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Souhrn

Metalofarmaka jsou jako protinadorova lé¢iva hojné vyuzivana k 1é¢bé rakovi-
ny, ktera se tadi k astym pficinam umrti na celém svéte, a rocné pribyva pocet novych
pfipadi tohoto onemocnéni. V minulosti se zacaly jako chemoterapeutika pouzivat
komplexy na bazi platiny, ale tyto komplexy vykazuji fadu vedlejsich Gc¢inkt. Po delsi
dobé 1é¢by se buriky proti nim stavaji rezistentni. Vzhledem k témto faktim je vyvijena
nova generace komplexti na bazi platiny nebo jinych pifechodnych kovu tak, aby vedlej-

§i u¢inky byly potlaceny ucinky lé¢ebnymi.

V této bakalaiské praci byl studovan biologicky aktivni komplex iridia
(GVB27) jako jeden z potencialné¢ uc¢innych komplext pii 1é¢bé nadorovych onemoc-
néni. Pro vyvoj dal§ich protinadorovych 1é¢iv je nutné prostudovat a charakterizovat typ
interakce s DNA. Pomoci metod molekularni biofyziky bylo zkoumano vzajemné puso-
beni komplexu iridia na DNA. Kromé kovalentni vazby komplexu na DNA je dalSim
moznym zpusobem interakce také vazba nekovalentni, ktera probiha formou interkalace

latky mezi pary baze nebo vazbou do zlabku.



Summary

Metal pharmaceuticals are antitumor drugs used for treating cancer, which is a
common cause of death in the whole world and every year there are more new cases of
this disease. In the past, platinum-based complexes started to be used as chemothera-
peutics, but these complexes have a lot of side effects. After longer period of use the
cells become resistant. Because of these facts a new generation of platinum or other
transition metal complexes is being developed, so that the side effects can be suppresed
by the healing effects.

In these thesis, a biologically active complex of iridium (GVB27) was studied as
one of the potentially effective complexes for treating cancer. For development of other
antitumor drugs we need to study and characterize a type of interaction with DNA.
Using the methods of molecular biophysics a mutual effect of iridium complex on DNA
was studied. Apart from covalent bond between complex and DNA an other possible
way of interaction is non-covalent bond, which goes in form of intercalation of the sub-

stance between the base pair or by groove binding.
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1. UVOD

Nadorové onemocnéni je jedna z nejéastéjSich pficin tmrti na svété. Velkym
usilim védeckého vyzkumu je nalézt ucinné 1éCebné latky, které by toto onemocnéni
dokazaly vylécit nebo prinejmensim prodlouzily zivot pacienta. Soucasna medicina
pouziva v boji s rakovinou tii hlavni metody: chirurgicky zakrok, farmakoterapii

(zejména chemoterapii) a radioterapii.

V poloving Sedesatych let byla nahodou objevena schopnost platinovych deriva-
th zastavit bunééné dé€leni. Protinadorova aktivita je vétSinou spojena s interakci da-
ného komplexu a deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Pouzitim slouéenin piechod-
nych kovll zac¢ala moderni historie protinadorové terapie. K nejlépe prozkoumanym
metalofarmakidm patii v klinické praxi jednoznaéné cisplatina. V chemoterapii se
podavanim cisplatiny ni¢i rychle se mnozici nadorové bunky, ale dochazi
K poskozovani i normalnich bun¢k. Vedlejsi ucinky a vznik rezistence pii dlouho-
dobém opakovani 1é¢by jsou dal§imi problémy. To vSe vede k vyvoji novych kom-

plext ptechodnych kovi, které by mély co nejmensi negativni vliv na organismus.

Tato bakalafska prace se vénuje v teoretické Casti problematice metalofarmak
a mechanismu jejich u¢inkd na DNA. Podstatné jsou zde zejména zpUsoby interak-
ce. V ramci experimentalni ¢asti je poté zkouman novy biologicky aktivni komplex
iridia (GVB27), ktery byl ptipraven na Departamento de Quimica Inorganica, Uni-
versidad de Murcia ve Spanélsku a poskytnut Katedie biofyziky Univerzity Palac-
kého s cilem otestovat schopnost komplexu interagovat s DNA v pfitomnosti nové-

ho ligandu.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Metalofarmaka

Metalofarmaka jsou v dnes$ni dob¢ nejéastéji pouzivané komplexni slouceniny
Vv protinadorové terapii. Tyto latky obsahuji centralni atom, na ktery se vazou dalsi li-
gandy. Centralnim atomem je vzdy jeden prvek piechodnych kovi, naptiklad platina,
ruthenium, iridium, osmium. Ligand poskytuje centralnimu atomu jeden nebo vice elek-

tronovych parti a vyrazné tak ovliviiuje stabilitu celého komplexu.

Cilovym mistem ptsobeni vétSiny metalofarmak je kyselina deoxyribonukleova
(DNA). Kazdym dnem je DNA ovliviiovana nejriznéj$imi biologickymi, chemickymi
a fyzikéalnimi faktory, které zpiisobuji jeji poSkozeni. Ve zdravé buiice je toto naruSeni
opravovano slozitymi mechanismy a na celkovy stav organismu nemé zéasadni vliv. Na-
sledkem poruchy opravy DNA miize byt rakovinné bujeni, jejimz hlavnim charakteris-
tickym rysem je nekontrolovatelné déleni abnormalnich bun¢k a tvorba nadoru. Nado-
nismu, coz muze vést az ke vzniku tzv. metastazi. Vznik metastazi je ve vétsiné piipadu
hlavnim divodem smrti. Rakovina je podle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
druhou nejcastéjsi pticinou umrti na celém svété s nejveétsim poctem vyskytu rakoviny

plic, jater, tlustého stieva, zaludku a prsu (http://www.who.int/cancer/en).

Principem chemoterapie je pravidelné podavani metalofarmak (cytostatik) bé-
hem lécebnych cykli. Cytostatika ptisobi nespecificky a zasahuji tedy i1 zdravé bunky.
Nejznaméjsim a nejlépe prozkoumanym cytostatikem je cisplatina (CDDP). Pouziva se
hlavné k 1é¢bé nadort varlat a vaje¢niki (Zhang a Lippard 2003). CDDP vykazuje
Vv organismu vysokou cytotoxicitu a béhem 1é¢by se u pacientti objevuji nezadouci ve-
dlejsi GcCinky. Pfinavratu nemoci a opakovaném podavani stejného 1é€iva dochazi ke

vvvvvv

ztraci Casem svilj vyznam (Mjos a Orvig 2014).

Z tohoto hlediska ma vyvoj nové generace protinadorové U€innych preparati
velky potencial. Znaénou ¢ast vyzkumu stale tvoii komplexy na bazi platiny, ale probi-
ha také testovani sloucenin s centralnim atomem jiného pfechodného kovu. Cilem je
vyvinout nova metalofarmaka, které by plsobila s vyssi efektivitou, ale byly by zaroven

zmirnény vedlejsi ucinky terapie. Kazdy komplex na bazi prechodnych kovlii mize mit
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jiny mechanismus a také rozdilné oblasti pisobeni v protinadorové 1écbe.
V nasledujicich podkapitolach se nachazi piehled metalofarmak, kterd jsou jiz pouziva-

na v lékaiské praxi nebo na nich probihaji klinické studie.

2. 1. 1 Komplexy na bazi platiny

Nejznaméjsim  komplexem na  bazi platiny je  cisplatina  (Cis-
diamindichloroplatnaty komplex, cis-[Pt(NH3)2(CIl)2]. Oznacuje se jako cDDP a byla
poprvé syntetizovana Michelem Peyronem jiz vroce 1844 (Mjos a Orvig 2014).
Nicméné vyuziti slouCenin na bazi tézkych kovi se zacalo v klinické praxi testovat az
po nahodném objevu profesora Barnetta Rosenberga v roce 1965, kdy s vyuzitim vlast-
nosti platinovych derivatl zastavil bunééné déleni (Rosenberg et al. 1965). Uginek
cisplatiny se poté zacal zkoumat na rtiznych typech nadort. Po GspéSnych testech se
vroce 1978 zatadila cisplatina mezi nejéastéji pouzivana cytostatika a dodnes k nim

rozhodné patfi, zejména pfi 1éEbe genitourindrnich nadort.

Cytostatika nemaji specifické ptisobeni pouze na abnormalné se délici nadorové
bunky, ale zasahuji v organismu i ty zdravé. Vyuziti cisplatiny v klinické praxi je ome-
zeno zna¢nymi vedlejS$imi ucinky, mezi které mimo jiné patii i poSkozeni funkce ledvin

a sluchu.

V soucasné dobé se testuji nové komplexy na bazi platiny, které by mély lepsi
farmakologické vlastnosti a $ir§i spektrum protinadorové aktivity. Pii vyvoji novych
protinddorovych prostfedkill je bran diraz na zaclenéni nosnych skupin, které¢ by doka-
zaly zacilit na nadorové bunky s vysokou specifitou (Zhang a Lippard 2003). Dalsim
kritériem pro nové platinové komplexy je, aby se vazaly jinym zptisobem k DNA nez
cisplatina a doslo by tim k pfekonani rezistence, jez 1éCiva eliminuje. Piehled metalo-

farmak na bazi platiny je uveden na obr. 1.
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Obr. 1 Prehled strukturnich vzorcii komplexii na bazi platiny (Mjos a Orvig 2014, upra-

veno)

2. 1. 2 Komplexy jinych kovii

Porozuméni mechanismu, jak dosahuji komplexy piechodnych kovi své aktivity
V ramci protinadorové terapie, je sloZité, stejné jako navrh novych schopnych sloucenin,
které by zlepSily ucinnost. Neustdle probiha testovani novych biologicky aktivnich
komplexti hned v nékolika smérech. Prvnim znich je syntéza novych analogl
k cisplatin¢ a komplexi s jinym centralnim atomem (ruthenium, iridium, osmium, rho-
dium atd.). Dal$im smérem je spojovani protinadorovych 1é¢iv s nosnymi skupinami,
které by zvySovaly specifitu pouze na nadorové buiiky. Jednou z moznosti je také spo-
jeni protirakovinnych prosttedkit s vhodnymi molekulami, jenz by mohlo vést

k rozdilnému zpuisobu vazby k DNA, a tedy jinému mechanismu G¢inku.

2. 1. 2. 1 Komplexy ruthenia

Jiz od pocatku syntézy rutheniovych komplexii bylo o¢ekavano, ze budou mit
po navazani na DNA protinadorovy efekt podobny platinovym derivatim. Strukturou
byly dokonce velmi blizké k cisplating (obr. 2). U mnoha sloucenin s oxida¢nim stavem

Ru" nebo Ru" byla takové aktivita projevena. Cytotoxicita metalofarmak ruthenia ob-



vykle souvisi se schopnosti vazat se k DNA (Zhang a Lippard 2003). Po nasledné de-
monstraci interakce komplexu ruthenia na DNA byla pozorovana slabsi vzajemna vazba
nez V piipadé platinovych analogii. Nedavné studie poukézaly na sérii protinddorove
aktivnich komplexi ruthenia, u kterych neni DNA vzdy primarnim cilem, a v téchto
ptipadech doslo Kk podstatné siln€jsimu navéazani na proteiny nez k DNA. Tato zjisténi
vzdy zavisi na daném typu rutheniového komplexu a pfesny mechanismus ptisobeni

jesté nebyl pIné pochopen (Gasser et al. 2011).
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Obr. 2 Struktura komplexii ruthenia, fac-RuCl3(NHs)s (vlevo), cis-[RuCl(NH;)4] Cl
(vpravo) (Folvarska 2015, upraveno)

2. 1. 2. 2 Komplexy iridia

Prvek iridium byl objeven v roce 1803 v ptimési platiny. Jedna se o pomérné
vzacny pirechodny kov, je inertni a odolny korozi. Iridium se vyskytuje v riznych oxi-
da¢nich stavech (piedeviim Ir', Ir'', 1r'Y), koordinaénich &islech (hlavng 4, 6) a geome-
triich. Az do nedavna bylo nepravdépodobné, Ze by byly komplexy iridia pouzity jako
prostiedky proti rakovin€. Nicméné vysokd cytotoxicita v naddorovych bunkach a
v urcitych ptipadech i pfizniva relativni tolerance zdravymi buitkami miZe byt dosaZena

vhodnym vybérem ptipojeného ligandu (Geldmacher et al. 2012).

Na skupin¢ navazanych ligandl zavisi reaktivita centralnich atoma Ir(I1l) pre-
vazné U nedavno objevenych polosendvi¢ovych (half-sandwich) iridiovych komplext
obsahujici diaminové ligandy, které G€¢inné€ katalyzuji hydrogenaci ketont a aldehyda
ve vodé¢ za pouziti Hp (Liu a Sadler 2014). Zajem o vyvoj organokovovych komplexii
jako protinadorovych preparati v soucasné dob¢ roste, ale farmaka na bazi iridia jsou

V porovnani s jiz vyvinutymi Ir katalyzatory stale ve svych zacatcich.



Mnoho studovanych sloucenin zahrnuje polypyridylové ligandy (pp), které vy-
kazuji cytotoxicitu a svoji pozornost pfitahuji jako DNA interkalatory nebo latky
s vazbou do zlabku (obr. 3). Komplexy iridia(Ill) tedy nemuseji pouze stupniovat kine-
tickou reakci, ale také je u nich mozna existence piednostni vazby k riznym cilovym
molekulam v biologickych systémech (Geldmacher et al. 2012). Jesté relativné nepro-
zkoumané chemické vlastnosti iridia mohou v budoucim vyzkumu pfinést neobvykly

navrh diagnostickych prostfedkt a 1é¢iv s novymi mechanismy ptisobeni (Liu a Sadler

2014).

Obr. 3 Struktura Ir(111) komplexu fac-/IrCIi3(DMSO)(pp)] obsahujici polypyridylovy
ligand bpy (2,2 -bipyridyl), phen (1,10-phenanthrolin), dpq (dipyrido[3,2-
d:2’,3 "-flquinoxalin), dppz (dipyrido[3,2-a:2",30 -c]phenazin) a dppn
(benzo[i]dipyrido[3,2-a:2",3 -c]phenazin (Geldmacher et al. 2012)

2. 1. 3 Mechanismus ucinku

Nejlépe prozkoumany mechanismus U¢inki maji cisplatina a obecné platinova
metalofarmaka. Zasadnim ukolem bylo nejprve urcit hlavni biologicky cil téchto latek.
Na zakladé celé fady vyzkumi bylo zjisténo, Ze cilovym mistem pusobeni je DNA
vV bunééném jadie (Prachafova 2013). Cisplatina ma centralni atom platiny obklopeny
dvéma atomy chloru a dvéma koordina¢né navazanymi skupinami amoniaku v cis pozi-

ci (obr. 1) a vyskytuje se jako bily prasek rozpustny ve vodé (Sangeetha et al. 2014).

CDDP se pacientim podava piimo do zily, kde zGstava zachovana v celkem sta-

bilni formé. Pfed prichodem do buiiky reaguje s buné¢nou membréanou a do bunky pak



pronika pasivni difuzi nebo pomoci aktivniho transportu (obr. 4). Jakmile se cisplatina
nachazi v cytoplazmé, kde je niz$i koncentrace chloridovych iontt, dochazi k jeji hyd-
rolyze. Jeden chloridovy ligand je pomalu nahrazen vodou a diky vzniklému utvaru
[PtCI (H,0)(NHs),]" je komplexu umoznéna vazba k bazim DNA, pfedeviim ke guani-
nu [PtCI (guanine-DNA) (NHs);]". Vytésnénim druhého chloridu je mozné dalsi nava-
zani na guanin u stejné DNA molekuly vytvofenim mistku mezi dvéma vlakny. Po
kompletni vazb¢ cisplatiny je molekula DNA ohnuta o 30°, coz nasledn¢ vede k jejimu
poskozeni. U poskozené DNA je vyvolan opravny mechanismus, ktery vede k apoptdze,

Kk tzv. programované bunééné smrti (Sangeetha et al. 2014).
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Obr. 4 Mechanismus ucinku cisplatiny (Pracharova 2013)

Cilové misto plisobeni miiZze byt rozdilné u metalofarmak na bazi jinych pie-
chodnych kovi. Jak jiz bylo zminovano pro komplexy na bazi ruthenia, primarnim bio-
logickym cilem se mohou stat i proteiny. Nicméné takovy mechanismus u¢inku jesté
neni piili§ prozkouman a neustale jsou vyvijeny nové fady protinddorovych 1éciv, které
by vykazovaly jiny princip pusobeni. Proto je u mnohych metalofarmak povazovana
DNA v bunééném jadie jako prvotni cil té€chto latek a je také intenzivné zkoumdna in-
terakce potencialnich protinadorovych lé€iv na DNA urcéenim zplsobu vazby pomoci

interkalace nebo vazby do Zlabku DNA molekuly.

2.2 DNA

Nukleova kyselina se nachazi v kazdém organismu a obsahuje genetickou in-

formaci naprosto nezbytnou pro Zivot bunky. Podle své struktury a lokalizace v burice



se rozlisuji dva typy nukleovych kyselin, deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonuk-
leova kyselina (RNA). RNA je obvykle jednotfetézcova, ale n¢které viry mohou obsa-
hovat i dvouretézcovou RNA. DNA tvofi dvousroubovice, nachazi se v jadie buiiky a u

eukaryotickych bun¢k je soucasti také mitochondrii a plastidi.

Cilovym mistem vétSiny doposud znamych metalofarmak pti 1é¢bé nadorového
onemocnéni je pravé DNA, kterd je nositelkou dédicné informace u ¢lovéka. Kromé
zpusobu interakce ur¢it¢tho komplexu piechodnych kovl je nutné znat také chemické

slozeni a strukturu DNA.

2. 2.1 Chemické sloZeni a primarni struktura DNA

Primarni strukturu DNA tvofi linearni fada nukleotidii (sekvence). Mezi hlavni
ukoly nukleotidii v bufice patii uchovani biologické informace. Nukleotidy jsou zaklad-
ni stavebni casti ke konstrukei nukleovych kyselin, mohou slouzit také jako ptenaseci
chemické energie a v pfipad¢ vazby na dalsi skupiny vytvaii koenzymy. Mononukleotid
se skladd z dusikaté baze, pétiuhlikatého cukru (pentosy) a jednoho zbytku kyseliny
fosfore¢né. Jednotlivé mononukleotidy spojuje kovalentni fosfodiesterova vazba, ktera
je mezi fosfatovou skupinou napojenou na cukr prvniho nukleotidu na 5’-konci a hyd-
roxylovou skupinou napojenou na cukr druhého nukleotidu na 3’-konci. Na 1’-konci

kazdého cukru se nachdzi kovalentné navazana heterocyklicka baze.

Zéakladni baze u DNA jsou ¢tyfi — adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin
(T), u RNA je thymin nahrazen uracilem (U). Podle odvozeni od dusikaté heterocyklic-
ké slouceniny se rozdéluji na baze purinové a pyrimidinové. Mezi puriny patii adenin a
guanin s jednim Sesticlennym a druhym péti¢lennym kruhem. Pyrimidiny maji Sesti-
¢lenny kruh a fadi se k nim cytosin a thymin. Baze je k atomu uhliku cukru navazana N-

glykosidovou vazbou.

Nukleotidy, které obsahuji deoxyribozu, oznacujeme nazvem deoxyribonukleo-
tidy. Pétiuhlikaty cukr 2-deoxy-D-riboza tvoti cukernou slozku DNA, D-rib6za zastupu-
je tuto slozku u RNA a ma OH skupinu v pozici 2°. Misto hydroxylové skupiny na uhli-
kovém atomu C2 ma DNA jen vodikovy atom, znaci jej predpona 2-deoxy. Spojenim

baze a cukru vznika nukleosid (adenosin, cytidin, guanosin a thymidin).



Na deoxyribozu se vaze jedna fosfatovd skupina. Kovalentni fosfodiesterova
vazba mezi sacharidy a fosfaty vytvari vngjsi cukr-fosfatovou kostru fetézce nukleotidii
a udava polaritu DNA. Vazbou fosfatu na nukleosid vznika jiz zminéna zakladni sta-

vebni ¢ast struktury DNA nukleotid (obr. 5).

5'-kanec

o)
0O—P=0 N >\H
4
< i G
5CH; 0. N7SN™ “NH;,
|8 g
A
T
C

3'-konec

Obr. 5 Kratky usek molekuly DNA se vsemi ¢tyrmi nukleotidovymi zbytky - adenin (A),
cytosin (C), guanin (G), thymin (T) (Alberts et al. 2004)

2. 2.2 Sekundarni struktura DNA

Zakladni sekundarni strukturou DNA je dvousroubovice slozena ze dvou kom-
plementarnich nukleotidovych fetézcl stocenych do Sroubovice. Oba fetézce jsou spo-
jeny vodikovymi mustky mezi komplementarnimi bazemi — adenin se paruje dvéma

vodikovymi vazbami s thyminem (par A-T) a cytosin tfemi vodikovymi vazbami
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s guaninem (par C-G). Aby mohlo dojit k parovani bazi, musi byt oba fetézce vici sobé
antiparalelni, vV jednom sméru jsou vazby v poradi 5'-3" a ve druhém sméru 3'-5". Pary
bazi tak zaujmou energeticky nejvyhodnéjsi konformaci, ¢imz je dodrzena stabilni
vzdalenost cukr-fosfatové kostry obou fetézci. Obtocené vnéjsi cukr-fosfatové kostry
vytvaii danou dvousroubovici, kde baze jsou kolmé na osu dvousroubovice. Mezi sou-
sednimi bazemi jsou vytvoieny hydrofobni vazby. Vzdalenost dvou bazi je 0,34 nm.
Jedna cela otacka dvousroubovice se sklada z 10 part bazi a méii tedy celkové 3,4 nm

(Watson a Crick 1953). Primér dvousroubovice se uvadi jako 2 nm.

Obtocenim dvou fetézci kolem sebe vzniknou na dvousroubovici stfidaveé dva
7labky (obr. 6). Hlavni velky zlabek ma 12 A na $itku a je hluboky 8,5 A. Vedlejsi maly
7labek je Siroky 6 A a ma hloubku o 1 A mensi (King, R. C., et al., 2006). Rozdilnou
Sitku zlabka zpusobuje asymetrické spojeni part bazi s cukr-fosfatovou kostrou. Oba
zlabky jsou navic ohrani¢eny donorem a akceptorem, jeZ interaguji s proteiny rozpo-
znéavajici specifické sekvence DNA. Vice funkénich skupin je umisténo do velkého

zlabku, kam se vétSinou navazou DNA vazebné proteiny.

O — fosfodiesterova

vazba

2nm -konec 3' -konec

Obr. 6 Prostorovy model jeden a piil otacky dvousroubovice DNA s malym a velkym

zlabkem (vlevo), kratky usek dvousroubovice pri pohledu ze strany (vpravo) (Alberts et
al. 2004)

Nejcastéji se molekula DNA vyskytuje ve tfech rtiznych konformacich. Podmin-

ky pro vytvoteni jednotlivych konformaci zélezi vzdy na sekvenci nukleotidd, obsahu
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vody a iontové sile (Rozsypal 2006). Za zakladni konformace se povazuje A-DNA, B-
DNA a Z-DNA (obr. 7). Parametry jednotlivych konformaci jsou uvedené v tab. 1.

A-DNA B-DNA Z-DNA

Obr. 7 TFi konformace molekuly DNA — A-DNA, B-DNA, Z-DNA, pohled ze strany (ha-
hore) a z vrchu (dole) (prrevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/A-DNA)

11


http://en.wikipedia.org/wiki/A-DNA

Tab. 1 Parametry jednotlivych konformaci DNA (Rozsypal 2006)

Konformace A Konformace B Konformace Z
Vinuti pravotoCivé pravotoCivé levotocivé
Celkovy tvar kratka, Siroka dlouha, tenka podlouhla, tenka
Umisténi osy Y vivr vt " , ., N P
dvousroubovice pies vétsi zlabek pies pary bazi pies mensi zlabek
velmi uzky ) lostély
Vi Zlabek T uzEy, siroky, hluboky ZPIOSEY
hluboky na povrchu
Imi Siroks i (k<
Mensi Zl4bek VO SOk, azky, hluboky Ve uziy,
mélky hluboky
P W 14 o 14 I4
oc§t parta 1E)a.m na 11 ~105 12
jeden zavit
Konformace gly- . . i
Cy gy anti anti antiu
kosidové vazby synu G
Konformace deo- C2-endou dC
n C3-endo C2-endo
Xyribozy C3-endo u dG

Stavbu dvousroubovice, kterou v roce 1953 popsali Watson a Crick, je konfor-
mace B-DNA. V této konformaci se nachazi vétSina molekul DNA Vv prokaryotickych a
eukaryotickych buiikach. B-DNA je stabilni i pfi relativni vlhkosti 95 %, je tenci a vyssi
oproti ostatnim formdm a osa dvousroubovice prochazi stfedem vazby paru baze. Pii
vysoké relativni vlhkosti ji stabilizuji molekuly vody, které skoro s kazdym schopnym
atomem vytvaii vodikové vazby. V ptipad€ sniZeni relativni vlhkosti prostfedi na 75 %
(dehydrataci) B-forma ptechazi na A-formu. Molekula A-DNA je naopak kratka a plo-
cha a osa dvousroubovice u této formy prochazi pres vétsi zlabek. Konformace Z-DNA
ma jako jedina vinuti levotocivé, je podlouhld, tenka a osa dvouSroubovice je umisténa

pres mensi zlabek (Rozsypal 2006).

2. 2. 3 VySSi struktury DNA

Tercialni struktura DNA je pojmenovana jako nadSroubovice a vznika zavede-
nim dal$iho vinuti do sekundarni struktury DNA, které je ozna¢eno jako nadSroubovi-
cové (supercoiling, SC). Charakteristickd dvousroubovice molekuly DNA (dsDNA)
existuje v linearni nebo kruznicové forme. Linearni molekula mtze byt pievedena do
nadsroubovice jen v piipad¢, Ze jsou oba konce piipevnéné. Kruznicova dsDNA je bud’
kovalentné uzaviena relaxovana kruznice, ktera nema v fetézci zadny zlom, nebo ote-

viena kruznice, jez ma nejméné v jednom ze dvou fetézci zlom. Z dsDNA se mize vy-
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tvofit nadSroubovice dvéma zplsoby. Zapornym nadSroubovicovym vinutim vznika
pravoto¢ivad nadSroubovice, kladnym nadsSroubovicovym vinutim naopak levotoc¢iva

nadSroubovice.

V pftipadé, Ze se nadSroubovice navaze na histonovy protein, jedna se o kvartérni
strukturu (obr. 8). Vytvoreny komplex DNA-protein se nazyva nukleozom a ten je za-
kladni stavebni jednotkou chromatinového vlakna (Santoni 2013). Celkovou kompakt-

nost DNA tedy zvétSuje chromatin, z kterého se vytvaii chromozom.

=
DNA 5
3
3
Nukleozomy -
o
=
3
=
Chromatinové vlano §
3

Obr. 8 Dvousroubovice DNA (nahore), nukleozomy — histony ,,zabalené* do DNA
(uprostied), nukleozomy usporadané do chromatinového vidkna (dole) (Santoni 2013)
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2. 3 Interakce nizkomolekularnich latek

Malé molekuly vazajici se k DNA jsou nesmirné uzite¢nym nastrojem. DNA ja-
ko nositelka dédicné informace je prvotnim cilem molekul pfi protinadorové terapii.
Vysetiovani interakce DNA s komplexy tézkych kovil se fadi k tispé$né oblasti badani
jiz od objeveni cisplatiny pfed n¢kolika desitkami let a umoznuje ptfipadny vyvoj nové
generace terapeutickych prostiedkli. Tyto preparaty by vykazovaly piimy uc¢inek na
DNA uvnitt buriky nebo by zabranovaly rozvoliiovani DNA (Palchaudhuri a Hergenro-
ther 2007).

Vychozim krokem pii vyzkumu novych latek interagujicich s DNA je urcit zpu-
sob vazby na DNA. Pro latky, které se vaZzou na DNA nekovalentné, jsou nejpravdépo-
dobnéjsi dva typy vazeb, a to interkalace nebo vazba do zlabku. Studium struktury téch-
to interakci in vitro a uvnitt bunék umoznuje docela piesné urcit, o jaky zptisob vazby
se jedna. Pii pouziti metod s vysokym rozliSenim, napf. rentgenova difrakéni metoda a
nukledrni magnetick4 rezonance, je urceni velice piesné. V ptipad€ absence vysledkil
téchto metod je mozné odvodit zpisob vazby z vysledkl studii roztoku dané latky. Pro
uréeni zpiisobu vazby latek se ve velké mife zkoumaji urcita kritéria, jez jsou postavena
na zékladnich strukturalnich rozdilech vychazejicich z interkalace a vazby do zlabku
(obr. 9).

Interkalace zplisobuje podstatnou zménu ve struktufe DNA vloZenim planérni
Casti ligandu mezi sousedni pary bazi. Po navazani ligandu na DNA dochazi
k prodlouzeni, vyztuzeni a rozmotavani Sroubovice DNA. Interkalace tedy vyvolava
zasadni zmény struktury DNA. Vazbou do zlabku naopak dochazi k mensim struktural-

nim zménam a DNA ziistdva po navazani ligandu skoro v neporuSené formé.
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Obr. 9 Interakce molekuly DNA s ldatkou navazanou do zlabku (vievo), interakce mole-
kuly DNA s interkalatorem navdazanym mezi pary bazi DNA (vpravo) (Palchaudhuri a
Hergenrother 2007)

Vhodné fyzikalni metody dokézou popsat rozdil mezi interkalaci a vazbou do
zlabku. Pii experimentech se za standardni interkalator povazuje ethidium bromid a pro
porovnani je pouzivan Hoechst 33258 jako latka vazajici se do zlabku (Suh a Chaires
1995). U interkalatort je vazba k DNA stale intenzivné zkoumana prostiednictvim hyd-
rodynamickych vlastnosti DNA po navazani, kdy je planarni chromofor v blizkém kon-
taktu s pary bazi DNA. Chromofor je orientovan zhruba kolmo k ose Sroubovice DNA a
dochazi zaroven 1 k prodlouzeni Sroubovice. Na zékladé téchto predpokladl Ize jasné
rozlisit zpusob vazby latky k DNA pomoci metod jako napt. méfeni linearniho dichro-
ismu nebo méteni viskozity. Fluorescenéni techniky neposkytuji informaci o typu vazby
k DNA, nicméné dovoluji ovéfit, Zze studovana latka opravdu interaguje s DNA. Mira
interakce muze byt také ovlivnéna teplotou, pH nebo vlastnostmi prostedi, ve kterém

k reakci dochazi (Palchaudhuri a Hergenrother 2007).

2. 3. 1 Interkalace

Pti interkalaci poskytuji nukleové kyseliny sviij mezibazovy prostor dané slou-

¢eniné a dochazi tak ke vsunuti planarni ¢asti molekuly mezi pary baze DNA. Nasled-
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kem je zmenSeni spiralovitého stoCeni a zaroven prodlouzeni dvousroubovice DNA.
Interakce DNA-interkalator je poté stabilizovana diky nekovalentni vazbé typu n-m.
Jedna molekula navazané slouceniny miize prodlouZit dvousroubovici asi o 3 A a zaro-
ven zpusobit jeji rozvinuti. Stupen rozvinuti zavisi na uspofadani interkala¢ni slouceni-

ny a na mist¢ interkalace (Sangeetha et al. 2013).

Interkala¢ni slouceniny jsou ve velké mife pouzivany jako protinadorové, anti-
neoplastické, antibakterialni nebo antimykotické prostiedky, ale ne vSechny jsou geno-
toxické (Palchaudhuri a Hergenrother 2007). Interkalatory se rozliSuji podle svych
vlastnosti na typické a atypické (obr. 10). Typické interkalatory jsou planarni aromatic-
ké nebo heteroaromatické molekuly, které vétSinou maji genotoxické ucinky. Atypické
interkalatory se skladaji z ¢astecné aromatickych molekul a nejednéa se vzdy o rovinné

molekuly.

typické interkalatory atypické interkalatory

N |
NH, - _N cl N
| | Mo \ / X H | N /
NN | e e HN™X (.
) >

):_ NN k

9-aminoacridin ellipticin chlorpheniramin prodigiosin \  methapyrilin

Obr. 10 Priklady typickych (vlevo) a atypickych interkaldtori (vpravo) (Palchaudhuri a
Hergenrother 2007, upraveno)

2. 3.2 Vazba do zlabku

Vazba do zlabku na rozdil od interkaldtoru nezptsobuje velké konformacni
zmény DNA. Vazba ligandu a makromolekuly muize byt pfirovnavana k modelu zamku
a klice. Touto vazbou ligand pfimo interaguje s okrajovymi pary baze malého (A-T)
nebo vedlejsiho (G-C) zlabku DNA, kde je stabilizovan intermolekularnimi interakcemi

a DNA zlistava v podstaté v neporuseném formatu.

Stejné jako u interkalatort jsou u téchto latek prokazané klinické ucinky. Uplat-
fuji se jako protirakovinné a antibakteridlni prostiedky. Struktura molekuly sloucenin
s vazbou do zlabku (obr. 11) umoziuje piesné padnout po vytésnéni vody do velkého
nebo malého zlabku. Urcité slouc¢eniny jsou dokonce schopné obou typt nekovalentnich

reakci s DNA, interkalace 1 vazby do zlabku (Palchaudhuri a Hergenrother 2007).
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Obr. 11 Priklady latek vazajicich se do zlabku (Palchaudhuri a Hergenrother 2007,
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3. CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci metod molekularni biofyziky studovat a
charakterizovat interakci nového organokovového komplexu iridia s DNA. Tento kom-
plex byl pfipraven a charakterizovan z hlediska chemické struktury a Cistoty na Depar-
tamento de Quimica Inorganica, Universidad de Murcia ve Spanélsku na zékladé vy-
sledkt pfedchozich spole¢nych vyzkumi s Katedrou biofyziky Univerzity Palackého
v Olomouci. U stavajicich komplext byla navrzena zména struktury tak, aby obsahova-
ly jako ligand latky schopné interkalovat se do DNA. Tato nova sloucenina (obr. 13)
byla pfipravena a poskytnuta na Katedru biofyziky Univerzity Palackého s cilem otes-
tovat, zda-li zména ve struktufe komplexu vede ke zmén¢ schopnosti komplexu intera-
govat s DNA, a také jestli pfitomnost nového ligandu umozni interkalaci komplexu do
DNA. Cilem bylo provést tyto studie a zjistit, zda zména ve struktute skuteéné¢ vede

k lepsi interakci s DNA, lepsi protinadorové ucinnosti a ziskané vysledky interpretovat.
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4. MATERIAL A METODY

4. 1 Pouzité komplexy

Cl NH,
N

Pt
7\
Cl” NH,

Obr. 12 Strukturni vzorec cisplatiny, molekulovd hmotnost 300,01 g-mol™
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Obr. 13 Strukturni vzorec komplexu iridia (GVB27), molekulova hmotnost 1378,19

gmol™

4. 2 Chemikalie a biologicky material

e Agaréza (Serva Electrophoresis GmbH)

e Bromfenolovd modi (Serva Electrophoresis GmbH)

e Cisplatina (Sigma-Aldrich)

e Deionizovand voda

e DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

e DNA plasmidova pBR322 (New England Biolabs)

e DNA z teleciho thymu (Sigma-Aldrich)

e EtBr —ethidium bromid (Serva Electrophoresis GmbH)
e NaClO, — chloristan sodny (Sigma-Aldrich)
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Pufr TAE 50x: 2M Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan (C4H1;NO3), 1M
kyselina octova (CH3COOH), 50 mM EDTA - ethylendiamintetraoctova kyseli-
na, deionizovana voda

Pufr TBE 5x: 0,445M Tris, 0,445M kyselina borita, 10 mM EDTA, deionizova-
na voda

Roztok TrisCl, pH 7,4 (Roth)

Syntetické polynukleotidy poly(dA)-poly(dT) a poly(dG)-poly(dC) (Sigma-
Aldrich)

Topoizomeraza I — E. coli (New England Biolabs), komeréné dodavany reakéni
pufr: 50 mM octan draselny, 20 mM Tris acetat, 10 mM octan hofecnaty, 100

png/ml hovézi sérovy albumin

4. 3 Pristroje

Automaticky mikroviskozimetr AMVh (Anton Paar)
Bio Vortex V1 (Biosan)

Elektroforeticka vana (Biorad)

Fluorescenc¢ni spektrofotometr f-4500 (Hitachi)
Inkubator Cool-Hotter Dry Bath (Major Science)
Minicentrifuga Z 100 M (Hermle LaborTechnik)

pH metr s elektrodou (Boeco)

Spektropolarimetr J-720 (Jasco)

Ttepacka Universal Orbital OS-20 (Boeco)

UV transluminator Gel Logic 112 (Major Science)
UV/VIS spektrofotometr DU 730 (Beckman Coulter)
Zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic (Biorad)

Zeemantv atomovy absorpcni spektrometr AA240Z s grafitovym atomizérem

GTA120 (Varian)

4. 4 Metody

4. 4. 1 Stanoveni koncentrace zasobniho roztoku

Ke zjisténi koncentrace zadsobniho roztoku komplexu s centralnim atomem iridia

byl pouzit UV/VIS Spektrofotometr DU 730. Jako prvni bylo naméteno pozadi (blank),
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VvV tomto piipadé bylo pouzito DMSO. Poté byl zméfen 500x zfedény zasobni roztok
komplexu iridia (GVB27). Pii vinové délce 308 nm bylo nalezeno absorpéni maximum.

Upravou Lambert-Beerova zékona

A= ¢g-c-l, 1)

kde A je absorbance méteného vzorku, ¢ molarni absorp¢ni koeficient méteného vzorku,
¢ koncentrace méfeného vzorku a | délka optické drahy prochazejici méfenym vzorkem
v cm, byla zji§téna koncentrace zasobniho roztoku komplexu iridia v mol1™ (M). Hod-
nota absorbance byla zjisténa pii vinové délce 308 nm, pro kterou byla poskytnuta hod-

nota molarniho absorp¢niho koeficientu Span€lskymi kolegy.

4. 4. 2 Stanoveni interakce komplexu iridia s DNA pomoci méieni flu-

orescence

Me¢feni fluorescence je metoda, ktera se pouziva k urceni, zda malé molekuly in-
teraguji s nukleovymi kyselinami. Mezi vyhody této techniky patii zejména vyssi selek-
tivita a citlivost. Je znamo, ze dochazi k potlaceni emise fluorescencni slouceniny (napft.
ethidium bromid) ve vodném prostiedi, ale emise vyrazné¢ nardsta s piidavkem DNA,
protoze interakce s DNA chrani fluorescen¢ni slou¢eninu pied kontaktem s molekulami

vody (Suh a Chaires 1995).

K experimentu byl pouzit fluorescencni spektrofotometr f-4500. Nejprve byl
zméfen samotny 100x vodou ziedény zasobni roztok komplexu iridia pii excitacni vl-
nové délce 405 nm a emisni vinové délce v rozmezi 480 az 700 nm, poté byla k roztoku
ptridavana DNA z teleciho thymu. Po inkubaéni dobé 10 minut se zméii fluorescence.
Nartst maxima fluorescence po kazdém piidavku DNA dokazuje interakci GVB27
s DNA. Tato metoda je vhodna pro sledovani vazebné reakce s DNA, ale neposkytuje

informaci, zda-li se jedna o interkalator nebo o latku s vazbou do zlabku.

4. 4. 3 Urceni vazebné preference

V piipadé, Ze komplex iridia a DNA spolu interaguji, je mozné pomoci méteni
fluorescence také sledovat preferenci pro A-T nebo G-C pary bazi. Pro tento experiment
byl pouzit 100x vodou ziedény komplex iridia a fluorescencni spektrofotometr f-4500.

Excitacni vlnova délka byla zvolena 405 nm a emisni vlnovéa délka v rozmezi 480 az
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700 nm. Fluorescencni maximum se nachazelo okolo 600 nm. Po pfidani syntetického
polynukleotidu poly(dA)-poly(dT) byl vzorek inkubovan 10 minut a byla zmétena flu-
orescence. Totéz bylo opakovano s poly(dG)-poly(dC). Po porovnani hodnot maximalni
fluorescence u jednotlivych polynukleotidu byla zjisténa vazebna preference komplexu

iridia.

4. 4. 4 Stanoveni vazebné konstanty metodou vytésnéni ethidium bro-

midu

Vazebna konstanta studovaného komplexu iridia byla stanovena pomoci metody
vytésnéni ethidium bromidu z dvousroubovice DNA, ktera dokaze kvantifikovat neko-
valentni silu vazby komplexu iridia k DNA (Malina et al. 2014). Nahrazeni ethidium
bromidu v DNA doprovazi pokles intenzity fluorescence. Méfeni bylo provedeno na
fluorescencnim spektrofotometru pii excitacni vinové délce 495 nm a emisni vinové

délce v rozsahu 550 az 700 nm. Vysledna vazebna konstanta byla vypo¢tena ze vztahu

K [EtBr] - c[EtBr| = K[komplex] - c[komplex], @)

kde c¢ [komplex] piedstavuje koncentraci komplexu iridia v piipadé, kdy je vytésnéna
1/2 molekul ethidium bromidu, hodnota K [EtBr] je znama. Po dosazeni do rovnice ka-
libra¢ni pfimky sestavené z naméfenych hodnot intenzity fluorescence lze urcit vysled-

nou hodnotu vazebné konstanty.

4. 4.5 Elektroforéza v agarozovém gelu

Na elektroforézu byl pfipraven 1% agarézovy gel rozvafenim 1 g agardzy ve
100 ml pufru TAE 1x v Erlenmeyerové baice po dobu 10 minut. Vznikly gel byl po
zchladnuti nalit do elektroforetické vany s hiebinkem pro vytvoteni jamek k naneseni
vzorkd. Po 30 minutach tuhnuti byl gel zalit 500 ml roztokem pufru TAE 1x. Vzorky o
celkovém objemu 10 pl obsahovaly 0,3 pg plazmidové DNA (pBR322), dale komplex
iridia modifikovany na r; 0,1 — 0,5. Jeden vzorek obsahoval misto komplexu iridia
cisplatinu o r = 0,1. Do objemu 10 pl byly vzorky doplnéné TrisCI. Pro porovnani byly
vytvofené dvé sady vzorki, z nichz prvni byla inkubovana 2 hodiny a druha 24 hodin.
Po ukonceni inkubace byl ke kazdému vzorku ptidan pufr TAE 5x a poté byly vzorky

obarveny bromfenolovou modii v mnozstvi 1/6 objemu vzorku. Elektroforéza trvala
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120 minut pii konstantnim napéti 40 V. Pro zviditelnéni elektroforetické separace jed-
notlivych vzorkd byl gel obarven roztokem EtBr. Po oplachnuti byl gel vlozen do UV

transluminatoru a vyfotografovan v negativnim modu.

Pti elektroforéze dochazi k migraci elektricky nabitych Castic ve stejnosmérném
elektrickém poli, v pfipadé nukleovych kyselin jsou nositelem naboje fosfatové skupi-
ny. Rychlost pohybu molekul DNA v agar6zovém gelu, tzv. elektroforetickd mobilita,
ukazuje ptipadné zmény v nadSroubovicovém vinuti po interakci s danym komplexem
iridia. Pro plazmidovou DNA je typicka nadSroubovicova forma (SC, supercoiling),
ktera putuje gelem nejrychleji. Pokud dojde k rozvinuti DNA na jeji otevienou kruzni-
covou formu (OC, open circle) nebo dokonce linearni formu, snizuje se tim elektrofore-

ticka mobilita.

Vysledek elektroforetické separace se projevi jako prouzky. Intenzita prouzku je
piimo timérna koncentraci DNA. Vyhodnoceni bylo provedeno porovnanim separace
jednotlivych prouzkd u vzorkii obsahujici komplex iridia v riznych koncentracich s

kontrolnim vzorkem obsahujici cisplatinu.

4. 4. 6 Inhibice topoizomerazy I

Topoizomeraza ma §iroké vyuziti pti analyze slouceniny a jeji schopnosti inter-
kalace do DNA. Topoizomeraza je enzym, ktery kontroluje vinuti DNA a odstranuje
uzly a smycky z DNA. Existuji dva typy topoizomeraz, I a II, ale pouze u topoizomera-
zy | (Topo 1) bylo potvrzeno, ze se zaméfuje na protinadorova 1éc¢iva (Palchaudhuri a
Hergenrother 2007). Relaxace DNA v piitomnosti Topo I urcuje, zda studovany kom-
plex iridia dokaze zptsobit rozvinuti DNA, jenzZ je charakteristické pro DNA interkala-

tory.

Relaxaéni aktivita Topo | (1 U/ul) byla zkoumana pomoci gelové elektroforézy
Vv ptitomnosti plazmidové DNA (pBR322) a komplexu iridia (koncentrace 30 — 100
umol-1™%). Vzorek obsahujici DNA a Topo I byl pouzit jako negativni kontrola, vzorek
obsahujici ethidium bromid (koncentrace 10 pmol-1™*) a Topo | byl pozitivni kontrolou.
Vzorky se nechaly 1 hodinu inkubovat. Po pfipravé elektroforetické vany s agar6zovym
gelem a pufrem TBE 5x byly vzorky doplnény v mnozstvi 1/6 objemu bromfenolovou
modfi a naneseny do jednotlivych jamek v gelu. Elektroforéza trvala 120 minut pfi sta-

lem napéti 60 V. Poté byl gel obarven roztokem EtBr a po oplachnuti vyfotografovan
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v UV transluminatoru. Vyhodnoceni probéhlo na zékladé porovnani pozitivni kontroly

se vzorky obsahujici komplex iridia o rizné koncentraci.

4. 4.7 Méreni viskozity DNA

Viskozimetrie patii mezi jednoduché hydrodynamické metody, diky kterym Ize
s velkou citlivosti odhalit zmény délky DNA. Pokud se komplex interkaluje mezi pary
bazi DNA, zptsobi tim prodlouzeni jeji délky. Z méteni viskozity je tedy mozné urcit u

daného komplexu, jestli se jedna o interkalator.

Principem této metody je méfeni doby padu kulicky, jez se pohybuje ve sklenéné
kapilare. Kulicka a sklenénd kapilara maji pfesné¢ stanovené parametry jiz od vyrobce
viskozimetru. Méfeni prob¢hlo pfi teploté 37 °C v kapilarnim systému pod tthlem 50° o
priméru kapilary 1,6 mm v prostiedi 0,01 mol-1" Tris o pH 7,4 a DMSO. Viskozita
roztoku DNA z teleciho thymu (o stalé koncentraci 2,42-10° mol-I*) se studovanym
komplexem iridia (0 r; 0 — 0,1) byla métena celkem pétkrat pro kazdy vzorek a vysledny
¢as byl poté zprimérovan. Viskozita vzorku DNA bez piitomnosti studovaného kom-

plexu iridia byla vypoctena podle vztahu

to

kde t je doba padu kulicky v roztoku DNA a ty je doba padu kuli¢ky pouze v prostiedi
bez DNA (Suh a Chaires 1995). K vypoctu viskozity jednotlivych vzorki DNA

s pfidanym komplexem iridia byl pouzit vztah

n =" 4)

to

kde ti je doba padu kulicky v roztoku DNA v ptitomnosti komplexu iridia a tp je doba

padu kuli¢ky pouze v prostiedi bez DNA. Z téchto vypocitanych hodnot je poté vynese-

113

. / e
na zavislost (11 ) na ri studovaného komplexu iridia.
0

4. 4. 8 Linearni dichroismus

Linearni dichroismus (LD) je uzite¢nou metodou k detekci interakce a zptsobu

vazby mezi malymi molekulami a biologickymi makromolekulami jako je DNA. LD je
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definovany jako rozdil absorpce linearné polarizovaného svétla rovnobézného A a kol-

mého A, K ose orientace.

LD se pouziva u takovych systémii, které jsou orientované do jednoho sméru nebo jsou

orientovany az béhem experimentu (Rodger 1997).

K méfeni byl pouzit spektropolarimetr Jasco J-720 pfizpisobeny pro méfeni LD
v prutokové cele Couette. Pritokova cela byla sloZzena z upevnéného vnéjsiho valce a
rotujiciho vnitiniho valce (otacky 1200 — 1300), mezi kterymi byla $térbina o velikosti
0,5 mm a délka optické drahy c¢inila 1 mm. Experiment byl provadén v 0,01 M pufru
TrisCl (pH 7,4) po celou dobu pii teploté 25 °C a v rozsahu 220 az 700 nm. Pufr TrisCl
byl pouzit jako blank a byl odecten z kazdého spektra méteného vzorku. LD spektrum
vzorku DNA z teleciho thymu (1 10 M) bylo méfeno V pfitomnosti komplexu iridia 0
ri0-0,3.

4. 4. 9 Stanoveni kovalentni vazby komplexu iridia na DNA

Vsechny piedchazejici popisované metody byly provadény za ptredpokladu, Ze
se komplex iridia nevaze kovalentné na DNA. Pro ovéfeni byla pouzita dialyza vzorku
modifikované DNA. Vzorek obsahujici DNA z teleciho thymu (koncentrace 2,4-10°° M)
modifikovany komplexem iridia na r = 0,1 a chloristan sodny (koncentrace 0,01 M) byl
inkubovany pti 37 °C po dobu 48 hodin kvili pfipadnému vzniku pevné a stabilni kova-
lentni vazby. Dialyza vzorku byla provedena pomoci dialyzacni membrany Spectra/Por
MWCO 12 — 14000 Da, kterd byla proprana v teplé¢ destilované vodé. Membrana
S napipetovanym vzorkem byla umisténa do kadinky s destilovanou vodou na magne-
tickou michacku a pfi pokojové teploté byl vzorek 1 hodinu dialyzovan oproti vodg,
tento postup byl celkem 3x opakovan. Poté byla zmétena absorpce vzorku pti 260 nm
(epna = 6401,71-mol~! - cm™1) a pomoci Lamber-Beerova zakona (1) byla vypo¢&i-

tana koncentrace DNA ve vzorku po dialyze.

Koncentrace iridia v dialyzovaném vzorku byla stanovena pomoci atomové ab-
sorpcni spektrofotometrie. Pro ovétfeni byla méfena hodnota koncentrace pro dva stejné

vzorky. Na zaklad¢ porovnani hodnot pro nedialyzovany a dialyzovany vzorek bylo
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ureno procentualni mnozstvi komplexu iridia kovalentné navazaného na DNA, tzn.

mnozstvi navazané na DNA po dialyze.

5. VYSLEDKY A DISKUZE

5. 1 Priprava zasobniho roztoku a spektralni charakterizace

komplexu

Prvnim provedenym krokem byla pfiprava zasobniho roztoku komplexu iridia,
ktery se poté vyuzival pro dalsi experimenty. Malé mnozstvi komplexu v pevném stavu
(prasek oranzové barvy) bylo rozpusténo v 200 ul DMSO. Na obr. 14 je uvedeno ab-

sorp¢ni spektrum 500x vodou ziedéného zasobniho roztoku komplexu iridia.

0.5
0.4+
0.34
0.2+

0.1+

O.C 1 } 1 ] ) |
220 320 420 520 620

A [nm]

Obr. 14 Absorpcni spektrum komplexu iridia v prostredi vody a DMSO v poméru 499:1,

patrné absorpcni maximum pri 308 nm

Hodnota molarniho absorp¢niho koeficientu pro komplex iridia GVB27 byla urcena na

Spanélské univerzit¢ University of Murcia pro vinovou délku 308 nm jako &€ =

56 170 M~ 1cm™1. Koncentrace vzniklého roztoku byla stanovena pomoci absorpéni

spektrofotometrie na zakladé meéfeni absorbance roztoku s vyuzitim zndmé hodnoty
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moléarniho absorpcniho koeficientu. Zjisténa koncentrace zédsobniho roztoku komplexu

iridia byla 2,5:10° M.

Déle jsme provedli srovnani ziskaného absorpcniho spektra se spektrem, které
bylo poskytnuto $panélskymi spolupracovniky (obr. 15). Ze srovnani obou spekter je
patrné, ze spektra maji totozny tvar s hlavnimi absorpénimi pasy ve stejnych oblastech
vinovych délek. P¥i transportu komplexu iridia do Ceské republiky nedoglo k rozkladu

ani jiné zmeéné struktury a piipraveny roztok tak mohl byt pouzit pro dalsi studie.

308

= e \Water:dmso (99:1)
415

230 330 430 530 630
A [nm]

Obr. 15 Absorpcni spektrum komplexu iridia namérené na University of Murcia

Bylo také ovéteno, Ze v pribéhu ¢asu nedochazelo ke zméné v absorpénim spek-
tru studovaného komplexu. Z toho bylo vyvozeno, Ze piipraveny roztok byl stabilni po

celou dobu, po kterou probihalo méfeni této bakalaiské prace. € [M™-cm™]

5.2 Méreni fluorescence — stanoveni interakce s DNA

Me¢étenim fluorescence bylo zjisStovano, zda dochazi k vazebné reakci mezi kom-
plexem iridia a DNA. 20 pl zasobniho roztoku komplexu iridia bylo 100x zfedéno vo-
dou a byla zmétena jeho fluorescence pii excitacni vinové délce 405 nm a emisni vino-
vé délce v rozmezi 480 az 700 nm. Maximum fluorescencniho spektra bylo urceno oko-
lo 600 nm. K roztoku bylo pfidavano po 5 ul DNA, poté prob¢hla inkubace vzdy po
dobu 10 minut a bylo proméfeno spektrum. Nartst fluorescence po piidani DNA je pa-

trny z obr. 16 a obr. 17.
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Obr. 16 Zavislost pritbéhu fluorescence (F) na vinové délce pro komplex iridia a kom-
plex iridia s pridavky DNA, pozorovany shodny priitbéh spektra pro vyssi mnozstvi DNA
(pridavek 10 ul a 15 ul)
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Obr. 17 Zavislost maxima fluorescence (Fmax) ha mnoZstvi piidavkii DNA

Zvyseni fluorescence po pfidani DNA ke 100x zfedénému komplexu iridia do-
kazuje, Ze mezi komplexem iridia a dvousroubovici DNA dochézi k interakci. Po ptida-
ni 15 a vice pl DNA se maximum fluorescence jiz ptili§ neménilo, vSechen komplex
iridia byl uz zfejmé navdzany na DNA. Timto experimentem byla ukdzana interakce
komplexu iridia s DNA, ale nebyla ziskana informace, 0 jakou vazbu na DNA se kon-

krétné€ jedna. A proto byly pouzity nasledujici metody k urceni této vazby.

5. 3 Zjisténi vazebné preference

Pomoci fluorescencni spektroskopie byla také zjistovana sekvencni preference
komplexu iridia nebo jeji ptipadna nezavislost. Z namétenych hodnot (viz obr. 18) bylo
prokazéano, Ze dany komplex iridia vykazuje vySsi sekvencni preferenci k parim A-T

nez ke G-C partim.
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Obr. 18 Zavislost fluorescence (F) na vinové délce pro jednotlivé komponenty

S ohledem na srovnavaci studie (Ren a Chaires 1999) bylo zjisténo, ze latky va-
zajici se do zlabku vykazuji vétsi preferenci k A-T param. U interkalatorti nebyla stano-
vena vyrazna preference, ptipadné velmi mald pro G-C pary. Na zaklad¢ sekvenéni pre-
ference A-T pari pred pary G-C u studovaného komplexu iridia by se mohlo jednat o
latku vazajici se do zlabku nez o interkaldtor. K jasnému prokdzani zpiisobu vazby

komplexu iridia na DNA byly provedeny dal$i metody.

5. 4 Stanoveni vazebné konstanty metodou vytésnéni ethidium

bromidu

Metodou vytésnéni ethidum bromidu byla stanovena vazebnd konstanta
studovaného komplexu iridia. Intenzita fluorescence ethidium bromidu byla métena
v kiemennych kyvetach na fluorescencnim spektrofotometru pii excitani vinové délce
495 nm a emisni vlnové délce v rozmezi 550 — 700 nm. Nejprve byla urend hodnota
fluorescence roztoku ethidium bromidu (1,3 uM) a TrisCl (0,01 M) jako blank.
Ptidavkem DNA (3,9 uM) doslo k navazani ethidium bromidu na DNA, a tim k narastu
intenzity fluorescence. Postupnym pridavam 1 pl zasobniho roztoku komplexu iridia

(2,5-10° M) byl sledovan pokles naméfené intenzity fluorescence (obr. 19).
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Obr. 19 Ocekavanda linearni zavislost relativni fluorescence (F) na koncentraci kom-

plexu iridia (c\), rovnice kalibracni primky y = -0,1147x + 0,9919

Na zéklad€ znalosti vazebné konstanty ethidium bromidu (1-10" M™) pii 50%
redukci fluorescence (vytésnéni 1/2 molekul EtBr) byla po dosazeni do rovnice kalib-
raéni pfimky (viz obr. 19) stanovena hodnota vazebné konstanty komplexu iridia na
4,3-10° M™. Pro samostatné ovéfeni, Ze studovany komplex iridia nevykazuje Zadny
signal pii méfeni fluorescence, byl pouzit roztok komplexu iridia (zfedény 400x) a Tris.
Intenzita fluorescence tohoto roztoku byla zanedbatelna a bylo tedy prokazané, ze kom-

plex za téchto podminek nefluoreskuje.

5. 5 Rozvijeni DNA

Rozvijeni DNA bylo zkoumano pomoci elektroforézy na 1% agar6zovém gelu.
Vzorky plazmidové DNA (pBR322) byly modifikovany komplexem iridia o rj 0,1 — 0,5
nebo cisplatinou (r = 0,1). Rychlost migrace jednotlivych molekul v elektrickém poli se
projevi po obarveni a vyfotografovani gelu jako prouzky rizné intenzity. Pokud je DNA
ve formé nadsroubovicové (SC), putuje v gelu diky své kompaktnosti rychleji nez ote-
viena kruznicova forma (OC). Interagujici komplex iridia mize zménit elektroforetic-
kou mobilitu DNA. Pro porovnani byl pouzit vzorek s cisplatinou, ktera je znama jako
interkalator a je pro ni charakteristické rozvijeni dvousroubovice DNA (Sangeetha et al.

2014). Vysledky elektroforézy jsou zobrazeny na obr. 20.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
Obr. 20 Rozvijeni plazmidové DNA pomoci elektroforézy a vyznaceny smér pohybu k

anode, vzorek: 1. kontrola (plazmidova DNA, bez Ir), 2. a 6. s Ir (r = 0,1), 3. a 7. s Ir (r
=0,3),4.a8.slr(r=0,5),5.a09.scisplatinou (r =0,1); vzorky 2 — 5 byly inkubovany
2 hodiny, vzorky 6 — 9 byly inkubovany 24 hodin, OC — oteviena kruznicova forma, SC

— nadsroubovicova forma

Z obr. 20 je zfetelné, ze komplex iridia neovliviiuje elektroforetickou mobilitu
plazmidové DNA ani pfi nejvys§im stupni modifikace r = 0,5. Naopak cisplatina snizuje
mobilitu SC-formy DNA postupnym rozvijenim dvousroubovice. Zadny zjistény vliv
komplexu iridia na rozvijeni DNA by mohl znamenat, ze komplex iridia s DNA nein-
teraguje nebo v ptipadé interakce k rozvijeni DNA nedochazi. Z méteni fluorescence je
patrné, ze komplex iridia s DNA interaguje. Vysledek tohoto experimentu mizeme in-
terpretovat tak, Ze u dan¢ho komplexu iridia se nejednd o interkalator. Pro ovéteni je

vhodné déle testovat vliv komplexu iridia na topoizomerazu I.

5. 6 Inhibice topoizomerazy I

Interakce studovaného komplexu iridia s DNA byla také proSetiena pouzitim
Topo | pomoci gelové elektroforézy v 1% agarézovém gelu. Topoizomerazy jsou en-
zymy, které dokazi ménit topologii DNA za G¢elem uvolnéni torzniho namahani béhem
riznych procest (Janockova et al. 2016). Diky této vlastnosti je mozné specifikovat a
méfit interkalac¢ni zplisob vazby slou¢enin na DNA. Tato analyza je zavisla na schop-
nosti topoizomerazy pieménit relaxovanou DNA (R) na nadSroubovici (SC-forma)
Vv pritomnosti interkala¢nich slou€enin, jez jsou Casto spojovany s inhibici nebo otrave-

nim topoizomerazy. Vysledky inhibice topoizomerdzy jsou popsany na obr. 21.
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Obr. 21 Viiv komplexu iridia na relaxaci plazmidové DNA (pBR322) pomoci Topo | a
vyznaceny smér pohybu k anodé, vzorky inkubované 60 minut pri teploté 37 °C; vzorek:
1. pBR322 bez Topo |, 2. negativni kontrola (pBR322, Topo I, bez komplexu iridia), 3. —
6. pBR322 v pritomnosti Topo I a komplexu iridia (30, 50, 70, 100 umol-I'"), 7. pBR322

Vv pritomnosti Topo I a EtBr (10 umol -l'l)

Samotna plazmidovd DNA (pBR322) obsahuje pomérné dost nadSroubovicové
SC-formy, ktera migruje gelem nejrychleji (vzorek 1). V piitomnosti 1 U Topo | vymi-
zela SC-forma a zvétsilo se vyrazné mnozstvi R-formy (vzorek 2). Po pfidani komplexu
iridia o koncentracich 30 — 100 pmol-1" doslo podle pfedpokladu také k relaxaci DNA
(vzorek 3 — 6). Topo I byla dale schopna relaxovat DNA. Pfi vysoké koncentraci kom-
plexu iridia (vzorek 6) lze vidét nepatrné mnozstvi SC formy, kde Topo | fungovala

pomaleji nebo s mensim G¢inkem. Komplex iridia tedy neinhibuje funkci Topo I.

Tato metoda ukazuje, ze studovany komplex iridia nema vliv na aktivitu Topo L.
Funkce enzymu neni inhibovana nebo pfipadné ve velmi malé mife. Pro pfesnéjsi srov-
nani by bylo vhodné pouziti také Hoechst 33258 (standard s vazbou do Zlabku), ktery
nebyl k analyze dostupny. Nicméné je znamo, ze vSechny interkalatory inhibuji Topo I,
stejné jako EtBr (viz vzorek 7). Studovany komplex iridia tedy nemtize byt interkalato-

rem. Pro ovéteni byly provedeny dal§i metody.

32



5. 7 Méreni viskozity DNA

Pro studium interakce komplexu iridia s DNA byla vyuzita metoda méfeni vis-
kozity k uréeni, zda-li se v piipadé nami studovaného komplexu jedna o interkalator.
Namétené hodnoty byly srovnany s hodnotami ziskanymi pro ethidium bromid, ktery je

povazovan za standardni interkalator a jeho vazba na DNA byla jiz intenzivné prostu-

dovana (Suh a Chaires 1995).
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Obr. 22 Zavislost viskozity ( )1/3 na stupni modifikace r; DNA pro ethidium bromid

n
Mo
(EtBr) a komplex iridia

Relativni viskozita byla nejprve naméfena pro DNA z teleciho thymu bez kom-
plexu iridia a poté v pfitomnosti komplexu iridia pro ¢tyfi stupné modifikace r; (0,03;
0,06; 0,08; 0,1). Z obr. 22 je patrné, ze se vzrustajicim stupném modifikace DNA roste
také relativni viskozita. Nardst viskozity pro ethidium bromid je se vzrastajicim r; line-
arni. U komplexu iridia se naopak zvySuje relativni viskozita pouze nepatrné a lze ji
V ramci nejistoty povazovat za konstantni v porovnani s ethidium bromidem. Studovany

komplex iridia tedy neni interkalatorem.

5. 8 Méreni linearniho dichroismu

Pro ziskani dalSich informaci o zptsobu vazby komplexu iridia na DNA bylo
také provedeno meéfeni pritokového linedrniho dichroismu, které je velmi citlivé
k interakcim DNA s ligandy. K mé&feni byl pouzit vzorek DNA z teleciho thymu (1-10™
M) v 10 mM TrisClI pufru s postupnymi ptidavky (1 nebo 2 pl) komplexu iridiao r; 0 —

0,3. Namétené LD spektrum je na obr. 23.
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Obr. 23 LD spektrum DNA z teleciho thymu v pritomnosti komplexu iridia Vv zavislosti
na jednotlivych pridavcich zasobniho roztoku komplexu iridia, negativni LD signal oko-

lo 260 nm, existence LD signalu 300 — 470 nm

Pokud jsou pary baze orientované kolmo na osu Sroubovice DNA, je ocekdvan
negativni LD signal v oblasti okolo 260 nm, kde absorbuji baze v DNA (Janockova et
al. 2016). Stejné orientovany LD signal navazané slouceniny v oblasti jeji absorpce by
naznacoval orientaci molekul rovnobézné s bazemi DNA a kolmou na osu dvousroubo-
vice. Tato orientace je typicka pro interkalatory. EXistence LD signalu v pfitomnosti
komplexu iridia oproti DNA v oblasti vétsich vinovych délek 300 az 470 nm dokazuje
interakci komplexu iridia s DNA. Pfitomnost pozitivniho signalu v oblasti absorpce
komplexu iridia ukazuje, Ze molekuly komplexu iridia jsou orientovany ptibliZzné rov-
nobéZné s osou dvousroubovice DNA. Takova orientace neni charakteristick4 pro inter-
kalatory, a proto tato metoda dokazuje, Ze studovany komplex iridia neni interkalato-

rem.

5.9 Stanoveni kovalentni vazby komplexu iridia na DNA

Na zéklad¢ piedchozich vysledkt byla prokazana nekovalentni interakce kom-

plexu iridia na DNA. Nicméné je nutné stanovit kovalentni vazbu komplexu iridia na
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DNA v ptipadé, Ze by se komplex iridia s nové navrzenym ligandem vazal na DNA také

kovalentné.

Vzorek obsahujici modifikovanou DNA z teleciho thymu (r = 0,1) byl dialyzo-
van proti vod¢. Dialyza¢ni membranou postupné prochazely do vody malé molekuly
komplexu iridia, které nebyly na DNA navazané nebo se vazaly k DNA nekovalentni
vazbou. Velké molekuly DNA nemohly dialyzaéni membranou vzhledem ke své veli-
kosti projit, zatimco malé molekuly prostupovaly membranou do té doby, nez doslo
k ustalenému stavu. Koncentrace DNA ve vzorku po dialyze byla ur¢ena pomoci ab-
sorpéni spektrofotometrie a Lambert-Beerova zakona (1). Kur€eni procentualniho
mnozstvi kovalentné navazaného komplexu iridia na DNA po dialyze byla pouzita ato-
mova absorp¢ni spektrometrie, diky které byla ziskana koncentrace iridia ve dvou stej-
nych vzorcich. Ze znalosti koncentrace DNA ve vzorku po dialyze byl vypocten stupent

modifikace a poté procentualni mnozstvi komplexu iridia kovalentné¢ navazaného na
DNA.

Pro prvni vzorek byla ziskana hodnota 0,77 % kovalentné navazaného komplexu
iridia na DNA. U druhého vzorku po dialyze nebyla naméfena zadna koncentrace kom-
plexu iridia. Nenulova hodnota procentualniho mnozstvi v piipadé prvniho vzorku by
mohla byt ovlivnéna elektrostatickou vazbou, ale chyba méteni je 1 %. Na zakladé pro-
vedeni této dialyzy bylo usouzeno, ze komplex iridia se nevaze k DNA kovalentni vaz-

bou.
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6. ZAVER
V této bakalaiské praci byly studovany interakce nového biologicky aktivniho
komplexu iridia (GVB27) s DNA vybranymi metodami molekularni biofyziky. Ve

struktufe tohoto komplexu se vyskytuje zajimavé navrzeny ligand, u kterého bylo pted-

pokladano, ze by se mohl eventualné do DNA interkalovat.

Métenim fluorescence bylo zjisténo, Ze studovany komplex iridia interaguje
s DNA se sekvencni preferenci A-T part pied G-C pary (viz 5.2 a 5.3). Metodou vytés-
néni ethidium bromidu byla stanovena vazebna konstanta komplexu iridia 4,3-10° M
(viz 5.4). Pomoci elektroforézy a inhibice topoizomerazy | byla ovéfena interakce mezi
komplexem iridia a DNA. Zaroven vysledky téchto metod vedly ke zjisténi, ze komplex
iridia zfejmé neni interkalatorem (viz 5.5 a 5.6). Métfenim viskozity a linearniho dichro-
iIsmu bylo potvrzeno, ze se komplex iridia neinterkaluje mezi pary bazi DNA (viz 5.7 a
5.8), jak bylo ze zacatku predpokladano. Kovalentni vazba komplexu iridia na DNA
nebyla prokdzana (viz 5.9). Studovany komplex iridia se vaze nekovalentné¢ k DNA a

S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o latku s vazbou do zlabku.
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Errata (opravy bakalarské prace)

Oprava: Seznam zkratek

Spatné — cisplatina (cis-diamindichloroplatnaty komplex, cDDP)

spravné — cisplatina (cis-diammindichloroplatnaty komplex, cDDP)

Oprava: str. 3

Spatn¢é — Nejzndméjsim komplexem na bazi platiny je cisplatina (cis-

diamindichloroplatnaty komplex, cis-[Pt(NH3)2(CI)2].

spravn¢ — Nejznaméj§im komplexem na bazi platiny je cisplatina (Cis-

diammindichloroplatnaty komplex, cis-[Pt(NH3)2(Cl)2].
Oprava: str. 8

Spatné — Jednotlivé mononukleotidy spojuje kovalentni fosfodiesterova vazba, kterd je
mezi fosfatovou skupinou napojenou na cukr prvniho nukleotidu na 5’-konci a hydroxy-
lovou skupinou napojenou na cukr druhého nukleotidu na 3 -konci. Na 1’-konci kazdé-

ho cukru se nachazi kovalentné navazana heterocyklicka baze.

spravné — Jednotlivé mononukleotidy spojuje kovalentni fosfodiesterova vazba, ktera je
mezi fosfatovou skupinou napojenou na cukr prvniho nukleotidu na 5" uhliku a hydro-
xylovou skupinou napojenou na cukr druhého nukleotidu na 3" uhliku. Na 1” uhliku

kazdého cukru se nachdzi kovalentné navazana heterocyklicka baze.
Oprava: str. 12

Spatné — V této konformaci se nachazi vétSina molekul DNA v prokaryotickych
a eukaryotickych bunikdch. B-DNA je stabilni 1 pii relativni vlhkosti 95 %, je tenci a

vys8i oproti ostatnim formdm a osa dvousroubovice prochéazi sttedem vazby paru baze.

spravné — V této konformaci se nachazi vétSina molekul DNA v prokaryotickych
a eukaryotickych bunikdch. B-DNA je stabilni 1 pii relativni vlhkosti 95 %, je tenci a

vys8i oproti ostatnim formam a osa dvousroubovice prochézi sttedem vazby part bazi.
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Oprava: str. 16

Spatné — Pii interkalaci poskytuji nukleové kyseliny svlij mezibazovy prostor dané slou-

¢enin¢ a dochazi tak ke vsunuti plandrni ¢asti molekuly mezi pary baze DNA.

spravné — Pii interkalaci poskytuji nukleové kyseliny sviij mezibazovy prostor dané

sloucening a dochazi tak ke vsunuti planarni ¢asti molekuly mezi pary bazi DNA.
Oprava. str. 16

Spatn¢ — Touto vazbou ligand pfimo interaguje s okrajovymi pary baze velkého a malé-
ho zlabku DNA, kde je stabilizovan intermolekuldrnimi interakcemi. DNA zlstava

V podstaté v neporuSeném formatu.

spravné — Touto vazbou ligand piimo interaguje s okrajovymi pary bazi velkého a ma-
I¢ho Zlabku DNA, kde je stabilizovan intermolekularnimi interakcemi. DNA zlstava

V podstaté v neporuseném formatu.

Oprava: str. 31

Spatné — Pro porovnani byl pouzit vzorek s cisplatinou, kterd je zndma jako interkaldtor

a je pro ni charakteristické rozvijeni dvousroubovice DNA (Sangeetha et al. 2014).

spravné — Pro porovnani byl pouzit vzorek s cisplatinou, pro kterou je charakteristické

rozvijeni dvousroubovice DNA (Sangeetha et al. 2014).
Oprava: str. 35

Spatn¢ — Pokud jsou pary baze orientované kolmo na osu Sroubovice DNA, je o¢ekavan
negativni LD signdl v oblasti okolo 260 nm, kde absorbuji baze v DNA (Janockova et
al. 2016).

spravné — Pokud jsou pary bazi orientované kolmo na osu Sroubovice DNA, je oceka-
van negativni LD signdl v oblasti okolo 260 nm, kde absorbuji bdze v DNA (Janockova

et al. 2016).
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