsti 35 W a proudu 16 mA. Vzorky byly na gel nanasemanasecim

49



denaturanim pufru, ktery se skladal z 96 % formamidu, 1XET®romfenolové mai
(0,1 %) a xylencyanolové zelken(0,1 %). Elektroforéza probihala dobu iedinou

k tomu, aby bromfenolova mbdputovala 20 cm od startu, tfilplizné 2 hodiny.

6.2.4.7 Atomova absorpni spektrometrie (AAS)

Koncentrace platiny ve vzorcich oligonukledtidmodifikovanych studovanymi
komplexy platiny byla stanovena pomoci bezplamenoatdmové absotmi
spektrometrii (FAAS) s grafitovou kyvetou.

Princip této metody sgdva vtom, Ze monochromatické igai Pt lampy s dutou
katodou je absorbovano volnymi atomy stanovovar@i&u (Pt) v zakladnim stavu.
Neabsorbované #éni dopada na det&ki zaizeni a je pevedeno na signal, ktery je
registrovan jako absorpce.

Vzorek (20 ul) je automaticky injikovan do grafitové kyvety, k& je elektricky
Zhavena a proplachovéana inertnim plynem. Dojdevz@glotnim gradientu k vysusent,
rozloZzeni a atomizaci vzorku.fiPtomto procesu je #fen signal odpovidajici
absorbanci. Sawsti tohoto fistroje je Grafite Tube Atomizer 120 a Atomic
Absorption AA240Z. Mteni bylo provedeno narigtroji Varian AA240Z s grafitovou
celou Grafite Tube Atomizer 120 a se ZeemanovoeKkampozadi.

6.2.4.8 Elektronova absorgni spektrometrie (EAS)

Jde o optickou analytickou metodu vyuZzivajici iakai elektromagnetického &ni se
zkoumanou latkou, kdy dochazi kephodim elektromi mezi jednotlivymi
energetickymi hladinami v molekule. V abseémp spektroskopii se &ii, jaké mnozstvi

swtla vzorek absorbujefpurcité vinové délce.

Koncentrace oligonukleotid byla stanovena pomoci ¢&ieni absorbance.
Monochromaticky paprsek s intenzitoly (pavodni intenzita vstupujiciho #ni)
po projiti vrstvou prosedi (kyveta s ienym vzorkem) o tlou®e | (1 cm) majici
koncentracic (jednotkou je mol-df), zmsni svoji intenzitu podle Lambert-Beerova

zakona:
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[=1,-10"¢te

Zména intenzity je tedy exponencidlni funkci koncecwra tlousky prostedi
a molarniho absotpiho koeficientu: (extinkéni koeficient, jednotkou je molcm?).

Zaporny dekadicky logaritmus p@nu /Iy se nazyva absorbange
A=l !
= Og IO

Spojenim této rovnice a definice Lambert-Beeroywné dostaneme vyjéeni lineérni

zavislosti absorbance &a na koncentraci latky:
A=c-l-¢

Pro jednotlivé sloteniny jsou tabelizovany jejich charakteristické hoty vinové

délky, @i které je absorbce maximalni, a hodnoty molarrdbsorgniho koeficientu
pro tuto vinovou délku. Koncentrace oligonukledtidbyly stanoveny rrenim

absorbanceipvinové délce 260 nmi(= 260 nm), narirena absorbance séepitala

na koncentraci dle tpdeSlého vztahu a celkové absmipkoeficienty byly ziskany
pomoci vztahu:

Scelk:nA'€A+nG'£G+nc'£C+nT'€T

kde n je paet bazi wetézci, dolni index A odpovida adeninu, G guaninu,y@sinu
a T tyminu (tabulka 4) je extinkni koeficient odpovidajici jednotlivym b&zim DNA
(tabulka 5). Celkové extirdki koeficienty jsou uvedeny v tabulce 6.

Retézec 7Y NG Nc Nt
top 0 2 6 6
bot 6 6 2 0

Tabulka 4: Paet adenifi, guaniri, cytosira a tymini v hornim a spodnirretzci
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€A &G &c eT

15 400 11 500 7 400 8 700

Tabulka 5: Extinkéni koeficienty odpovidajici jednotlivym bazim

Oligonukleotid g [Mem™]
top 119 600
bot 176 200

Tabulka 6: Extinkéni koeficienty horniho a spodnilietézce

Absorbance byla #tena na fistroji Beckman DU-7400. K #iieni byla pouzivana
mikrokyveta o objemu 5@l a optické délce 1 cm, vzorky bylydteny @i pokojove
teplot.

Extinkéni koeficienty oligonukleotil byly prepcitany po jejich roz&peni pomoci
SVP (snake venom phospodiesterasefivo@ni koncentrace (tabulka 7). Reakce se

SVP probihala asi 40 minut (dokud megtala stoupat absorbancé)tpplot 25 °C.

Oligonukleotid g [Mem™]
top 110 770
bot 133 200

Tabulka 7: Extinkéni koeficienty horniho a spodniliettzce po roz&peni

oligonukleotidi pomoci SVP
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6.2.5 Diferertni skenovaci kalorimetrie (DSC)

M¢éteni bylo realizovano pomoctiptroje Nano DSC od firmy TA Instruments (Utah,
USA). Fed neienim byly ol cely promyty detergentem DECON 90 (Decon
Laboratories, UK), proplachnuty destilovanou vodonasled# pufrem. Pufr, ktery byl
uréeny do referentni cely, i &reny vzorek byl ged nmeéfenim zbaven mikroskopickych
vzduchovych bublin ponechanim v exsikatoru spojeséwodni vy¥vou po dobu asi
10 minut. K oligonukleotiim s navazanymi platinovymi komplexy byltigéan
komplementarnfetézec a byla provedena hybridizace. Vy®o duplexu bylo osteno
pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie. Keorkm bylo gidano 700 pl
fosfatového pufru, poté byl vzorek s pufrem viozem 30 minut do fepaky, na
15 minut do degazéru a naslédmapipetovan do samotného difefeino skenovaciho
kalorimetru — refereni cela byla napkna samotnym pufrem a druha cela (vzorkova)
roztokem ngiené DNA s navazanymi komplexy platiny o koncentte® M. Poté byl

v meticim prostoru vyvinut fetlak 300 kPa pomoci teflonového ugauv Ok cely byly
ekvilibrovany na teplotu 10 °C po dobu asi 15 minlieplota byla zvySovana
s gradientem 1 °C za minutu az na 90 °C. Po dosamarimalni teploty byl roztok

ochlazovan se stejnym gradientem nagpeni teplotu.

Grafy byly zpracovany a poté z néiranych dat vypéitany gislusné termodynamické

parametry (zrény entalpie, entropie a volné energie).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Cisténi a izolace aduktu cisplatiny, AMPZ a AMTA
pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie

V piipact pouziti metody HPLC na DNA bylo vyuzito toho, Zelekula DNA nese
na svoji fosfatové kost zaporny naboj. Na kazdou batipada jeden zaporny naboj,
proto hizreé dlouhéiettzce DNA nesoutizné velky zaporny néboj. P praichodu pes
kolonu je zachyceni molekuly DNA zpréstikovano interakci vhodné stacionarni faze
a naboj na fosfatové koge. Pouzitim mobilni faze dizné iontové sile Ize dosahnout
toho, Ze je na kolanzachycend DNA uvébvana postuphpodle pétu bazi a velikosti

naboje.

Metoda HPLC byla pouzita pro izolaci oligonukledtidbsahujicimi mistek vytvdaeny
dvojjadernymi komplexy platiny mezi sousednimi Hyyiguaninu v jednonietzci.
Jednotlivy cyklus trval 45 minut, slozky byly sepaany i méiené hodnat absorpce
pro 260 nm. Nejtive byly zaznamenany chromatogramy nemodifikovanych
oligonukleotidi (graf 3, 4). Poté byly postupnzaznamenany chromatogramy
oligonukleotidu O1 s navazanou cisplatinou (graf rgvazanym komplexem AMPZ
(graf 6) a navdzanym komplexem AMTA (graf 7). Pbidy podle rostoucich hodnot
absorbance postupn odebirany zreagované vzorky DNA s cisplatinou
a s dvojjadernymi komplexy platiny AMPZ a AMTA, pebné pro méfeni na

diferersnim skenovacim kalorimetru.
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Graf 3: Chromatogram z HPLC — nemoadifikovany oligonukieéd1
(pik asi v 15. minu)
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Graf 4: Chromatogram z HPLC — nemodifikovany oligonukigé@?2
(pik asi v 15. minu)
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Oligonukleotid 1 - cisplatina
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Graf 5: Chromatogram z HPLC — izolace oligonukleotidu iavazanym
1,2-GG-IAC aduktem cisplatiny, cisplatina byla aktrana pomoci AgN©
(pik asi ve 12. mingtje modifikovany oligonukleotid O1 cisplatinou, paki

v 15. minué je nemodifikovany oligonukleotid O1)

Oligonukleotid 1 - AMPZ
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Graf 6: Chromatogram z HPLC — izolace oligonukleotidu iavazanym
1,2-GG-IAC aduktem AMPZ
(pik asi ve 11. mingtje modifikovany oligonukleotid O1 komplexem AMPZik asi

v 15. minué je nemodifikovany oligonukleotid O1)
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Oligonukleotid 1 - AMTA
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Graf 7: Chromatogram z HPLC - izolace oligonukleotidu Diavdzanym
1,2-GG-IAC aduktem AMTA
(pik asi ve 11. mindtje modifikovany oligonukleotid O1 komplexem AMTAi{k asi

v 15. minué je nemodifikovany oligonukleotid O1)

7.2 Owreni modifikace atomi N7 guaninovych zbytki

DMS - dimethylsulfat reaguje s dusikatymi atomy ib&2MS je nejreaktiviSi
s guaninem na pozici N7 (obrazek 19jidBnim horkého piperidinu dojde v tomto
mis€ k rozStpeni rettzce oligonukleotidu (obrazek 20, draha 1). Jestjisoal vSak
na N7 guaninu navazany komplexy platiny, nedojdeakci s DMS a k naslednému
roz8gpenitretézce (obrazek 20, drdha 2 a 3), poté Ize snadng@ibdimodifikované

a modifikované vzorky.
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Obrazek 20 Autoradiogram polyakrylamidového gelu po elekbréize
Popis drah:
1 — kontrola s DMS, 2 - AMPZ s DMS, 3 — AMTA s DMS
4 — kontrola bez DMS, 5 — AMPZ bez DMS, 6 — AMTAzIl@8MS
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Touto reakci s DMS bylo prokadzano, Ze nové dvojjaélekomplexy platiny AMPZ
a AMTA byly navdzany na N7 dvou sousednich guanibwzbytki.

Dale byla o¥iena uroveé platinace pomoci atomové abs@mp spektrometrie,
tj. ovéreni, zda je na jeden oligonukleotidowgizec (oligo) navazana pouze jedna
molekula komplexu platiny. Vysledky byly nasledijic

AMTA: oligo = 1,89:1
AMPZ: oligo =1,84:1
Cisplatina: oligo = 1,16:1

Pfi stanoveni se bral pro deni koncentrace oligonukleotidu teoreticky vyiiany
absorgni koeficient, ktery nezahrnujegippsvek navdzaného komplexu platiny ani jeho
vliv na ,stacking” interakce bazi. Z tohotdavbdy hodnoty nejsouipsré 1:1.

7.3 Charakterizace vlivu vnitroretézcové vazby cisplatiny a
novych dvojjadernych komplexi platiny AMPZ a AMTA na
termodynamické vlastnosti DNA

Pomoci diferetni skenovaci kalorimetrie byly ziskany termograneynodifikovaného

duplexu (graf 8) a duplexu obsahujiciho vrigtdzcovy mistek vytvdeny mezi

sousednimi zbytky guaninu cisplatinou (graf 9) anptexy AMPZ (graf 10) a AMTA

(graf 11). Analyzou termograim byly pak uteny hodnoty termodynamickych
parametii, které byly poté navzajem srovnany, coz bylo hiavnikolem této

diplomové prace.
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Graf 8: Zavislost zminy tepelné kapacity na tepégbro nemodifikovany duplex
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Graf 9: Zavislost zngny tepelné kapacity na teptgbro modifikovany duplex
obsahujici 1,2-GG-IAC adukt cisplatiny
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AMPZ
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Graf 10: Zavislost zngny tepelné kapacity na tepdgbro modifikovany duplex
obsahujici 1,2-GG-IAC adukt AMPZ

AMTA
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Graf 11: Zavislost zminy tepelné kapacity na tepégbro modifikovany duplex
obsahujici adukt AMTA
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Analyza tchto termograr umoznila zjistit, jakym zfisobem pitomnost nistki
platinovych komplek cisplatiny, AMPZ a AMTA ovliviuje termodynamickou stabilitu
duplexu DNA. Mistky €chto komplex mohou ovlivnit fyzikélni vlastnosti DNA

v okoli vazby a tim ovlivnit energii pigbnou na odideni komplementarnictretzca.

Nejprve byly srovnany hodnoty termodynamickych paeaii nemodifikovaného
duplexu s hodnotami termodynamickych paraietuplexu s navazanou cisplatinou

a dvojjadernym komplexem platiny AMPZ (graf 12).

Srovnani
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Graf 12: Termogramy nagtené pomoci DSC pro nemodifikovany duplex DNA
a duplex DNA modifikovany cisplatinou a AMPZ (zaast zneny tepelné kapacity
na teplog)

Se zvySujici teplotou dochazi k postupnému narusiopéirovani bazi v DNA, az
pii ur¢ité teplot dojde k uplné denaturaci DNA. Teplotai miz doslo k denaturaci

50 % dvouSroubovicovych molekul DNA, se nazyvaaepltani. Podle teploty tani Ize
uréit termodynamickou destabilizaci DNA s navazanyminplexy platiny — cisplatinou

a novym dvojjadernym komplexem AMPZ .

Teploty taniT, (melting temperaturegthto komplex byly uteny pomoci 1. derivace

nantienych Kivek v programu GrafPad (graf 13, 14, 15).
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Z termograni ziskané termodynamické parametry — teploty tdg), (zmeny entalpie
(AH), entropie AS) a volné energieAGy>) doprovazejici tani jak pro nemodifikovany
duplex tak modifikovany duplex cisplatinou nebo lgexem AMPZ, jsou uvedeny
v nasledujici tabulce 8. V dalSi tabulce 9 jsoudevyy hodnoty rozdilteplot tani, zrén
entalpie, entropie a volné energie. KdyZz hodnakh klesa, dochazi k destabilizaci.
Pokud roste mira neusigmlanosti systému, klead.

Oligonukleotid G kealmor®] | [oal-mol i3 [kcgf-;rorirl]

Nemodifikovany 59,8 87,7 263,6 9,1

Modifikovany 52,3 57,4 177,0 4.6
cisplatinou

Moﬂﬂkga”y 61,7 74,2 221,6 8,1

Tabulka 8: Hodnoty teplot tani, zsm entalpie, entropie a volné energie doprovazejici
tani pro nemodifikovany duplex, duplex obsahujiuitreiettzcovy mistek s cisplatinou
a duplex obsahujici tentyziustek s AMPZ
Hodnoty AH a AS predstavuji piiméry odvozené zerit nezavislych rsfeni. Relativni
chyby n&teni byly nasledujiciTy, (0,5 °C),AH (2 %),AS (3 %),AGy™ (3 %).

. : ATm AAH AAS AAGy™
Oligonukleotid °C] [kcal-mol™] | [cal-mort.-K™] | [kcal-mol]
Modifikovany 75 -30,3 -86,6 -4,5
cisplatinou
Modifikovany ) ) -
AMPZ L9 135 420 '

Tabulka 9: Hodnoty rozdik zmen teplot tani, zién entalpie, entropie a volné energie
spojené s tanim duplexu obsahujici virggzcovy mistek s cisplatinou a duplex

obsahujici tentyz fistek s AMPZ
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»AA" parametry byly vypéteny odétenim gisluSné hodnoty natené pro kontrolni,
nemodifikovany duplex od hodnoty nairané pro duplex obsahuijicitistek komplexu
platiny.

Analyza termodynamickych paramioskytuje gkolik zajimavych informaci. V prvé
fad® vznik mistku cisplatiny snizil tepelnou stabilitu (tepla@ni) duplexu vyrazh
(07,5 °C), zatimco stejny imtek komplexu AMPZ teplotu tani nepatrrzvysil
(01,9 °C). AvSak teplota tani neni termodynamigarametr. Diferetni skenovaci
kalorimetrie je metoda, kterd ithe poskytnout kvantitativni, na modelu nezavislé
charakteristiky efeki 1ézi na termodynamiku duplexu. Data ziskana pordiefereni
skenovaci kalorimetrie ukazuji, Ze vznikistku cisplatiny i AMPZ snizil entalpii tani
duplexu. Jinymi slovy vniti@zcovée nistky obou komplek entalpicky
destabilizovaly duplex. Dale vznik tistki cisplatiny a komplexu AMPZ vyvolal
podstatny pokles entropie tani duplexu. Jinymi glavastky cisplatiny a komplexu
AMPZ zvysily entropii duplexu. Takt@isty vysledek entalpickych a entropickych
efekti je, Ze vznik vnitréettzcovych niistki obou komplek vedl k celkovému poklesu
volné energie tani duplexdi®5 °C AAGy?), piicem? tato destabilizace duplexu byla
entalpického fivodu. V tomto ohledu fistek vytvdeny cisplatinou byl vyrazn
efektivngjSi, zatimco mstek komplexu AMPZ termodynamicky destabilizovalpldx

pouze nepati

Vznik vnitrorettzcového nistku vytvaeného dvojjadernym komplexem platiny AMTA
meél vS8ak za nasledek zajimavy jev — z grafu 11 jengatze pibéh vysledného
termogramu duplexu obsahujicihaistek tohoto komplexu nebyl jednoduchy — byl
Zjevre superpozici dvou termogra@amJinymi slovy piéibéh tohoto termogramu by mohl
byt vyswtlen existenci dvoutznych produki, které vznikly pi modifikaci duplexu
komplexem AMTA a které nebylo mozné chromatografickictlit. Tuto hypotézu se
nepod#ilo dostupnymi sepataimi technikami ov¥fit, nicmére jeji opravrienost je
podloZena tlve zvdejnénymi vysledky [65, 66, 67]. Bylo ukadzano, Ze jedp
vhitrorettzcového nistku miZze obsahovat atomy platiny komplexu AMTA
koordinované k atodm N1 a N2 1,2 3-triazolatového kruhu a druhy typt@amy
platiny koordinovanymi k atoim N2 a N3 1,2,3-triazolatového kruhu. Bylo také
ukazano, Ze reakce komplexu AMTA obsahujiciho tl@ovy ligand s guaninovymi

zbytky zahrnuje izomerizai reakci. Po prvni substituci atomem N7 guaninovéh
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zbytku atom platiny fwodré koordinovany k atomu N2 1,2,3-triazolatového kruhu
muze také migrovat z atomu N2 na atom N3. Tato wviagtrkomplexu AMTA
umoziuje jest vznik tretiho typu vnitréettzcoveho nistku mezi déma sousednimi
guaninovymi zbytky s atomy platiny koordinovanymatomim N1 a N3 1,2,3-

triazolatového kruhu (obrazek 21).

3 5 3
{ ¢ : ? {7
Pt~ Pt migration
G C —~G C ,Plh-___% g
GGC +
o, o, g ¢ CF 8¢
H,0 Ho O i
Ho 0
5 3 %
3 53 J 5 3
first platination 10 3'G chelation
(very fast) \:he!ation

A\
G'mewug

S/
L Y vl

3
g g 35 3 5
b Fi
ﬁ - + GC ‘\g g ,Plx‘ké %
. c G C G C
Pl ‘g g mpl/etg: * @ ~G C E:]N
: 1 d
5 3 5 3 5 3
j first platination to 5'G /:h iiion / chelation

~, (very fast)

WA QIO ANAAD

' . .
"5 migration Bt
I

Obrazek 21 Schéma reakce komplexu AMTA s duplexem obsahmjggkvenci -GG-

(pro zjednoduSeni jsou vynechany amino ligandy)
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8 ZAVER

Provedené studie novych dvojjadernych komplg®atiny s azolatovym dstkem,

v ramci této diplomové prace, byly realizovany papr

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda modifika@NA novymi protinddoro¥
acinnymi dvojjadernymi komplexy platiny s pyrazolajor mistkem (AMPZ) a 1,2,3-
triazolatovym niistkem (AMTA) vedouci ke vzniku vnitfettzcového nistku mezi
sousednimi guaninovymi zbytky owviuje termodynamickou stabilitu DNA vyragn
mére nez modifikace DNA stejnym istkem vytvdenym konvetni cisplatinou. Tato
informace je dlezita z hlediska asteni hypotézy, podle které hlavni adukty vywime
na DNA novymi dvojjadernymi komplexy platiny nargiSkonformaci DNA a tim také
sniZzuji termodynamickou stabilitu DNA vyrazmmére nez stejné adukty konvemi

cisplatiny.

Dvojjaderny komplex platiny AMPZ :

Studium vlivu vazby dvojjaderného komplexu AMPZ teamodynamickou stabilitu
DNA pomoci diferetini skenovaci kalorimetrie v této diplomové pracbk#zalo, ze
vnitrorettzcové niistky vytvaené v DNA timto komplexem vyvolava vyrazmensi
termodynamickou destabilizaci DNA ve srovnani dal@fizaci zgisobenou rastky

cisplatiny.

Diky minimalni deformaci a tedy nizSi destabiliz28NA po navazani komplexu
AMPZ na DNA neni tato DNA rozpoznavana Banymi opravnymi mechanismy, ktere
mohou negativé ovlivnit protinadorovou aktivitu tohoto dvojjadedno komplexu

platiny.

Termodynamické parametry, které charakterizuji vligplatiny a dvojjaderného
komplexu platiny AMPZ na energetické vlastnosti DN#ohou byt vyuZity
pro uovani faktot ovliviwujicich rozpoznani a vazbu modifikované DNA spe&ifimi

proteiny, které vyrazhovliviiuji protinadorovy ginek platinovych cytostatik.
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Dvojjaderny komplex platiny AMTA :

Podobnou analyzu vSak nebylo mozné provéstipapt mustki vytvorenych v DNA
dvojjadernym komplexem AMTA, neldamodifikace duplexu DNA timto komplexem
vedla patrg ke vzniku dvou tiznych produki, které nebylo mozné chromatograficky
odcklit.

Vzhledem k potvrzeni hypotézy se nové dvojjaderméngdexy platiny jevi jako
atraktivni pro dalsi studium jejich vlastnosti. ®re¢iim, Ze vysledky uvedené v této
praci budou slouzit jako prvni podklad pro dalStkggm €chto komplex platiny, které

byly pouzity v této diplomové praci.
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