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ABSTRAKT

Cisplatina si 1 po vice nez tficeti letech od uvedeni na trh udrzela své postaveni mezi
dostupnymi chemoterapeutiky. Diky vysoké uspéSnosti pii 1é€beé karcinomu varlat je stale
témét vyhradnim lé¢ivem pro toto onemocnéni. Nelze vSak zanedbat skutecnost, Ze pfi terapii
dochazi k negativnimu ovlivnéni kvality Zivota pacienta a také pfipadné ke vzniku rezistence
vici lécivu.

Mechanismus u¢inku komplexu je multifaktoridlni, hlavnim faktorem zodpovédnym
za cytotoxické pusobeni cisplatiny je jeji vazba na DNA a nasledné poskozeni struktury a
funkce DNA. Majoritnimi typy tvofenych aduktt jsou sekvencné specifické AG a GG
vnitrofetézcové (IAC) miustky, jejichz ptitomnost v fetézci DNA zplsobuje destabilizacni
zmény dvouretézcové struktury DNA. Zména struktury a stability duplexu DNA ovliviiuje
mimo jiné ¢innost, DNA-dependentnich DNA polymeraz, kdy DNA polymerazy tc¢astnici se
replikace nejsou schopny poskozeni ptekonat a tzv. translézoveé aktivni polymerazy pieklenu;ji
lécivem vytvorenou prekazku. V lidské buiice vykazuje vysokou procesivitu pii prekondvani
cisplatinou vytvofenych aduktd polymeraza m (éta), kterd vykazuje vysokou piesnost
(fidelitu). Casto vyuzivanym modelem eukaryotickych polymeraz pii in vitro experimentech
je prokaryoticky Klenowiiv fragment DNA polymerazy I (E. coli).

Experimenty prokazujici vzajemné diference mezi prokaryotickym a eukaryotickym
typem translézoveé aktivni DNA polymerazy byly zaméfeny zejména na studium kinetiky a
vlivu koncentrace enzymu pii ptekonavani sekvenéné specifickych vnitrofetézcovych adukti.
Z vysledkl této diplomové prace vyplyva, ze Klenowtiv fragment rozliSuje pii translézové
syntéze mezi vnitrofetézcovymi mistky AG a GG. Vyraznéjsi schopnost inhibovat syntézu
produktu plné délky (FLP) vykazuje AG IAC mistek a vzajemné rozdily mezi adukty jsou
pak nejpatrngj$i pi1 pouziti primeru, ktery svym 3” koncem naseda az k 1ézi. Na rozdil od
bakterialni DNA polymerazy, lidskd polymeraza m mezi obéma typy mistkll nerozliSuje.
Termodynamicka analyza urCeni bodu tani oligonukleotidu potvrdila vétsi schopnost

destabilizace dvouietézcové struktury AG IAC mustkem ve srovnani s mistkem GG.



ABSTRACT

Cisplatin even after more than thirty years since it was introduced in the clinic
maintains its leading position among anticancer chemotherapetics. Due to great success of the
treatment of testicular cancer, cisplatin continues to be almost exclusive medical drug suitable
for treatment of this disease. However, it is impossible to neglect the fact that chemotherapy
by cisplatin is accompanied by negative affection of the quality of life of patients and by
acquired resistance.

Mechanism underlying antitumor effects of cisplatin is multifactorial. The major
factor responsible for cytotoxic effects of cisplatin is its binding to DNA and subsequent
damage of its structure and function. Major types of the adducts formed on DNA by cisplatin
are sequence-specific GG and AG intrastrand cross-links, the presence of which in the DNA
strand destabilizes double-helical structure of this nucleic acids. Change of the structure and
stability of DNA affects among others activity of DNA-dependent DNA polymerases, when
DNA polymerases participating in DNA replication are unable to bypass DNA damage. On
the other hand, so called translesion DNA polymerases can bypass the damage induced by the
drug. In human cells, high fidelity DNA polymerase n exhibits high processivity of bypassing
adducts formed in DNA by cisplatin. Prokaryotic Klenow fragment of DNA polymerase I (E.
coli) is a frequently used model of eukaryotic DNA polymerases exploited in in vitro
experiments.

Experiments demonstrating mutual differences between prokaryotic and eukaryotic
types of translesion DNA polymerase were focused in particular on studies of kinetics and
effects of the concentration of the enzyme on translesion DNA synthesis across sequence-
specific intrastrand cross-links of cisplatin. The results of this diploma work show that
Klenow fragment distinguishes, during DNA translesion synthesis, between GG and AG
intrastrand cross-links. The AG intrastrand cross-link exhibits a more pronounced efficiency
to inhibit synthesis of the full-length products. The mutual differences between the adducts
are most apparent in the ,standing start” experiments when the 3’ end of the primer is
complementary to the base preceding the lesion. In contrast to prokaryotic DNA polymerase,
human DNA polymerase n does not distinguish between both types of the cross-link.
Thermodynamic analysis, which was used to determine melting point of the oligonucleotide
duplex confirmed greater capability of the destabilization of the double-stranded structure by

the AG intrastrand cross-link in comparison with the GG intrastrand lesion.
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Uvob

1 Uvob

Zdravi je nejcenn¢j$i hodnota lidského byti, o to horSi je pro kazdého piedstava
pozitivné diagnostikovaného onemocnéni, kde tuspéch 1écby neni nikterak zarucen. Boj
s rakovinou je fenoménem moderni civilizace, na jehoZ lécbu se ro€né vynalozi 895 miliard
USD, coz piedstavuje 1,5% celosvétového HDP a je tim i1 celosvétové nejnakladnéjSim
onemocnénim. (1) Tyto strohé finan¢ni sumace siln¢ kontrastuji se 7,6 miliony lidi, ktefi
tomuto onemocnéni v roce 2010 podlehly. (2)

Prevence a vCasna diagnostika je nejuspésnéjsi ,,vynalezenou lécbou* do soucasné
doby. Avsak i1 odpovédny pfistup k vlastnimu zdravi nemusi zabranit rozvinuti tohoto zivot
ohrozujiciho onemocnéni. Proto se vyzkumné tymy po celém svété snazi vynalézt GspéSnou a
minimalné¢ invazivni 1écbu. V soucCasné dob¢ patii mezi zavedené metody 1écby chirugicky
zékrok, chemoterapie, radioterapie a kombinace vSech téchto pfistupti. Ne vzdy je vhodné
dané onemocnéni 1éCit chirurgickou metodou, jelikoz nalez nemusi mit charakter solidniho
utvaru a samotny zakrok miiZze ohrozit zdravi a zivot pacienta. V drtivé vétSin€ piipadii ma
pacient moznost chemoterapeutické 1éCby, ktera vSak zpravidla vyrazné ovliviuje kvalitu
zivota a ma 1 fadu vedlejSich ucinkd. Chemoterapie je vSak jednou z nejkomplexnéjSich a
nejucinéjSich metod, jak efektivné potlacit rist nejen samotného centralniho tumoru, ale
taktéZ nikterak vyjimecnych metastaz. Prvnim novodobym, nejdéle a nejvice pouZivanym
chemoterapeutikem je cisplatina. Pfestoze od schvaleni cisplatiny jako 1é€iva uplynulo vice
nez 30 let, je jeji uzivani v nékterych ptipadech nenahraditelné. Po objevu tohoto komplexu
nastal koncem 20. a pocatkem 21. stoleti ,,chemoterapeuticky boom®, ktery zprvu vychézel
z anologli zndmé cisplatiny. Ze stovek vice ¢i méné G€innych latek si cisplatina az doposud

udrzela své postaveni v uspésné 1€cbeé rakovinného onemocnéni.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Objev Cis-diammindichloroplatnatého komplexu-cisplatiny

Ptedpoklad protinddorové tuc¢innosti cis-diammindichloroplatnatého komplexu, byl
polozen roku 1961 Barnettem Rosenbergem, profesorem biofyziky Michiganské statni
univerzity, a jeho tymem po experimentech s bakteridlnimi koloniemi E. coli. Pti studiu vlivu
elektrického pole na riist bakterii byla pozorovana inhibice bunécného déleni a filamentozni
prodluzovani. (3) (4) Nasledn¢ byly provedeny série experimentii, které mély uptesnit, zda je
pricinou tohoto nestandartniho chovani vliv elektrického pole, ktery byl ptivodné zkouman, ¢i
slozeni elektrolytického roztoku. Pfedpokladala se elektrolyticka reakce s ti¢asti amonnych a
chloridovych ionta ze soli v médiu spolu s platinou, kterd byla nanesena na povrchu elektrod.
Po zkuSebnich syntézach mnoha komplexii na bazi platiny bylo bunécné déleni potlaceno
v ptipad¢ slouceniny cis-(PtCl,(NHs3),, dnes zndmé jako cisplatina. Cis forma vykazuje oproti
svému frans izomeru (5) vyrazné vyssi toxicitu (6) (7), coz je patrné z obr. ¢. 2, kde byly
aplikovany oba izomery do HeLa buné¢né kultury.

Pted ptichodem platinovych komplexii byly jako kancerostatika uzivany pouze latky
ptirodniho charakteru, ¢i organické slouceniny a uZiti lé¢iva s centrdlnim atomem tézkého
kovu bylo nemyslitelné. Pfes prvotni zakaz NCI (National cancer institute) doSlo po
rozsahlych testech roku 1979 ke schvéleni cisplatiny jako léCiva pod nazvem Platinol,
Platinol-AQ (8) (9), v Ceské republice pod nazvem Platidiam (10).

HiN., ,Cl Clr,,  .+NHj

Pt; Pt
HN"T e HN™ e

A\l

Obr. ¢. 1: Cisplatina vs. Transplatina

fraction surviving
o

0.01

02 0.4 0.6 0.8

platinum bound to DNA
u moles/g

Obr. ¢. 2: Graf vyjadrujici vztah zaniku Hela bunécnych kultur k mnoZstvi navazanych

platinovych komplexu na DNA. Porovnani toxicity cis a trans izomerti Pt komplexu. (11)

11
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2.2 Fyzikdlné chemické vlastnosti cisplatiny

2.2.1 Syntéza cisplatiny, chovani ve vodé, absorpéni spektrum

Cis-diammindichloroplatnaty komplex, DDP, cis-[(PtCl,(NHs3);], neboli cisplatina je
svétle Zluta pevna latka. Prvni syntézu provedl roku 1844 Peyrone et al. (12) Moderni syntéza
vychdzi z ptistupu dle Dhara et. al (13), kde se vyuziva trans efektu iodidovych ionti, které
efektivné nasméruji dvé amonné molekuly do cis polohy, ¢imz se vytvofi ¢tvercové planarni
komplex cisplatiny. (13) (14) Schematicky prubéh reakce je soucasti ptilohy €. 1.

Takto pfipravend sloucenina ma ve vodném prostiedi snahu odstépit chloridové ionty
a nahradit je hydroxidovymi ionty. Ustanoveni rovnovahy mezi hydrolyzovanou a
nehydrolyzovanou formou je zavislé na koncentraci chloridovych iontti v daném médiu. (viz
2.3.1)

IC absorpéni spektrum ciplatiny v dimethylformamidu (DMF) je na obr. ¢. 3. DMF je
polarni organické rozpoustédlo s nizkou schopnosti donace elektronu, ¢imz se stdva vhodnym
médiem pro méteni absorpénich spekter komplexti na bazi piechodnych kovii. (15) V oblasti
IC vykazuje DDP maxima: 27000 cm™ (25 M'em™), 32500 cm™ (170 M'em™), 35500 cm’

(110 M"'em™), kde hodnoty v zavorkéch jsou prisluiné molarni absorpéni koeficienty .

150|—
cis-[PICIy{NHg),] in DMF

50

l |
35 000 30 000 25 000
Wavenurmber (em™)

Obr. ¢. 3: Absorpcni spektrum cisplatiny v DMF (15) Hodnoty nad 38000 cm™ nejsou
zahrnuty z duvodu vysoké absorpce DMF.

12
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2.2.2 Aplikace, distribuce, farmakokinetika

Platinol-AQ, platidiam, tedy komercni 1é¢ivo na bazi cisplatiny, se distribuuje ve
formé ihned ptfipravené k intravenoznimu podéani. Roztok léc¢iva obsahuje 3,3 mM Uc¢inné
latky a 154 mM NaCl, pti pH 3,5-4,5, které se pii vyrobé upravuje pomoci NaOH/HCI.
Pacientovi se chemoterapeuticka 1écba modeluje na miru. Davka se ptepocitava na plochu téla
(BAS) a obvykle se aplikuje v mnozstvi 20-140 mg/m* (16), v zavislosti na typu rakovinného
onemocnéni a ostatnich faktorech. Zpravidla se podava jako série infuzi v intervalu 3-4 tydnt
(17), pfi maximalnim davkovani 8 mg/kg/tyden. (18) Po 1é¢bé pacienta byla nejvyssi
mozku. Polodas Zivota latky v krevni plasmé je 0,5 hodiny. Cast platinovych komplext a
vzniklych metabolickych meziproduktii je béhem nékolika hodin vylu€ovana moci. Latka se
ve tkdni v detekovatelném mnozstvi objevuje jesté 180 dni po 1écbé. (16) Nejvyssi ucinost
vykazuje cisplatina vii¢i nadoriim varlat, kde se uspéSnost vyléCenych ptipadii pohybuje okolo
90%, v piipadé vcasné¢ diagnostikovaného onemocnéni. Nasadit 1écbu je taktéz mozZné v
piipad€ nadort vajecnikd, mocového méchyie, plic, hlavy a krku, kde se recidiva taktéz

minimalizuje, avSak s niz§i pravdépodobnosti nez u nadorového bujeni varlat. (19) (20)

2.3 Mechanismus uc¢inku

2.3.1 Hydratace cisplatiny

Ptfed samotnym navazanim platinového komplexu na DNA je nutn¢, aby prob¢hla jeho
hydratace. Plati zde splnéni urcité reakéni podminky, ktera je primarné zavisla na koncentraci
chloridovych aniontli. V krevni plasmé je b&zna koncentrace chloridovych aniontii 100 mM,
hydrolyza zde prakticky neprobiha. (21) Intracelularni koncentrace se pohybuje v rozmezi 4-
23 mM CI, coz poskytuje vhodné prostiedi pro hydrataci cisplatiny v mistech, kde se
puvodné vyskytovaly chlory. Reakéni polocas od vymény prvniho chloru je 2 hodiny. (22)
(23) Schematicky pribéh této stéZejni reakce je na obr. €. 4. Takto hydratovana a kladné
nabita forma cisplatiny je schopnd reagovat s DNA, RNA a proteiny na jejich nukleofilnich
mistech. Vyjadfeno v €islech, se na jednu molekulu DNA véze 22 atomu platiny, oproti 1
atomu platiny vazajiciho se na 1 molekulu mRNA, 30 molekul rRNA, 1500 molekul tRNA
nebo 1500 molekul proteinu. (6)
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Obr. ¢. 4: Reakcni schéma hydratace cisplatiny v intracelularnim prostoru (14)

2.3.2 Vazba cisplatiny na DNA, typy adukti

V prostiedi bunky dochazi velmi snadno k hydrataci aktivované¢ho platinového
komplexu a jeho naslednému navazani na dusik N7 guaninu nebo adeninu. (24) Jednd se o
vazbu (chelataci), kterd ma zdsadni vliv na lokalni strukturu DNA, dochazi zde
ke specifickym distorzim, ohybim a rozvinutim (viz. 2.3.3). V pfipad¢, ze se v blizkosti
monofunk¢éniho aduktu nachazi dalsi nukleofilni misto guaninu nebo adeninu, dojde v oblasti
velkého zlabku k tvorbé bifunkéniho aduktu. V zavislosti na vzdjemné poloze téchto
vazebnych mist vznikaji bud’ vnitrofetézcové-IAC (intrastrand) nebo mezifetézcové-IEC
(interstrand) mustky. (25) Vazbou DDP komplexu se lokalné porusi vodikové mustky mezi
komplementarnimi bazemi, coZ je dalsi faktor podporujici strukturdlné-konformaéni zmény
na fetézci DNA. (26)

Vnitrofetézcové mustky vznikaji vazbou cisplatiny na dva sousedni guaniny nebo na
guanin a adenin (1,2 — GG nebo 1,2 — AG), popiipad¢ na dva guaniny oddélené jedou bazi
(1,3 — GXG). Meziretézcové miustky vytvari cisplatina po vazbé na dva guaniny
v komplementarnich fetézcich (5-GC/5°-GC).

Vyse popsané typy aduktl jsou po modifikaci DNA cisplatinou zastoupeny s riznou
cetnosti. Aduktem, ktery se vyskytuje nejcastéji, je 1,2 — GG IAC mistek, jehoz Cetnost je
65%. Zastoupeni 1,2 — AG IAC mustku je 25 %, 1,3 — GG TAC mustku 5 — 10 % a
mezifetézcovy miustek 5'-GC/5'-GC se vyskytuje pouze v 6 % piipadi. (27) Majoritnim
typem adukti jsou tedy GG, AG vnitrofetézcové mistky s cCetnosti ~90%. (28) Bylo
prokéazano, ze pii 1€cbé cisplatinou, se vyse uvedené typy aduktl vyskytuji jak v podminkach
in vitro, tak 1 na DNA ptimo ve tkéanich, tumorech, bilych krvinkach, bakterialnich kulturach
atd. I procentualni zastoupeni aduktl je totozné. (29) VSechny typy znamych adukti jsou

znazornény na obr. €. 5.
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Obr. ¢. 5: Grafické znazorneni typickych aduktii cisplatiny na DNA (26)
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2.3.3 Konformaéni zmény DNA vyvolané adukty cisplatiny

Konforma¢ni zmény na DNA jsou vZdy charakteristickym znakem konkrétniho
protinddorove uc¢inného komplexu. Vzhledem k Sirokému spektru cytostatickych 1é€iv se tato
¢ast prace zabyva pouze konforma¢nimi zménami, jez vyvolava komplex cisplatiny, pouzity v
experimentalni €asti této prace. Dosavadni vyzkum a ptehled protinadorové ucinnych 1é€iv je
shrnut mimo jiné v literatufe. (26) (30) Charakterizace konformacnich zmén DNA v
nadchézejicim textu jsou graficky zndzornény na obr. €. 6.

Monofunkcni adukty

Obecné lze ftici, Ze studium monofunkénich adukti nebylo pfedmétem tak
intenzivniho vyzkumu jako u crosslinki tvofenych cisplatinou. Nelze vSak fici, Ze
monofunkéni adukty by byly v protinddorové terapii bezvyznamné, proto by jejich hlubsi
studium zcela jisté ptispclo k lepSimu pochopeni aktivity cytostatickych 1€¢iv. Pomérné
dlouho panoval ptfedpoklad, Ze monofunkéni adukty nezplisobuji konformacni zmény na
DNA. AZ po termodynamickych studiich bylo potvrzeno, ze monofuk¢ni adukt cisplatiny ma
negativni vliv na termostabilitu fetézce. (31) Byla taktéz prokazéna ptitomnost lokalnich
distorzi. (32) Nejvétsi zmény ve struktufe jsou indukovany v piipadé monofunkéné
platinovaného guaninu, ktery mé z obou stran pyrimidinové baze. (33)

Bifunkcni vnitroretézcové adukty (IAC)

Problematika konformaénich zmén vyvolanych bifunk¢imi adukty cisplatiny je
pomérn¢ dobfe zmapovana, at’ uZ pomoci experimentdlnich metod, tak v posledni dob¢ i
pomoci kvantové-chemického modelovani. (34)

Konformacni zmény jsou nejpatrnéjsi v ptipadé¢ 1,2-GG a 1,2-AG TAC miustk.
Dochazi k ohnuti podélné osy DNA o 26 — 50° mezi platinou modifikovanymi guaniny,
lokdlnimu rozvinuti o 9-11° a v neposledni fad¢ také k ohybu celé Sroubovice smérem k
velkému zldbku. Vlivem rozSiteni malé¢ho zldbku zanikaji nékteré vodikové miistky mezi G-C
parem, distorze ma rozsah 4-5 pb. Retézec modifikovy komplexem cisplatiny vykazuje
charakteristické znaky A-formy DNA, kde nejmarkantnéjSim rozdilem od typu B, je zvySeni
poctu parh bazi na zavit, a to z 10 u A-DNA na 11 v ptipadé¢ B-DNA. Obrazky jednotlivych
konformaci jsou soucasti ptilohy €. 2 této prace.

Malo casty 1,3 — GpG IAC mistek ohyba helikalni osu o cca 30° smérem k velkému
zlabku a zplisobuje lokdlni rozvinuti o cca 19°. Na strané, kde je navazan komplex cisplatiny,

je DNA lokaln¢ denaturovana. (33) (35)
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Bifunkcni adukty-cisplatinové meziretézcové crosslinky (IEC)

Neékteré méné Casté, avSak nezanedbatelné zmény ve strukture DNA (36) jsou
zpusobovany mezifetézcovymi muistky mezi protilehlymi guaniny v sekvenci 5-GC/5"-GC.
Vodikové vazby mezi modifikovanym guaninem a jemu komplementarnim cytosinem
zanikaji. Cytosiny se pak nachizeji mimo dvousroubovici a nezapojuji se do interakci
s ostatnimi bazemi. Rozsah vnitrofetézcové distorze je 4 pb, v tomto misté se také méni
konformace z pravotoc¢ivé formy na levotoCivy typ Z-DNA. Geometrickd zména je popsana

rozvinutim o 76-80°, ohyb je udavan v rozmezi 20-40° smérem k malému Z1abku. (37)

Obr. ¢. 6: 3D model zmén na DNA vyvolanych cisplatinou A) 1,2 — GG IAC adukt, (B) 1,3 —
GTG IAC adukt, (C) IEC adukt (38)
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2.4 Celularni rezistence

Jednim z velkych uskali aspéSného dokonceni lecby je k cisplatiné ziskand rezistence.
Béhem série chemoterapeutickych infuzi se postupné snizuje senzitivita nddorovych bunék
vuci cisplating. (39) Byly zaznamenany i piipady s vrozenou rezistenci vii¢i tomuto lécivu.
senzitivnich 70% pacientek, (41) kdezto v ptipadé nddora hlavy a krku je naopak 70-80%
pacientil rezistentnich. (42) Statistickd data se vzdy vztahuji k ptipadu prvniho infuzniho
podani cisplatiny.

Obecné lze tici, Ze rezistence k cisplating je sloZitou, multifaktorialni odpovédi bunky
na poskozeni, coZ znesnadiiuje studium tohoto jevu. (27) Existuji tfi hlavni mechanismy,
které se na vzniku rezistence podili. Kazdy ma na G¢inek l1éCiva vEtsi ¢1 mensi negativni vliv,
dohromady tvoii kaskadu pochodi, které stoji za jevem celularni rezistence. (43) Prehled

mechanismu vedoucich k rezistenci vici cisplating je na obrazku Cislo 8.

2.4.1 Prijem cisplatiny buiikou

U mnoha filidlnich linii nddorovych bunck se ziskanou rezistenci byla zjiSténa nizsi
intracelularni koncentrace cisplatiny oproti parentalni generaci bunck. (44) Za timto jevem
stoji snizeny piijem pfes cytoplasmatickou membranu, kde hlavni roli v pfijmu cisplatiny
hraji transportéry pro méd’ Ctrl, primarné kontrolujici intracelularni homeostazi médi. (45)
V rezistentnich bunkach u rakoviny plic byla prokdzéna snizend exprese genti pro Ctrl. U
jinych typt tumora byl influx témito transportéry stejny jako u parentdlni generace a builky

piesto byly rezistentni. (46)

2.4.2 Inaktivace proteiny obsahujicimi thiol

Dal§im relevantnim vysvétlenim celuldrni rezistence je inaktivace cisplatiny
molekulami obsahujicimi siru, jako je glutathion a metalothionein. Tripeptid glutathion pii
reakci glutathion-S transferazy inkorporuje cisplatinu do své struktury, znemoZzni ji vazbu na
DNA a pomoci ATP dependentni pumpy je cely komplex exportovdn mimo buiku.
Rezistence pti zvySené koncentraci glutathionu a GST byla prokézana u rakoviny vajecnik,
mocového mechyie, krku a plic. (47)

Metalothionein je nizkomolekularni, na siru bohaty peptid, ktery jako nukleofilni

¢inidlo snadno reaguje s cisplatinou, ¢imz snizuje jeji toxicitu. (48)
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2.4.3 Vazba proteini

VsSechny cisplatinou zplsobené 1éze indukuji na DNA distorze, kter¢é mohou byt
rozpoznany fadou bunéénych proteini. Vyftem mezi tyto proteiny patii skupina HMG1/2
proteinii, histon H1, TATA vazebny protein (TBP) a v neposledni fad¢ protein opravné¢ho
systému chybného parovani bazi (,,mismatch*), MutSa. (49)

Mezi nejlépe prostudované proteiny se specifickou vazbou, na cisplatinou poSkozené
DNA, patii HMG. Dle evolu¢niho vyvoje a poctu domén se tyto proteiny déli do dvou skupin.
Prvni skupina proteint, tedy HMG1 vykazuje nizkou specifitu vazby na DNA. Oproti tomu
skupina HMG2 je sekvencné specifickd. Pro obé skupiny je spole¢ny tvar pismene ,,L*,
skladajici se ze 3 a-helixli, které maji schopnost vazat se do malého zlabku a zplsobit tak
ohyb a rozsifeni dvouSroubovice. Tato konformaéni zména zplsobi rozsifeni malého zlabku
na ukor velkého zlabku a umozni tim interkalaci L-aminokyselinové domény do duplexu
DNA, ¢imz se protein stabilizuje. (50) Vytvofené spojeni (obr €. 7) zabraiiuje proteintim a
enzymum reparacnich procesii v odstranéni cisplatinového aduktu, ¢imz nasledné bréani 1
samotné replikaci. Transkripéni faktory, patfici do rodiny HMG proteini, vazbou na

cisplatinové adukty znemoZznuji efektivni kontrolu transkripce. (27)

e,
oy

W™
S
Obr. ¢. 7: Interkalace postranniho retezce fenylalaninu-37 (Seda) HMG proteinu na lézi
witvorené cisplatinou (GG-IAC). Zluté-platina; tmavé modra-N z NH; skupiny cisplatiny;
cervene-3a helixy HMG proteinu; baze DNA: zelend-guanin, fialova-cytosin, cervenda-adenin,

modrozelena-tymin. (51)
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Obr. ¢. 8: Shrnuti mechanismiit vedoucich k rezistenci vuci cisplatine. (49) 1) Zmény
v prijmu/efluxu cisplatiny transportérem CTRI. 2) Detoxikace glutathionem (GSH) pomoci
glutathion-S-transferazy (GST) nebo metalothioneiny (MT) v cytoplasmé. 3) Zmény v opravé
DNA: schopnost odstranéni cisPt aduktii mechanismem nukleotidové excisni opravy (NER),
nebo opravou meziretezcovych miistkit (ICL-repair;interstrand crosslink repair), snizend
aktivita ,,mismatch* opravného systemu (MMR) vedouci k apoptoze. 4) ZvySend exprese
translézove aktivnich polymeraz (TLS) umozZnujicich burice tolerovat neopravené adukty. 5)
Dveé moznosti apoptozy: inhibice apoptozy sniZujici se expresi nebo ztratou pro-apoptotickych

faktori, nebo vzristajici exprese anti-apoptotickych faktoru.
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2.4.4 Oprava DNA

Na opravé DNA, poSkozené cisplatinovymi adukty, se nejvét§si mérou podileji
mechanismy nukleotidové excisni a ,,mis-match* opravy. Opravné mechanismy svou ¢innosti
participuji na bunécné rezistenci. (52)

Nukleotidova excisni oprava (NER) nachazi uplatnéni pfedevsim pii opravé posSkozeni
indukovanych UV zafenim (napf. tvorba thyminovych dimertt). Deficience genii, kodujicich
enzymy a proteiny ucastnici se pravé tohoto mechanismu, vede k fenotypovému projevu
znamému jako xeroderma pigmentosum (XP) (podrobnéji 2.6.3). NER je aktivni 1 vici
poskozenim, které vyvolavaji adukty cisplatiny. (53)

Reparace probihd v nékolika zékladnich krocich. Za rozpoznani poSkozené¢ho mista je

zodpovédny protein XPC — HR23B (54), ktery spolu s XPA, RPA a TFIH vytvaii

.....

.....

antagonisticky ve sméru 5°, ve vzdéalenosti 20-26 nukleotidii, provadi excizi protein XPF-
ERCCI. (56) (57) Po vystépeni fragmentu dochdzi k disociaci zGcastnénych proteind,
dosyntetizovani mezery pomoci DNA polymerazy o a €, a opétovnému spojeni fetézce DNA
ligazou. Posledni krok je zdvisly na jaderném antigenu proliferujicich bunék PCNA. (58)
Schematicky pribéh nukleotidové excizni opravy je na obrazku Cislo 9.

Oprava chybného parovani bazi, ,,mis-match repair* (MMR), se podili na cytotoxicité
cisplatiny v nadorovych bunikdch. Porucha c¢innosti tohoto systému opravy mulze vést
k rezistenci nadorovych bunék vici cisplatin€. Na druhé stran€, vazbou komplexu MMR na
adukty cisplatiny, se zvySuje cytotoxicita léCiva aktivaci signalnich drah vedoucich

k apoptoze. (59)
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Obr. ¢. 9: Schematicky pritbéh nukleotidové excizni opravy (60)

2.5 Vliv aduktii na replikaci a transkripci DNA

Cytostaticky efekt protindadorové ucéinné cisplatiny spociva predevS$im v inhibici
replikace a transkripce DNA. Tyto procesy probihaji ve zvySené mife pravé v rychle se
mnozicich nadorovych bunkach. Adukty tvofené cisplatinou na molekule DNA zabranuji
DNA a RNA polymerazam, tedy dilezitym enzymim vyse zminénych procesd, v jejich
standartnich funkcich a stoji za inhibici téchto procesi. (33)

Cisplatina potlacuje replikaci DNA u prokaryot i eukaryot a to jak v podminkach in
vitro, tak in vivo. (61) Nejvétsi vliv na potlaceni replikace maji bifunkéni adukty. U
vyskytem a v neposledni fad¢ také malou schopnosti zabranit replikaénim enzymim v jejich
¢innosti. (33) Ne vzdy a ne vSechny polymerdzy je mozné na cisplatinou modifikované

molekule DNA efektivné zastavit, existuji totiz polymerazy schopné provést ,,bypass‘
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(pfemosténi), neboli translézové aktivni polymerazy (viz. 2.6). Schopnost provedeni
efektivniho premosténi tzce souvisi s vndSenim nejriznéjSich mutaci do nové
syntetizovaného ftetézce, coz je jev zcela nezadouci, vzhledem k moznosti vzniku
sekundérnich nadort. Zajimavé je, ze 1,2-GG IAC miustky jsou méné mutagenni nez 1,2-AG
IAC miustky. (62) Adukty tvofené cisplatinou nepopiratelné¢ negativné ovliviiuji replikaci,
neexistuje vsak jediny dilkkaz, Ze by tento efekt stal za celou protinddorovou aktivitou lé¢iva,
coz vede Sirokou védeckou vetejnost k ndzoru, Ze jde o mnohem komplexnégjsi problém, nez
by se mohlo na prvni pohled zdat. (63)

Dal$im bunéénym déjem, na né¢jZz maji adukty tvotené cisplatinou vliv, je transkripce.
Byl studovan vliv na prokaryotické a eukaryotické RNA polymerazy, které na adukty reaguji
rozdilné. Bifunkéni adukty maji na RNA polymerédzy silny inhibi¢ni efekt. Nejen Ze tvofi
jakousi mechanickou piekazku v postupu enzymu, ale zifejmé vyvolavaji konformacni zmény
samotn¢ho transkripéniho aparatu, ktery poté neni schopen plnit svou funkci. (64)
Cisplatinovymi adukty inhibovana transkripce tedy ptedstavuje dalS$i metabolicky proces,

ktery mad vyznam v protinadorové uc¢innosti cisplatiny.

2.6 Eukaryontni polymerazy s translézovu aktivitou

Klasické DNA polymerazy, vyuZzivajici nepoSkozeného templatu, Gi€astnici se pochodl
replikace a nékterych opravnych procest vykazuji velkou aktivitu a fidelitu. Dosahuji
inkorporaéni schopnosti az 1000 nukleotidii za sekundu s jednou chybou na 10° viazenych,
avSak zpravidla nejsou schopny syntetizovat pies léze, které nejsou na DNA nikterak vzacné.
Léze a chyby v fetézci pak zabranuji klasickym DNA polymerdazam v elongaci fetézce, vedou
k zastaveni replika¢ni vidlice, coZ by bez ptitomnosti polymeraz s translézovou a reparativni
aktivitou vedlo k zaniku buiiky. (65) Do této doby bylo u eukaryotickych bunek definovano
pfingjmensim 15 druhit DNA polymerdz, které se fadi do jednotlivych skupin na zékladé
sekvencni podobnosti. (66) V této c¢asti prace je pojedndno pouze o polymerazach se
schopnosti translézové syntézy pies Pt-DNA adukty. Pouze nckteré eukaryotické DNA
polymerazy ze skupin X a Y vykazuji efektivni aktivitu translézové syntézy pirez Pt-DNA
adukty. Polymerazy a, €, & jsou cisplatinovymi adukty vzdy zastaveny. (67) Pro pochopeni
mechanismi cytotoxicity a mutagenity zpisobené platinovymi komplexy je zcela zdsadni
identifikace translézov€ aktivnich polymerdz. Z vySe zminénych skupin maji nejvétsi

schopnost pieklenout poskozeni DNA pol 3 a nami zkoumana pol 1. (68)
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2.6.1 Mechanismus syntézy translézové aktivnimi polymerazami

Prvnim krokem k Usp&Snému piekonani cisplatiny, ¢i jinak poSkozeného mista na
DNA, je pfedpoklad vzijemné vymény translézové neaktivnich polymerdz za enzymy, jez
tuto aktivitu maji. Nasledné se nové prichozi polymerazy zafadi do replikacniho komplexu
(krok 2), kde jiz mohou vyuzit své schopnosti inkorporovat baze proti poskozenému templatu
a pokracovat tak v elongaci fetézce (krok 3). Po piekonani poskozené¢ho useku dojde k
disociaci translézové aktivnich polymeraz z replikaéniho komplexu (krok 4) a vyméné za
polymerazy ,,pavodni”, translézové neaktivni. (krok 5). (65) Mechanismus vzajemné vymény
polymeraz neni dosud zcela presné objasnén. Cely cyklus je graficky znazornén na obrazku

¢islo 10.
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Obr. ¢. 10: Cyklus translézové aktivnich polymeraz (65)

2.6.2 Polymerazy skupiny X

Ke skupiné tzv. DNA-polymeraz X se fadi polymerdzy B, A, u a terminalni transferaza
(Tdt). Vyskytuji se u obratloved, rostlin i hub. (69) Ugastni se predev§im opravnych procesi,
zejména pak bazové excizni opravy (BER), kde je jejich funkce nezastupitelnd. Polymerazy
dané skupiny jsou vzdjemné velice podobné¢, napt. Tdt a pol u maji z 23-44% stejnou primarni
sekvenci. Urcujici je 8kDa a 31kDa doména. Jednotlivé subdomény 31kDa fragmentu byly
piirovnany k ¢astem praveé ruky, je to struktura vyskytujici se u vétSiny polymeraz. ,,Palec” je
dalezity pro interakci enzymu s primerem, ,dlan” se svymi tfemi konzervativnimi
aspartdtovymi motivy piedstavuje hlavni aktivni misto enzymu a ,prsty” obsahujici
aminokyselinové zbytky pfimo interaguji, ,,vtahuji* nukleotidy do aktivniho mista enzymu.
(70)

DNA-polymeraza 3 je prvnim objevenym enzymem skupiny X. (71) Sklada se z 339
aminokyselin a je kdédovana v POLB locusu, oblasti pl1 chromosomu 8. Vzhledem k jeji

malé velikosti je snadné ji syntetizovat pomoci E.Coli, izolovat a nasledné ji studovat. Pol 3
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ma minimalni exonukledzovou aktivitu (72), nejvyssi procesivitu vykazuje v ptipadé nutnosti
doplnéni 2-6 bazi na templatovém fetézci. (73) Z experimentl vyplyva, Ze struktura DNA
templatu v okoli cisplatnového aduktu ovliviiuje nukleotidovou inzertni fidelitu pol B. (74)
Nejcastéjsi chybou je tvorba posunovych mutaci (zejména vynechdni jedné baze) a viazeni
chybné baze s frekvenci 5-10™. (75) Mimo jiné je pol B schopna provést piemosténi pres
thyminové dimery indukované UV zéfenim. (76)

DNA-polymerdza A je 68 kDa enzym kodovany genem POLL. Pol A katalyzuje
syntézu ftetézce 1 tam, kde na konci 5'chybi fosfat, nebo tam kde je syntetizovano dle
diskontinualniho &teciho ramce templatu. (77) Fidelita enzymu se pohybuje v rozmezi 107-
10*. (78) Translézovou syntézu vykazuje viaci 8-0xoG a 2-hydroxy-adeninu, (79) u
cisplatinou poskozeného templatu nenachazi tato polymeraza uplatnéni.

DNA-polymeraza p je dilezitym enzymem ve smyslu schopnosti translézové syntézy
cisplatinovych aduktd, s fidelitou 102-10™. (80) Jedna se o 53 kDa protein kodovany genem
POLM. K preferencni expresi dochazi v sekundarni lymfatické tkani (lymfatické uzliny),
pritomna je vSak ve vSech tkéanich. (81) Biologicka funkce této polymerdzy neni dosud zcela
jasna, ale ptedpoklada se, ze hraje roli v diverzité protilatek pfi vyvoji imunoglobulinii nebo
pi1 opravé zlomid v DNA. (82) Pol p je schopna dosyntetizovat abazické misto, (83)
bypasovat thyminové dimery. (84) Uginnost translézové syntézy Pt-DNA adukti je 14-35% v
porovnani s prodluzovanim fetézce neposkozené DNA. Schopnost provést ,bypass® cis-Pt
modifikovaného mista je zavisla jak na struktute templatu, tak i na sekvenci v daném okoli.
Po polymerdzové reakci pol p byly v okoli aduktu detekovany 2-4 nukleotidové delece.
Mechanismus syntézy pii prekondvani poSkozeni, typicky pro tuto polymerazu,
pravdépodobné zahrnuje castecné rozvinuti platinovaného mista k vytvofeni prostorové
vyhodnéjSich podminek pro elongaci fetézce. (70)

Pro kompletni definovani polymeraz skupiny X schéazi jiz jen terminalni transferaza.
Termindlni transferaza, terminalni deoxynukleotidyl transferaza (Tdt) nebo také DNA
nukleotidylexotransferaza (DNTT) je specializovand DNA polymeradza produkovana
nezralymi pre-B, pre-T lymfocyty, kodovana genem DNTT. (85) Tdt katalyzuje piifazovani
nukleotid k 3" konci a na rozdil od ostatnich DNA polymeraz jeji ¢innost nevyzaduje
pritomnost templatového tetézce, dilezitym kofaktorem je kobalt. (86) V I€kafstvi nachazi
uplatnéni pifi  imunofluorescentni diagnostice akutni lymfoblastick¢ leukémie. (87)

Neptedpoklada se vSak jeji uCast pii translézove syntéze Pt-DNA adukti. (88)
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2.6.3 Polymerazy skupiny Y

Polymeraza n, 83 kDa enzym, (89) kddovany kvasinkovym genem RAD30 a urcitymi
sekvencemi v lidském genu XPV, je schopen efektivni translézové syntézy pies thyminoveé
dimery vytvoiené UV zéafenim, stejné tak jako pfekonavat cis-Pt adukty. (90) Pii pokusech s
RAD30 deficientnimi kvasinkami byla prokdzana zvySena senzitivita k UV zéafeni, ve formé
rapidniho nartistu mutaci, nikterak vSak nebyla ovlivnéna senzitivita na cisplatinu. (91)
Mutace v lidském genu kédujicim pol n, konkrétné hRAD30A, méla za nasledek fenotypovy
projev znamy jako xeroderma pigmentosum. Lid€ postizeni timto autozomalné recesivnim
onemocnénim jsou extrémné nachylni k UV zateni, které u nich vyvolava Cetné nadory kiize.
(92) Experimenty s pol n ukazaly, Ze je schopna Pt-DNA translézové syntézy s daleko vétsi
efektivitou a mnohem nizs$i fidelitou nez vSechny doposud zndmé eukaryotické polymerazy.
(93) Efektivita translézové syntézy je pro tuto polymerazu 15-35%, oproti 4-9% v piipadée pol
B. Pfi zkoumani misinkorporace vici Pt-GG aduktu byl vypocten f,,;s (misinkorporacni index)
na 2,7-102-8:107, coz je hodnota 5-10krat vy$si nez v pripadé pol B. (68) Funkce samotné
polymerazy m a exprese genl tohoto enzymu musi byt v organismu dobie kontrolovana, kvili

prevenci syntézy mutantni DNA. (94)

2.6.4 Piehled translézové aktivnich polymeraz

Ukézalo se, ze existuje hned n€kolik DNA polymerdz schopnych preklenout Pt-GG a
Pt-AG TAC miustky. (95) Efektivita translézové aktivnich polymeraz, pifi prekonavani
poskozeni, klesa v pofadi: lidska pol n, lidskd pol p, lidskd pol B, mnohonisobné nizsi
schopnost pieklenout poskozeni pak ma lidska pol y a kvasinkova pol &. (96) Polymeraza p je
pi1 prekondvani Pt-DNA aduktl velmi nachylna k chybam, nejcastéji indukuje vznik
posunovych mutaci, s cCetnosti 15-20%. (97) Jiné polymerdzy zpravidla misinzertuji
komplementarni baze, coZ je typické zejména pro pol n a pol B. (98) Na zaklad¢ frekvence
nespravné inzerce existuje déleni na dvé skupiny, dle jejich pfesnosti v misté Pt-DNA adukta,
na presné a neptesné translézoveé aktivni polymerazy. (99)

Polymeraza y je lokalizovana v mitochondriich, proto je nepravdépodobné, Ze by
piispivala k mutagennim G¢inktim platinovych adukta. Pol & je schopna translézové aktivity
pouze s velmi nizkou efektivitou, nepifedpoklada se jeji vyznaméjsi vliv béhem translézové
syntézy v ptipad¢ Pt-DNA adukti v podminkéch in vivo. (99)

Z vyzkumu na lidskych polymerazach vyplyva, Ze skutecné prokazatelnou a efektivni
schopnost provést pieklenuti pii poSkozeni DNA cisplatinou maji polymerdzy n a p.

26



TEORETICKA CAST

Translézova syntéza ptrez Pt-GG adukt se sklada ze tti dil¢ich krokt: inzerce ANTP proti 3'G,
inzerce dNTP proti 5'G a prodlouzeni za 5’-G po Pt-GG aduktu. (100) Posledni studie
ukazaly, Zze zdanlivé nejjednodussi treti krok translézové syntézy, kde je baze piifazovana az
vznikly adukt, neni zcela trividlni. (101) Inzertni a extenzni kinetika polymerdz n a f u Pt-GG
aduktl v lokalni sekvenci AGG je uvedena v tabulce €. 1. Jsou zde uvedeny parametry pro
inzerci proti 3'G, 5'G a extenzi na 5’A v pripadé DNA poskozené cisplatinou v porovnani
s neposkozenym templatem. V piipadé polymerdzy n méla jak 3'G tak 5'G c¢ast aduktu nizky
inhibi¢ni efekt na inzerci dCTP. Daleko vétsi inhibicni efekt byl prokazan v ptipadé extenze
proti 5’A s efektivitou translézové syntézy 0,23. Pol B je pi1 inzerci dANTP platinovym
aduktem vyrazn& negativné ovlivnéna v kazdém ze tii krokd a efektivita klesa az na 0,7-10™-
1,1:10™ v porovnani s neposkozenou DNA. (102)

Pti porovnani dvou platinovych komplext, cisplatiny a oxaliplatiny, je hlavni rozdil
v extenznim kroku u pol 1. Pol B pfi pouziti dvou odlisnych platinovych komplext rozdilné
piekonava usek proti 3'G. V podminkéch in vivo a normalnich hodnotéch exprese gent pro
pol B se neptedpokladéd jeji ucast v translézové syntéze pies platinované tseky DNA. Jeji
ucast je pravdépodobna pouze za predpokladu zvySené exprese genti v POLB lokusu, tedy
jestlize se hodnota fyziologické koncentrace polymerazy B markantné zvysi. (103)

Hypotéza, Ze polymerdza n je schopna relativné bezchybné translézové syntézy piez
Pt-DNA adukty, byla potvrzena pii pokusech s mutantnimi lidskymi fibroblasty. U pol n-
mutant se po inkorporaci cisplatiny do struktury DNA objevil typicky fenotypovy projev
XPV, ktery je u téchto bun€k obdobny i po vystaveni UV zéafeni. (104) U bunck standartnich,
tedy pol n+, byly frekvence mutaci na zanedbatelné urovni. Jednozna¢nym zavérem tohoto
experimentu je fakt, ze polymeraza m hraje Ustfedni roli pti pfekonavani Pt-aduktd. (105)

Model polymerazy n v komplexu s DNA modifikovanou cisplatinou je na obr. ¢. 11.
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, , , Celkova
3G () S'G (fre) SA (fex) efektivita
Kontrola 1 1 1 1
Pol 0,9 1 0,26 0,23
Pol B 0,011 0,022 0,29 0,7-10*

Tabulka ¢. 1: Efektivita translézové syntézy prez Pt-AGG adukt polymeraz n a . (105)
frer zachycuje inzertni efektivitu (k../Kn) dCTP proti 3'G a 5'G v porovnani
s nemodifikovanou DNA

fext je extenzni efektivita (k../Kn) dTTP proti 5’A v porovnani s pridanim baze na
cisplatinou nemodifikované DNA

Celkova efektivita translézoveé syntézy je vypoctena jako frei * frel * fext

Obr. ¢. 11: Polymeraza n v komplexu s DNA modifikovanou cisplatinou. Cisplatina je vazdana
ve forme 1,2 — GG IAC aduktu (v cerveném kruhu). (106), uprava modelu provedena
v programu: Jmol Version 12.0.18.
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2.7 Prokaryontni polymerazy

U prokaryotickych organismu existuje pét typit DNA polymeraz (I-V), kde polymeraza
III plni hlavni replikativni funkci, ostatni se v rizné mife G€astni opravnych mechanismi.
DNA polymeraza I vykazuje velkou procesivitu pii prekondvani poskozenych mist na DNA a
taktéZ se Gcastni excisnich oprav. Proteolytickou aktivitou subtilisinu vii¢i DNA polymeraze I
se ziskava experimentalné velmi vyuzivany enzym-Klenowiv fragment. (107) Jedna se o
68kDa enzym s 5°-3" polymerdzovou aktivitou, 3’-5" exonukledzovou aktivitou, postradajici
5’-3" exonukleazové aktivni doménu. Struktura Klenowova fragmentu je na obrazku ¢islo 12.
Pted ptichodem termostabilnich polymeraz se Klenowlv fragment vyuZzival pfi PCR
metodach, (108) nyni se vyuziva piedev§im k riznym in vitro studiim, napt. vlivu léCivy
vytvotrenych adukti na DNA. Schopnosti pifekonavat cisplatinou vytvoiené adukty je
Klenowtv fragment podobny DNA polymeraze . (109)

Xon

Obr. ¢. 12: Klenowuv fragment (E. Coli) v komplexu s duplexem DNA. (110) Model upraven

v programu: Jmol Version 12.0.18.
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3 CiL PRACE

Predkladana diplomova prace se sklada z nékolika dil¢ich teoretickych a experimentalnich

éasti:

a)
b)

c)

d)

Vypracovani piehledu problematiky interakce cisplatiny s DNA.

Ptiprava a charakterizace oligonukleotidi nesoucich jeden mistné specificky
vnitrofetezcovy mustek v sekvencich GG a AG.

Studium vlivu pfitomnosti mistkli na templatové DNA na Uc¢innost syntézy DNA
lidskou a bakteridlni polymerazou.

Stanoveni vlivu pfitomnosti vnitrofetézcovych mustk cisplatiny na strukturu a
stabilitu DNA.

Korelace ziskanych dat o struktufe DNA s vnitrofetézcovymi mistky s naméfenymi
udaji o vlivu mustki na DNA polymerazy, poptipadé s dalsimi daty ziskanymi
z literatury. Ze ziskanych dat vyvodit zdvér o uGCinnosti obou typli mustki

v protinddorovém plsobeni cisplatiny.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité chemikalie, oligonukleotidy a primery

Oligonukleotidy: (VBC Biotech)

AG: 5-TCCTTA GTT CCT TTC TCT CTT CC-3’
Koncentrace: 246 pmol/ul

GG: 5-TCCTTG GTT CCT TTC TCT CTT CC-3’
Koncentrace: 317 pmol/ul

Primery: (VBC Biotech)
Primer 1: 5'-GGA AGA GAG AAA-3’
Primer 3: 5'-GGA AGA GAG AAA GGA A-3’

Chemikalie:

Deionizovana H,O (vzdy v MilliQ &istote)
Cisplatina (Sigma Aldrich)

Akrylamid (Promega)

Bisakrylamid (N, N'- metylenbisakrylamid) (Promega)

- 23 mer

- 23 mer

APS (ammonium persulfat, peroxodisiran amonny) (Carl Roth)

TEMED (tetramethylenethylenediamin) (Sigma Aldrich)

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethane) (Car! Roth)
MgCl, (Sigma Aldrich)
DTT (dithiothreitol) (Serva feinbiochemica)

BSA (bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin) (Biolabs)

Glycerol (100%) (Sigma Aldrich)

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) (Serva feinbiochemica/Biotech)

Sephadex G50-Fine (Sigma Aldrich)
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Enzymy:

T4-polynukleotid kindza (New England Biolabs-Promega)

CIP alkalicka fosfataza (Sigma Aldrich)

DNasa I (New England Biolabs-Promega)

Polymeraza n (Lajos Haracska, Ph.D.; Institute of Genetics, Hungarian AS, Szeged)
Klenowtv fragment (3°-5" exo’) (New England Biolabs-Promega)

Roztoky:

Neutralni roztoky pro separaci na HPLC:

A: 50 mM NaCl+10 mM Tris. CL, pH=7,4; Na 500 ml: 6,25 ml 4M NaCl + 5 ml IM Tris. Cl
B: 1 M NaCl+10 mM Tris. Cl, pH=7,4; Na 500 ml: 125 ml 4M NaCl + 5ml IM Tris. Cl

Roztoky pouzité piti HPLC §tépeni:
A: 0,1M octan amonny; pH=4,5 (Sigma Aldrich)
B: acetonitril (Sigma Aldrich)

Pufry:

Kinazovy pufr 10x (Promega); slozeni: 200 mM imidazol-HCI (pH 6,6), 100 mM MgCl,, 50
mM DTT, 1 mM spermidin, | mM EDTA

TBE (TRIS/Boric acid/EDTA) 1x; slozeni: 89 mM TRIS, 89 mM kyselina boritd, 2 mM
EDTA

Loading pufr-nanaSeci (Promega)

Pufr pro reakci s polymerdzou n; sloZeni: 80 pul IM TRIS, 10 pul IM MgCl, 10 ul DTT, 20 pl
BSA, 200 pl 100% glycerol, 680 ul HO

Pufr pro reakci s klenowovym fragmentem: NEB2 (New England Biolabs-Promega)

Pufr pro T4 PNK (New England Biolabs-Promega)

Pufr pro CIP alkalickou fosfatazu (Sigma Aldrich)

Vsechny pouzité chemikalie byly p. a. istoty

4.2 Materialy
Kolona (pro HPLC separaci): mono-Q HR5/50 GL (Amersham biosciences)
Kolona s reverzni fazi (pro HPLC Stépeni): Supelco-Zr column (Sigma Aldrich-Supelco)
Dializa¢ni membrana: MWCO 6-8000 (Spectrum laboratories)
Sephadexova kolonka (Sigma Aldrich)
Grafitova cela-AAS: Grafite tube atomizer 120
Filtr nanosep: (NMWL:30k, Pall filtron)
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Pristroje:

HPLC (Waters 620)

Degazér DG-1310 (UniFlows)

Jednopaprskovy absorpcni spektrometr (Beckman DU-700)

Atomovy absorpéni spektrometr (Varian A42407)

HPLC La Chrom L7100 (Merck Hitachi)

Speedvac-DNA mini (Heto)

Denzitometr: BAS 2500 (Fujifilm); program Image reader BAS-2500 V1.8, Aida image
analyzer V3.23

Zdroj pro elektroforézu: EC3000-90 (E-C Apparatus corporation)

Cirkularni dichrometr (Jasco J720 spectropolarimeter)
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4.3 Metody

4.3.1 Aktivace cisplatiny

100 ul 6:10* M roztoku cisplatiny bylo inkubovéano s 0,3 ul 0,2 M AgNOs. Inkubace
probihala po dobu 24 hodin ve tm&. AgNO; zprostiedkovava hydrataci cisplatiny tim, ze
oddisociuje vlastni dusi¢nou skupinu a dojde k jejimu nahrazeni chlorem ze struktury
cisplatiny. Vznikne tak srazenina AgCH, ktera se oddéli od takto aktivované cisplatiny
centrifugaci (tzv. Aqua forma-viz 2.3.1). Centrifugace probihala po dobu 20 minut pii 4500

rpm. Hydratovana forma cisplatiny byla odebrana a pouzita k modifikaci oligonukleotidii.

4.3.2 Modifikace oligonukleotidi

Oligonukleotidy byly modifikovany s cisplatinou, ve tmé, po dobu 48 hodin pfi teploté
37°C vpoméru 1:1, oligonukleotid : cisplatina. Pro stanoveni objeml jednotlivych
komponent musela byt experimentalné¢ ovéfena koncentrace oligonukleotidi pomoci méteni
absorbance pfi 260 nm, vypoctem dle Lambert-Beerova zdkona: A=e-c-1. Koncentrace fetézce
se specifickou sekvenci AG byla stanovena na 246 pmol/ul. Pro fetézec se sekvenci GG je

c¢=317 pmol/ul

4.3.3 Separace modifikovanych oligonukleotidii pomoci HPLC:

Priprava zasobnich roztoku

Na 500 ml zasobniho roztoku A bylo pouzito: 6,25 ml 4M NaCl + 5 ml IM Tris. CL,
pro roztok B byly objemy chemikalii: 125 ml 4M NaCl + 5ml 1M Tris. CL. Zbytek do plného
objemu byl dolit MilliQ vodou. Nésledn¢ byla provedena filtrace pro odstranéni potencidlnich
necistot.

Postup izolace

Po 10-ti minutovém promyti kolony neutralnim roztokem dle tabulky ¢.2-initial, byl
spustén test gradientu bez oligonukleotidi. Nasledné se provedl ptedbézny nastiik GG, AG
adukt pro kontrolu retenéniho ¢asu a vhodné volby gradientu, pfi pritoku 1 ml/min. Dle
rostoucich hodnot absorbance pii 260 nm byly postupné odebirany vzorky GG-cisPt, GG,
v dal§im nastfiku pak AG-cisPt, AG. Odbér byl provadén na zadklad¢ predchozich testh
s modifikovanymi oligonukleotidy, kde se dalo vypozorovat piiblizny retencni ¢as a jimat

separované varianty aduktd k naslednému dialyzacnimu pieciSténi.
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Cas (min) | % roztoku A | % roztoku B
Initial 80 20
5 80 20
35 20 80
38 0 100
40 0 100
45 80 20

Tabulka ¢. 2: Nastaveni gradientu pro eluci modifikovanych oligonukleotidii

4.3.4 Dialyza

Dialyza ptedstavuje druhy krok v piecisténi, resp. odsoleni modifikovanych
oligonukleotidli. Soucasné se odstrani nenavazané¢ komplexy, které se zde mohou vyskytovat.
Vzhledem k molekulové hmotnosti 6849 g/mol oligonukleotidu se specifickou sekvenci GG,
resp. 6833 g/mol oligonukleotidu AG, byly vybrany dialyzacni membrany MWCO 6-8000
(Spectrum laboratories). Membrany byly pfed plnénim pfevafeny v destilované vodé.
Samotna dialyza byla provadéna proti deionizované vodée (v MilliQ Cistot€), pii teploté 4-6°C,

ve tech cyklech po 1 hodiné.

4.3.5 Stanoveni koncentrace modifikovanych oligonukleotidi-AS

Koncentrace modifikovanych fetézcli byla stanovena nejdiive pomoci absorpéni
spektrometrie, nasledn¢ byl tento vysledek porovnan s vysledky méfeni na atomovém
absorp¢nim spektrometru. Pfi vinové délce 260 nm a hodnoté absorbance 0,0749, byla dle
Lambert-Beerova zakona vypoétena koncentrace 4,281-10"M pro AG-cisPt oligonukleotid. U
GG-cisPt, byla absorbance 0,192 a tedy koncentrace c=1,089-10°M.

4.3.6 Stanoveni koncentrace cisplatiny pomoci AAS

Pro uclely pfesn¢ho stanoveni kvantity platiny je vhodnou metodou bezplamenova
atomova absorp¢ni spektrometrie. Tato metoda vyuziva monochromatického zatreni platinové
vybojky s dutou katodou. Atomizaci zajiStuje rovnomérné zhavena grafitova cela, kam je
injektovan vzorek. Cel¢ meéfeni je provadéno v atmosféfe inertniho plynu. Meétfeni bylo

realizovano na pftistroji Varian AA240Z s grafitovou celou Grafite tube atomizer 120.

35



METODY

4.3.7 HPLC stépeni

Enzymatické S$tépeni oligonukleotidii slouzi k charakterizaci aduktu a kontrolu
modifikace cisplatinou. Celkovy objem reakéni smési ¢inil v piipadé modifikovanych
oligonukleotidt 40 pul (2 analytické nastiiky do HPLC smycky), nemodifikované byly Stépeny
v reakénim objemu 80 pl (4 preparativni nastiiky). 1500 pl stépiciho mixu obsahovalo 0,5M
octan sodny, 0,I1M siran zine¢naty, 0,3M chlorid sodny, 0,IM chlorid hotfecnaty a 972,5 ul
H,0. Obsah reakéni smési je v tabulce &islo 3. Stépeni jednotlivych oligonukleotidii bylo
odstartovano ptidanim 12 pul DNasy 1. Po 24 hodinach od startu Stépeni bylo ke kazdému
vzorku ptidano 0,5 pl alkalické fosfatazy (AP/CIP) o aktivité SU. Reakce s AP probihala po
dobu 4 hodin. Tris/HCI byl piidan soucasné¢ s AP v mnozstvi dle tabulky ¢islo 3. Veskéré
§tépici reakce probihaly pii teploté 37°C. Stépeni bylo ukonéeno zahiatim na 80°C po dobu 1
minuty. Hydrolitické enzymy $tépici reakce byly separovany filtry nanosep NMWL:30k (Pall
filtron) pomoci centrifugace pii 14000 rpm po dobu 10 minut.

Analyza produktii Stépeni byla provadéna na pfistroji La Chrom L7100 (Merck
Hitachi) pii pouziti zirkonové kolony Supelco-Zr column (Sigma Aldrich-Supelco) s
piedkolonou. Detekce byla nastavena na hodnotu 254 nm. Jako mobilni fdze bylo uzito 0,1M
octanu amonného (pH~4,5). Rustem gradientu acetonitrilu dochazelo postupné k eluci

jednotlivych nukleotidii z kolony na zaklad¢ jejich hydrofobicity.

Objem oligonukleotidu [pl] | Stépici MIX [ul] | H2O [ul] | Tris/HCI [pl]
AG 4,6 8 67,4 9,2
GG 3,6 8 68,4 9,2
AG-cisPt 18 4 18 5,2
GG-cisPt 22 4 14 5,2

Tabulka ¢. 3: Slozeni reakcniho média pro enzymatické stepent
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4.3.8 Znaceni primert pomoci T4-polynukleotid kinazy

Bakteriofagova T4-polynukleotid kindza katalyzuje ptenos y-fosfatu z ATP na 5'-
konec DNA (popt. RNA) (111) Vneseni je moZné pouze za piedpokladu, Ze 5’-konec je
defosforylovany, coz je v pfipadé nami zkoumanych syntetickych primerid zabezpeceno.
Reaké&ni médium obsahovalo radioaktivng znageny ATP*, kde na pozici y byl radionuklid **P,
(y-P)ATP. Jedni se o B-zafi¢ s polotasem rozpadu 14,262 dni. Prostiednictvim T4-
polynukleotid kindzy byl radionuklid fosforu vnesen do fetézce, a tim byl primer oznacen.
Kinazova reakce probihala pii teplot¢ 37°C po dobu 35 minut. Objemy jednotlivych
komponent a sloZeni reak¢niho média jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Nezreagovany ATP* byl
oddélen na kolonce se Sephadexem G50-Fine. Centrifugace usnadiiujici prichod vzorku skrze
kolonu probihala 4 minuty pii 2500 rpm (1600 g) a teploté 20°C. Po odstranéni volného ATP
byly primery vysuSeny ve Speedvacu (DNA mini-HeTo), a do obou médii bylo ptidano 10 pl
H,0. Zahtatim na 90°C po dobu 5 minut a naslednym vlozenim do ledu je zabezpeceno

vzajemné oddéleni fetézcil primert.

Latka (koncentrace) Objem [ul]

Kinazovy pufr 1
ATP (3,3-10°M) 2
ATP* 2
T4-polynukleotid kindza 2
H,O 90

1. Médium: Primer 1 1,7

2. Médium: Primer 3 1,3

Tabulka ¢. 4. Slozeni reakcniho média pro znaceni T4-polynukleotid kinazou
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4.3.9 Hybridizace

K jednotlivym variantdm cisplatinou nemodifikovanych templati bylo ptfiddno 8 ul
H;O, 1 pul NaClO4 a 1 pl ptislusného primeru (1 nebo 3). Oligonukleotidy modifikované
cisplatinou byly nejdiive vysuSeny na pfistroji SpeedVac, vychozi objem byl 72 ul pro
templat AG-cisPt a 27 pl v piipadé templatu GG-cisPt. Po vysuSeni se k modifikovanym
templattim prfidala stejnd mnozstvi primeru, H,O a NaClO, jako v ptipad¢ nemodifikovanych
oligonukleotidi. Koncentrace templatu : koncentraci primeru byla 3:1 (30 pmol:10 pmol).
Takto pfipravend smés se po 10 minut inkubovala pfi 60°C, nésledné se nechala zchladnout

na laboratorni teplotu a poté byla pfes noc ulozena do lednice.

4.3.10 Reakce s polymerazou n

Polymeraza n byla vybréna k experimentiim pro jeji schopnost translézové syntézy
pies platinové adukty na DNA. Pomoci této polymerazy lze sledovat napiiklad mutacni
aktivitu aduktii vytvofenych cisplatinou, (112) studovat vliv koncentrace a kinetiky na

schopnost translézové syntézy. (113)

4.3.10.1 Koncentraéni zavislosti

Vychozi koncentrace zasobniho roztoku polymerazy n byla 500 nM, pro samotnou
polymerazovou reakci byly zvoleny koncentrace 25 fmol'L™, 100 fmol'L™ a 0 fmol'L™ jako
kontrola. Reakéni médium pro kazdou jednotlivou reakci mélo objem 10 pl. Byl zvolen
zékladni mix, ktery obsahoval 0,7 pl ptislusného templatu s primerem, 17,5 pl pufru pro pol
N, 3,5 ul 1 uM dNTP a 6,3 ul H,O. Mnozstvi reakéniho mixu v kazdé reakci bylo 8 ul. Po
pfidani pol n probihala reakce pii teploté 30°C po dobu 20 minut. Mnozstvi piidaného
enzymu je v tabulce Cislo 5. Inaktivace enzymu a zastaveni reakce bylo provedeno zahiatim
na 90°C po dobu 1 minuty a pfidanim nanaSeciho (loading) pufru s formamidem. Vysledek

reakce byl zkouman pomoci elektroforézy v 24% polyakrylamidovém (PAA) denaturacnim
yaxry

gelu.
C [fmol'L"] | Poln™ pi] H,O [ ] MIX [ pl]
0 0 2 8
Vzorek 2,5 0,5 1,5 8
10 2 0 8

Tabulka ¢. 5: Objemy slozek reakce pro dosazeni potiebné koncentrace;

D 10x ziedénd polymerdza n z vychoziho 500 nM roztoku
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4.3.10.2 Kinetické studie

Po analyze vysledki koncentra¢ni zavislosti byla zvolena vhodna koncentrace
polymerazy m k ¢asovym reakcim. Optimalni je 25 fmol'L" koncentrace, s vy$§imi
koncentracemi enzymu se postupné potlacuje kvantifikovatelny vliv aduktu a translézova
syntéza probihd velmi silng, snizuje se tim moZnost pozorovat rozdily mezi GG a AG adukty
na translézovou syntézu.

Experiment byl proveden pro oba oligonukleotidy hybridizované s radioaktivné
znacenym primerem 1 i1 primerem 3. Reakce probihala pti teploté 30°C po dobu 1, 5, 10, 20,
40 minut. Objem hybridizovaného templatu ¢inil vzdy 1 pl. Reakce byla odstartovana
piidanim 49 pl zasobniho mixu, ktery byl ptipraven z 25 ul pufru pro poln, S ul 1 uM dNTP,
215 pl HyO, 0,5 pl 250 nM polymerazy 1. Vyslednd koncentrace ANTP v celé smési byla 100
uM, koncentrace pol n byla 25 fmol'L™. Reakce byla zastavena 5 ul nanaseciho pufru a
zahtatim na 90°C po dobu 1 minuty. Nasledné byly vSechny vzorky analyzovany pomoci
elektroforézy v 24% polyakrylamidovém denaturaénim gelu, tak jako v pfipadé méfeni

koncentracnich zavislosti.

4.3.11 Reakce s Klenowovym fragmentem

Z prokaryontnich DNA polymeraz byl vybran k in vitro studiim Klenowlv fragment,
tedy enzym bez 3°-5" exonukleazové aktivity (exo’). Vysledky koncentracnich a kinetickych
studii slouzi predevSim ke srovnani viici eukaryotické polymeraze n. Vychozi aktivita enzymu

byla 5000 U-ml”, kde 1U odpovida pieméné 1pmol'min™, tedy 16,67 nanokatalf. (114)

4.3.11.1 Koncentra¢ni zavislosti

Mnozstvi enzymu bylo voleno v koncentracich odpovidajicich aktivitdim 1U; 0,5U;
0,1U; 0,05U. V kazdé reakci byl 1 pl templatu s ptisluSnym primerem (1 nebo 3), 5 ul 10x
pufru NEB2, 1,25 pl 1mM smési dANTP a 37,8 ul H,O pfi celkovém reakénim objemu 50 pl.
Reakce byla odstartovana pfidanim 1 pl Klenowova fragmentu v pfislusném fedéni vychoziho
enzymu: 5x (1U), 10x (0,5U), 50x (0,1U), 100x (0,05U). Reakce probihala pfti teploté 25°C
po dobu 5 minut. Reakce byla ukoncena ptidanim 5 pl loading pufru a zahtatim na 90°C po
dobu 1 minuty. Produkty reakce byly analyzovany elektroforézou ve 24% denaturacnim PAA

gelu.
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4.3.11.2 Kinetické studie

Reakéni Casy pti kinetickych experimentech byly voleny stejné jako v ptipadée reakci
s polymerazou m, tedy 1, 5, 10, 20 a 40 minut. Kazd4 reakce obsahovala 1 pl templatu
hybridizovaného s ptisluSnym primerem (1 nebo 3), 5 ul 10x pufru NEB2, 1,25 pl ImM smési
dNTP a 42 pl H,O pfti celkovém reakénim objemu 50 pl. MnoZstvi enzymu odpovidalo 0,1U,
tedy 1 pl 10x zfedéné¢ho vychoziho enzymu. Reakce probihala po dobu vyse definovanych
Cast, pii teploté 25°C. Reakce byla ukoncena pfidanim 5 pl nanaSeciho pufru a zahfatim na
90°C po dobu 1 minuty. Produkty reakce byly analyzovany elektroforézou ve 24%

denatura¢nim PAA gelu.

4.3.12 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforetick¢é metody vyuzivaji k déleni latek jejich odliSnou pohyblivost ve
stejnosmérném elektrickém poli, kde se nabit¢ molekuly separuji na zdkladé rozdilnych
elektroforetickych mobilit. Volba poréznosti gelu odpovidala uziti pro elektroforetické déleni
kratkych oligonukleotidli, v naSem piipadé¢ 23-merd. Na takto kratké oligonukleotidy je
vhodné pouzit 24% polyakrylamidovy gel smalou velikosti poért, kde pomér
akrylamidu:bisakrylamidu je 19:1. Zakladem pro ptipravu gelu je siln¢ endergonni reakce 60
ml 40 % PAA gelu s 50 g 8% mocoviny a 5 ml 20% TBE. Na horni sklo byl nanesen 1%
roztok silanu v CCly. Délici gel je sloZzeny z 50 ml 24% PAA, 30 ul TEMED, 60 ul AP.
TEMED (tetramethylenethylenediamin) spolu s AP (ammonium persulfat) katalyzuji
polymeraci akrylamidu. (115) Elektroforeticky zdroj byl nastaven na napéti 3000 V, proud
200 mA a vykon 35W.

4.3.13 Hybridizace komplementarnich Fetézci (dsDNA)

Pro méfeni spekter cirkuldrniho dichroismu a teploty tani bylo tfeba nejprve stavajici
cisplatinou modifikované a nemodifikované (kontrola) fetézce hybridizovat s
komplementarnimi fetézci, vytvorit duplex (dsDNA). Koncentrace fetézce komplementarniho
k oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci byla 5,57-107 M, fetdzec se sekvenci
komplementarni k GG mél koncentraci 5,70-107 M, pti celkovém objemu separatnich vzorki
400ul. Vzajemny pomér hybridizovanych fetézcii byl 1:1. Reakce probihala po dobu 10 minut
pi1 60°C, nasledné se nechala zchladnout na laboratorni teplotu a byla ulozena pies noc do

lednice.
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4.3.14 Cirkularni dichroismus

Metoda méfeni cirkularniho dichroismu (CD) slouzi k pozorovani strukturnich zmén
DNA, v tomto pfipad¢ vyvolanych adukty cisplatiny. Opticky aktivni latky vyvolava;ji staeni
roviny polarizovaného svétla. Levotociva a pravotociva slozka rovinn€ polarizovaného svétla
je vlivem opticke aktivity oligonukleotidu absorbovana s jistou diferenci a rovinna polarizace
tak pfechazi v eliptickou. Cirkularni dichroismus je definovan jako rozdil extinkéniho
koeficientu pro levo- a pravo-toc¢ivou slozku kruhove polarizovaného svétla (Ae=er+er). (116)
Meéieni CD spekter probihalo na ptistroji JASCO J720 pfti teploté 22°C v prostiedi 0,3M
NaCl, 0,IM EDTA a 10mM Tris-Cl. Kazdé méteni bylo zaznamenavano po 6-ti akumulacich,

ptirozliSeni 0,5 nm a rychlosti snimani 200 nm/min.

4.3.15 Méreni teplotni kiivky tani

Teplotni kiivka tani se zaznamenava proméfovanim absorbance vzorku pti 260 nm, v
krocich definovanych zvySujici se teplotou. Méfeni probihalo od 20 do 99°C s krokem
0,5°C/min. Teplotni kiivka tani byla proméfena na pfiistroji Beckman DU-700 v kiemennych
kyvetach s optickou drahou 1 cm. Medium pro méfeni Tm obsahovalo 0,3M NaCl, 0,1M
EDTA, 10mM Tris-Cl. Koncentrace oligonukleotidi pfi m&feni Tm byly: AG=8,83-10"M,
GG=9,03-10"M, AG-cisPt=8,84-10"M, GG-cisPt=8,38:10"M. Denaturaci dvouietézcového
oligonukleotidu lze pozorovat jako nartst absorbance pifi méfené vinové délce. V piipade
cisplatinou modifikovanych oligonukleotidii 1ze ocekavat snizeni teploty tani, oproti
nemodifikovanym vzorkim, vlivem lokélni distorze. Inflexni bod kiivky-Tm, udéava, kdy je
polovina molekul dvoutetézcového oligonukleotidu denaturovana. Tento konkrétni bod se
vyhodnocuje prvni derivaci namétené kiivky. Teoreticky Ize teplotu tani vypocitat dle rovnice
Marmura-Dotyho (rovnice ¢islo 1), ¢i dle programu viz. (117). Dle teploty tani je mozné urcit
miru destabilizace dvoufetézce. Hlavni faktory ovliviiujici stabilitu oligonukleotidu jsou:
stabilizace kladnym nabojem-kompenzace vzajemného -elektrostatického odpuzovani
negativné nabitych fosfitovych skupin fetézcli, stabilizace kovalentni vazbou
mezifetézcovych (IEC) mistkl, destabilizace oligonukleotidu vlivem cisplatinou vytvorené
distorze.

Rovnice ¢. 1 (Marmura-Dotyho): Tm = 41,1 XG + C + 16,6log[Na™] + 81,5
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5 VYSLEDKY

5.1 Separace na HPLC

Izolaci modifikovanych oligonukleotidii pfedchazely kroky viz. 4.3.1; 4.3.2.
S rostoucim gradientem (% roztoku B), se vreten¢nich Casech na zaklad¢ zvySujici se
osmolarity mobilni faze, postupné eluovaly cisplatinou modifikované/nemodifikované
oligonukleotidy. Reten¢ni ¢as pro modifikovany oligonukleotid se specifickou AG sekvenci
byl od 20,50 minuty do 21,75 minuty od nastfiku vzorku na kolonu (mono-Q HRS5/50 GL
(Amersham biosciences)). Eluce nemodifikovan¢ho oligonukleotidu probihala od 22,25 do
23,00 minuty. Chromatogram ¢islo 1 znazornuje pribéh separace AG oligonukleotidu.

Separace oligonukleotidu se specifickou GG sekvenci probihala analogicky jako
v predchozim piipadé. Retencni ¢as modifikovaného oligonukleotidu byl od 20,75 minuty do
21,50 minuty. Nemodifikovany oligonukleotid byl odebiran od 22,25 do 23,00 minuty.

Chromatogram ¢islo 2 pfedstavuje zdznam separace.

Chromatogram izolace AG/AG-cis Pt Chromatogram izolace GG/GG-cis Pt
150 AG 125+
/ —— Oligonukleotid GG
125 —— Oligonukleotid AG % Roztoku B
100+
% Roztoku B GG-cis Pt GG
1004 AG-cis Pt
75
754 %‘
— 50
2
50
25+
25
0 01
25 ; : . : : : : . , 25 ; . . : . . : . )
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cas [min] Cas [min]

Chromatogram ¢. 1-vlevo: Separace oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci
Chromatogram ¢. 2-vpravo. Separace oligonukleotidu se specifickou GG sekvenci

Cervena krivka-nastriknuty vzorek, zelend krivka-zvysujici se osmoticky gradient.
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5.2 Kontrola modifikace oligonukleotidi

Pomoci elektroforézy v24% PAA gelu byla ovéfena modifikace separovanych
oligonukleotidi. Princip pozorovani rozdilnych elektroforetickych mobilit spociva
v kompenzaci zaporného naboje fosfatové kostry oligonukleotidu vazbou cisplatiny.
Modifikovany oligonukleotid poté putuje smérem k anodé¢ pomaleji. Autoradiograficky

snimek gelu je na obrazku ¢islo 13.

AG = AG-cisPt GG GG-cisPt

Obr. ¢. 13: Autoradiograﬁck)} zdznam 24% PAA gelu pro kontrolu modifikace

oligonukleotidu

5.3 Stanoveni koncentrace platiny ve vzorku pomoci AAS

Bezplamenovou atomovou absorpéni spektrometrii byl stanoven pomér platiny
obsazené ve vzorku vici templatovému fetézci. V piipade oligonukleotidu se specifickou AG
sekvenci byl pomér 1,27:1 (Pt:oligo). Oligonukleotid se specifickou GG sekvenci byl

modifikovan cisplatinou v poméru 1,33 ku 1.

5.4 HPLC stépeni

Analyza produkti Stépici reakce potvrdila modifikaci oligonukleotidi cisplatinou.
Objem kazdého z nasttikovanych vzorkl ¢inil 20 pl, pf1 0,05 OD. Retencni ¢asy nukleotidi
jsou vtabulce c¢islo 6. Chromatogram C¢islo 3 zndzornuje pribéh separace Stépenc¢ho
oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci. Oligonukleotid se specifickou GG sekvenci je
znazornén na chromatogramu ¢islo 4. V obou chromatogramech je porovnan modifikovany a
nemodifikovany oligonukleotid. Pro exaktni pozorovani byly chromatogramy normalizovany

na stejnou hodnotu absorbance thymidinu, ktery slouzi jako vnitini kontrola.
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AG oligonukleotid C T G A

Retencni &as [min] | 5,40 (20,04) [ 11,37 (£0,04) | 13,83 (x0,02) | 20,75 (20,10)

GG oligonukleotid C T G

Retencni &as [min] | 5,12 (20,00) [ 10,53 (£0,00) | 13,32 (20,32)

Tabulka ¢. 6. Retencni casy jednotlivych bazi nastépeného oligonukleotidu; hodnoty

v zdvorce jsou priumérné odchylky vypoctené na zakladeé dvou nastrikil.

HPLC chromatogram:;
AG/AG-cisPt stépeni

0.04+
0.03+
—AG
0.02 — AG-cisPt

0.014

Intenzita [AU]

Retencni ¢as [min]
Chromatogram ¢. 3: Analyza produktii enzymatického Stépeni cisplatinou

nemodifikovaného/modifikovaného oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci

HPLC chromatogram;
GG/GG-cisPt stépeni

0.020+4

0.0154

—GG
— GG-cisPt

0.0104

0.0054

Intenzita [AU]

0.000+

-0.005+

o 5 10 15 20
Retencni ¢as [min]
Chromatogram ¢. 4: Analyza produktu enzymatického Stépeni oligonukleotidu se specifickou

GG sekvenci
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5.5 Polymerazové reakce-lidska Pol n
Vsechny reakce provedené s polymerazou n byly provadény v in vitro podminkach,
s naslednou analyzou pomoci elektroforézy v 24% PAA gelu, autoradiografickym vyvolanim

a denzitometrickym vyhodnocenim.

5.5.1 Koncentraéni zavislosti Pol n

Pfedmétem tohoto experimentu bylo pozorovat, jaky vliv ma koncentrace lidské
polymerdzy n pii pifekondvani aduktli vytvofenych modifikaci oligonukleotidii cisplatinou.
Zaroven lze z vysledkli tohoto experimentu a analyzou dat stanovit optimalni koncentraci
enzymu k naslednym reakcim, ve kterych by mohla mit nevhodné zvolend koncentrace
negativni vliv. Reakce probihala vzdy po dobu 20 minut pii 30°C.

Experimenty provedené s primerem 1 jsou na obrdzku c¢islo 14, poptipad¢ grafu Cislo
3. Denzitometricky zdznam gelu po reakci typu ,,standing start* (primer 3) je na obrazku ¢islo
15, jemu odpovida graf ¢islo 4. Translézova syntéza byla vyhodnocena jako denzitometricka
sumace vSech produktl pocinaje 1ézi, vztazena ku vSem bandim pred Iézi.

Z obou grafi je velmi patrny vliv pfitomné 1éze piiporovndni s nemodifikovanym
oligonukleotidem. Efektivita polymerdzové reakce je v pifipadé modifikace cisplatinou,
vyrazn€ negativné ovlivnéna. S rostouci koncentraci enzymu se vSak vlivy modifikace na
translézovou syntézu minimalizuji. P¥i pouziti 25 fmol'L™ koncentrace polymerdzy 1 a
primeru 1 je syntéza u modifikovaného AG oligonukleotidu o 40%, respektive 45% v ptipadé
GG, niz§i neZ u nemodifikovaného. P¥ pouziti 100 fmol'L” koncentrace enzymu se
procentudlni rozdil translézové syntézy snizuje na 14%-AG, respektive 16%-GG. Pri
hybridizaci templatu s primerem 3 dochazi k celkovému nartstu translézové syntézy.
Pti ¢iselném porovnani primera se syntéza v prumeéru o 14% zvysi pii pouziti ,,standing start*
primeru 3. Vychozi vysledky slouZzici ke koncentraénim analyzam jsou obsahem tabulky ¢islo

7.
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S-TCCTIXGTTCOCT TICTCT CTT COC-37 S-TCCTIXRGITCCT TICTCT CTT COC-37
3-AAAGAGA GAS GG-5 37-AAGGA AAG AGA GAA GG-5
AG AG-cis Pt GG GG-clsPt T et i AG-ci.sPt : e GG cisPt: '

Pt
C CTTGGATTCCT -5

Ry
- P3 GGATTCCT -5

wiop2e A0 03 00 . a0 0 e 100,

Obr. ¢. 14, 15: Autoradiograficky vyvolané snimky 24% PAA gelit k vyhodnoceni
koncentracnich experimentu. Leva cast obrazku-sekvence oligonukleotidu, sekvence nad
obrazkem-X=A nebo G, horni cast-zkoumany oligonukleotid (nemodifikovany/modifikovany
cisplatinou); spodni ¢dst-koncentrace polymerdzy n [fmol-L].

Obr. ¢. 14-vlevo: Experiment proveden s primerem 1 (,, running start*)

Obr. ¢. 15-vpravo. Experiment proveden s primerem 3 (,,standing start*)

Koncentrac¢ni zavislost
Pol n, primer 1

904
80 i
ﬁ- ] ]
‘0 704
R
g
o 60
~q>, E
o 504
& ]
z, 40-: .
S 30_5 = AG+9r|m1 .
=] +  AG-cisPt+prim1
X 204 v GG+prim1
103 + GG-cisPt+prim1
¥y
0 25 50 75 100

Koncentrace pol 1 [fmoI.L'1]

Graf ¢. 3: Zavislost translézové syntézy na koncentraci pol n prvi pouziti primeru 1
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Koncentrac¢ni zavislost
Pol n, primer 3

100
90
80
70
60
50

% Translézové syntézy

40 AG+prim3
30 +  AG-cisPt+prim3
v GG+prim3

20
10

+—T"""F"——""—""—"———TF
0 25 50 75 100

+ GG-cisPt+prim3

Koncentrace pol n [fmoI.L'1]
Graf ¢. 4: Zavislost translézové syntézy na koncentraci pol n pri pouziti primeru 3

AG GG AG-cisPt GG-cisPt
Koncentrace [fmol'L'] [ 25 100 25 100 25 100 25 100
Primer 1 72,66 | 75,60 | 75,49 | 80,43 | 32,74 | 61,04 | 30,08 | 64,69
Primer 3 93,24 | 94,44 | 88,25 | 91,97 | 50,28 | 70,28 | 44,30 | 73,29

Tabulka ¢. 7: Vysledky studii koncentracnich zavislosti pol i, ciselné hodnoty odpovidaji %
translézové polymerdzové syntézy pri dané koncentraci enzymu, pouZitému templdatu a
primeru, tabulka je zjednodusena vynechanim hodnot pro nulovou koncentraci enzymu, kde

% translézove syntézy bylo vzdy 0.
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5.5.2 Kinetické studie Pol

Z ptedchoziho experimentu vyplyvd, ze pro studium kinetiky polymerdzy n pfi
prekonavani AG a GG vnitrofetézcovych muistkd je nejvhodngjdi pouzit 25 fmol'L
koncentraci enzymu. Experiment byl provadén pro casy 1, 5, 10, 20, 40 minut pii 30°C.
Reakce byly provedeny s cisplatinou modifikovanymi, a pro kontrolu, 1 s nemodifikovanymi
oligonukleotidy. Produkt plné délky byl vyhodnocen jako denzitometricka sumace 23-meru
ku vSem ostanim ,,bandim* v dané draze. Veskeré niZze uvedené vysledky jsou brany jako
limitni hodnoty, jez vychazeji z trendu kiivky piislusné reakce.

Experiment provedeny s primerem 1 demonstruje obrazek ¢islo 16 a jemu
odpovidajici graf ¢islo 5. Po modifikaci cisplatinou klesa procento FLP (full length produkt) u
oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci z46% na 9%, syntéza je tedy inhibovana
piiblizné o 35%. Vytvoieny GG IAC mustek inhibuje syntézu produktu plné délky
z vychozich 32% na 11%.

Vysledek kinetickych studii s primerem 3 je patrny z obrazku cislo 17, popiipadé
grafu Cislo 6. Pfi1 vazbé¢ cisplatiny na sekvenci AG je syntéza produktu plné délky inhibovéana
7 39% na 5%, tedy o 34%. Modifikace oligonukleotidu se specifickou GG sekvenci snizuje
procento tvorby produktu plné délky z 35% na 2%, tedy o 33%. Vyrazny rozdil v inhibici
syntézy FLP, pfi porovnani kontrol vii¢i modifikovanym fetézciim zde neni patrny.

Tabulka ¢islo 8 shrnuje vysledky kinetickych studii pti pouziti obou typu primert.

5-FOC TTECFT OCT ¥IC TCT CTT CC.%

. 37-A AAG AGA GAA GG-5
CAGEs P Dl e g

Te A TET gieT L
A TIT 6 G T w5

R AR

 Obr. ¢ 16: Autoradiogfaﬁck)} zdznam 24% PAA gelu pro kinetiku cisplatinou
nemodifikovaného/modifikovaného oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci-vlevo, GG
sekvenci-vpravo, experiment proveden s primerem 1; casy [min] jsou uvedeny uvedeny vzdy

v dolni casti obrazku, sekvence-po boku, pouzity oligonukleotid-nahore
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F-TCCTIXGTT CCT TTC TCT CTT CC-3°
37-44 GOA AAG AGA GAA GG-37

AG. Vil AG-cis Pt : GE L GG-cis Pt
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Obr. ¢. 17: Autoradiograficky zaznam 24% PAA gelu pro kinetiku cisplatinou
nemodifikovaného/modifikovaného oligonukleotidu se specifickou AG sekvenci-vlevo, GG

sekvenci-vpravo, experiment proveden s primerem 3
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Graf ¢. 5: Kinetické porovnani cisplatinou vytvorenych IAC muistkit pri pouZiti primeru 1
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Graf ¢. 6: Kinetické porovnani cisplatinou vytvorenych IAC mustkii pri pouziti primeru 3
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Cas [min] | AG | AG-cisPt | GG | GG-cisPt
1 5,42 0,00 5,49 3,37
5 9,05 1,94 |1038] 4,43
Primer 1 10 1965 433 [1476] 6,98
20 21,05 6,11 [20,72] 6,18
40 33,72 6,49 [2604| 10,75
1 3,12 0,63 2,69 0,29
5 10,50 | 1,69 8,66 0,53
Primer 3 10 16,37 2,47 12,97 1,02
20 23981 291 |1941| 1,48
40 209,12 431 [2505] 1,60

Tabulka ¢. 8: Vychozi vysledky slouzici k vyhodnoceni kinetickych studii

5.6 Polymerazové reakce-prokaryontni Klenowiv fragment

5.6.1 Koncentra¢ni zavislosti

Experimenty zalozené na studiu vlivu vzristajici koncentrace, resp. aktivity
Klenowova fragmentu, na translézovou syntézu ukazuji, Ze pti zvolenych aktivitdch dochazi
jiz od 0,5 U enzymu k maximalni generaci produktu pln¢ délky. Za FLP byl povazovan
produkt o délce 23 bp a vice, paklize se vyskytuje.

Z obrazku c¢islo 18, poptipad¢ grafu Cislo 7 je patrné, ze cisplatinou modifikované
oligonukleotidy s primerem 1 vykazuji vyrazné nizsi celkové mnozstvi produktu plné délky.
Z analyzy PAA gelu po elektroforetickém déleni vyplyva, ze Klenowlv fragment je schopen
syntetizovat 1 navzdory nepfitomnosti templatového fetézce, na coz poukazuje piitomnost
fetézcu o délce 24 bp v pripadé cisplatinou modifikovanych oligonukleotidii a az 25 bp u
nemodifikovanych vzorkl. Pfitomnost dvou bazi za rozsah templatu (25 bp), je patrna od
aktivity 0,5 U enzymu, delsi fetézce nebyly zaznamenany. Maximalni procento produktu plné
delky vykazuji reakce Klenowova fragmentu s oligonukleotidem se specifickou GG sekvenci-
70%, dale pak AG-69%. U modifikovanych templati se procento FLP blizi 22% v ptipadé
GG-cisPt a pouhych 13% u AG-cisPt. Veskeré vysSe uvedené¢ hodnoty pro %FLP jsou
uvedeny v limitnich hodnotach pro maximalni uzité aktivity enzymu a pii pouZiti primeru 1.

V ptipad¢ modifikace cisplatinou dochézi k poklesu produktu pIné délky piiblizné o 50%.
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Pribéh experimentu pii pouziti primeru 3 demonstruje obrazek cCislo 19 a jemu
odpovidajici graf ¢islo 8. Po modifikaci cisplatinou dochazi v ptipadé oligonukleotidu se
specifickou AG sekvenci k vétsi inhibici tvorby produktu plné délky nez u GG
oligonukleotidu. Po modifikaci GG oligonukleotidu dochazi k poklesu syntézy produktu plné
délky o 42%, a to z 80% na 38%. Cisplatina po vazbé na oligonukleotid se specifickou AG
sekvenci inhibuje tvorbu FLP o 58%, konkrétné z 80% az na 22%. Vzajemné se vytvorené
AG a GG vnitrofetézcové mistky lisi o 16% ve schopnosti inhibice syntézy produktu plné
délky Klenowovym fragmentem. Pii pouziti primeru 3 byl detekovan FLP o maximalni délce
24 bp, tedy o 1 bazi mén¢ nez pii pouziti primeru 1, avSak celkové procento tvorby FLP u
primeru 3 je o ptiblizné 10% vyssi. U cisplatinou modifikovanych fetézcti hybridizovanych
s primerem 3 se vyskytl FLP o maximalni délce 23 bp, coz je o 1 bazi mén¢ nez u primeru 1.
V tomto ptfipadé tedy nebyla zaznamenana syntéza komplementarniho fetézce nad ramec
templatového.

Tabulka ¢islo 9 obsahuje vysledky koncentra¢nich zavislosti provedenych

s Klenowovym fragmentem.

F-TCCTITXGTT CCT TTC TCT CTT CC-3°
3-4 A5G AGA GAA GG-37

AG AG-cisPt GG GG-cisPt

Pt
Pt

T TGATTCCT?24-5

3-PICC T T GATTGCGCT?2425-5
3-P1IC C T TGG TTCCT2425-5

3-PICC TTGG TTCCT24-5"

0 005 040 050 1,00 [ 0,05 040 050 1,00

Obr. ¢. 18: 24% PAA gel-Analyza produktii koncentracnich experimentit Klenowova
fragmentu s primerem 1 (,,running start*). Sekvence je uvedena vzdy po boku obrdzku,

aktivita enzymu [U] je popsana v dolni casti obrazku.

51



VYSLEDKY

S-TCCTTRGTT CCT TTC TCT CTT CC-3°
3-44 GGA AAG AGA GAA GG-57
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Obr ¢. 19: 24% PAA gel- Analyza produktii koncentracnich experimentit Klenowova
fragmentu s primerem 3 (,,standing start”).
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Graf ¢. 7: Vysledek denzitometrické analyzy PAA gelu k vyhodnoceni koncentracnich

experimentii pro oligonukleotidy hybridizované s primerem 1.
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Graf ¢. 8: Vysledek denzitometrické analyzy PAA gelu k vyhodnoceni koncentracnich

experimentii pro oligonukleotidy hybridizované s primerem 3.
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Aktivita [U] | AG | AG-cisPt | GG | GG-cisPt
0,05 47,57 6,69 58,99 7,29
0,10 59,94 7,01 60,98 11,06

Primer 1
0,50 67,19 11,68 68.95 17,10
1,00 66,79 13,48 69,67 20,50
0,05 63,48 11,90 50,90 26,25
0,10 76,55 17,85 62,54 22,75
Primer 3

0,50 77,54 18,81 75,991 39,06
1,00 77,471 21,98 |77.87| 36,25

Tabulka ¢. 9: Shrnuti vysledki koncentracni zavislosti s Klenowovym fragmentem, kontrolni

vzorky bez pritomného enzymu jsou pro zjednoduseni tabulky vynechany (%o FLP vidy 0).

5.6.2 Kinetické studie

Z vysledkl koncentracnich zavislosti vyplyva, Ze pro kinetické studie je vhodné pouzit
mnozstvi Klenowova fragmentu odpovidajici aktivité¢ 0,1U. Za téchto podminek je dobie
patrny vliv 1éze na prab¢h translézové syntézy, resp. na procentudlni zastoupeni produktu plné
délky.

Experiment s primerem 1 byl vyhodnocen na zaklad¢é obrazku ¢islo 20, naslednou
denzitometrickou analyzou byl ziskdn graf Cislo 9. Jiz po prvni minuté experimentu
s primerem 1 se u nemodifikovanych templati %FLP piiblizuje limitni hodnoté 70%. Naproti
tomu %FLP u cisplatinou modifikovanych oligonukleotidi se po prvni minuté experimentu
bliZi poloviné maximalni limitni hodnoty produktu plné délky-19% AG-cisPt, 23% GG-cisPt.
Kontrolni vzorky bez ptitomné cisplatiny vykazuji procento produktu plné délky v mnozstvi
77%. Polymerazova reakce je inhibovdna adukty cisplatiny o pfiblizné 55% pii pouziti
primeru 1, avSak vzajemny rozdil mezi AG a GG IAC mustky nebyl pti pouziti primeru typu
,funning start* zaznamenan.

Vysledky kinetickych studii provedenych s primerem 3 jsou na obrdzku cislo 21,
resp. grafu ¢islo 10. Po modifikaci cisplatinou klesd procento syntézy FLP z 80% na 24% u
AG oligonukleotidu, v ptipad¢ tvorby GG IAC mustku je syntéza produktu plné délky
inhibovéana na 37% z 85%. Pti pouziti primeru 3 je také patrnéjsi rozdil mezi jednotlivymi
typy vnitrofetézcovych mustkl. Syntéza produktu plné délky je o 8% nizsi pti vytvofeni AG
IAC mustku nez v piipadé¢ GG TAC miistku.
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Tabulka ¢islo 10 shrnuje vysledky kinetickych studii s Klenowovym fragmentem pti
pouziti obou typti primeru.

F-TCCTIXGTT CCT TTC TCT CTT CC-3°
3-4 AAGAGA GAA GG-37

AG AG-cisPt in GG GG-cisPt
o i 5 -
2 : =+ -+
L S :
3} o o 3}
o o o3 3]
+ - Ll =
e - [ -
1 o O
: : :E o ot
Y % E.
1 5 10 20 40 1 5 10 20 40
Obr. ¢. 20: 24% PAA gel k vyhodnoceni kinetickych studii pro vzorky hybridizované
s primerem 1. Reakcni casy jsou uvedeny v dolni casti obrazku, sekvence uvedena po boku.
5"-TCC TTX ©TT CCT TTC TCT CTT OC-3°
3-AA GGA AAG AGA GAA GG-3°
ol N b e
& E %) J ©
- iq E - i '.P—
of E 3 ot
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| Obr. ¢. 21: 24% PAA gel k vyhodnocem’ kinetickych studii pri pouziti primeru 3.
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Graf ¢. 9: Vysledek denzitometrického vyhodnoceni PAA gelu pro kinetiku Klenowova

fragmentu a oligonukleotidii hybridizovanych s primerem 1 ,,running start .
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Graf ¢. 10: Vysledek kinetickych studii pri pouziti Klenowova fragmentu a primeru 3

., Standing start“.

Cas [min] | AG | AG-cisPt | GG | GG-cisPt
1 67,90 | 10,53 |72,19| 8,95
5 73,18 13,78 [72,58| 13,55
Primer 1 10 7435 15,74 [73.86| 17,42
20 7834 17,71 [76,85| 22,13
40 78,92 20,72 [77.11| 22,32
1 78,64 | 21,66 [8329[ 29,53
5 79,18 | 21,99 [8543| 31,64
Primer 3 10 79,71 23,42 |[86,24| 3541
20 80,10 | 24,80 [83,93| 36,70
40 80,74 26,99 |[8547| 37,99

Tabulka ¢. 10: Prehled vysledku kinetickych studii s Klenowovym fragmentem
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5.7 Stabilita oligonukleotidii - teplotni kiivky tani

Teplotni kiivka tani je zdznamem absorbance pii 260 nm, prolozend analytickou
kfivkou-Boltzmanovou sigmoidou-viz graf €islo 11. Prvni derivaci teoretické kfivky-graf
¢islo 12, byla vypoctena teplota tani Tm. Teoreticky byla vypoctena hodnota Tm 1 dle
programu oligocalc (117) a je uvedena spolu s experimentalné ziskanymi vysledky v tabulce
¢islo 11. Stabilita oligonukleotidii byla provadéna v prosttedi 0,3M NaCl. Experimentalné
zjisténa teplota tani je pro nemodifikovany AG oligonukleotid 63,43°C, po modifikaci
cisplatinou klesla hodnota Tm na 57,37°C. Oligonukleotid se specifickou GG sekvenci bez
modifikace vykazuje teplotu tani 61,59°C, po modifikaci klesad Tm na 57,43°C. Pokles teploty
tani oligonukleotidi po modifikaci cisplatinou svéd¢i o zménach vedoucich k teplotni
destabilizaci vlivem vytvofeni IAC aduktu. V ptipadé AG TAC mustku je destabilizacni
charakter vyrazngj$i (ATm = -6°C) nezZ u GG IAC mustku (ATm = -4°C).

AG | AG-cisPt| GG | GG-cisPt
Teoretickd hodnota Tm [°C] 60,90 - 62,47 -
Experimentalni hodnota Tm [°C] | 63,43 57,37 61,59 57,43
AT [°C] -6,06 -4,16

Tabulka ¢. 11: Hodnoty teploty tani; experimentani vysledky ziskany analyzou maxim
grafu ¢. 12; AT je rozdil teplot tani prislusného cisplatinou modifikovaného a

nemodifikovaného oligonukleotidu (AT=Tm isp: vzorku-TMiontroiy)-
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Teplotni kfivky tani
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Graf ¢. 11: Teplotni krivky tani proloZzené Boltzmanovou sigmoidou
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Graf ¢. 12: Prvni derivace Boltzmanovych sigmoid k urceni hodnoty teploty tani
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5.8 Cirkularni dichroismus

Ze spektrech cirkularniho dichroismu je patrny pokles v pozitivnim pasi (260-300 nm)
u obou oligonukleotidi po modifikaci cisplatinou. Negativni pas (230-260 nm) vykazuje po
modifikaci naopak narist smérem ke kladnéjSim hodnotdm extinkénich koeficientii, coz
sved¢i o Casteéném rozvinuti dvoutetézcove struktury. Graf Cislo 13 je vytvofen na zakladé
piepoctu koncentraci pro jednotlivé vzorky. CD spektra doplituji analyzu teploty tani (viz 5.7)

a potvrzuji destabilizacni charakter vnitrofetézcovych mistkl cisplatiny na oligonukleotidech
o délce 23 bp.

Cirkularni dichroismus s prepoctem

koncentrace
200+
1 —AG
507 — AG-cisPt
100- — GG _
— GG-cisPt
50

Mol CD

320
-50

-100+

Graf ¢. 13: CD spektra oligonukleotidu nesoucich mistné specificky miistek cisplatiny
v sekvenci AG nebo GG
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6 DISKUSE

Predkladana diplomové prace se skladd zné€kolika teoretickych a experimentéalnich
celki. Teoreticka ¢ast je propracovéna od dil¢ich faktd, jako je objev, struktura a zakladni
vlastnosti cisplatiny, pfes chovani této slouceniny v lidském organismu a vazby na DNA.
Préace taktéz shrnuje dosavadni poznatky o translézové aktivnich polymerazach, jelikoz praveé
tyto enzymy a jejich specifické vlastnosti jsou pfedmétem experimentalnich studii zadané
prace. Stézejni, experimentalni ¢ast je chronologicky ¢lenéna od pocatecnich kroki-ptiprava a
charakterizace cisplatinou vytvofenych adukt, pies polymerazové reakce provadéné
s lidskou polymerazou n a prokaryontnim Klenowovym fragmentem DNA pol I (Escherichia
coli), az po experimenty studujici vliv IAC mistkl na stabilitu a strukturu oligonukleotida.
Zhodnocenim a praktickym vyznamem ziskanych vysledki se zabyvad nasledujici text,

diskuse.

Cilem této diplomové prace bylo studovat vliv pfitomnosti vnitrofetézcovych mustkl
v sekvenci GG a AG na ¢innost syntézy DNA. K tomu byly zvoleny dvé rlizné DNA-
dependentni DNA polymeréazy, a to lidskd polymeraza n a bakteridlni DNA polymeraza I,
konkrétné Klenowtiiv fragment DNA pol I (E. coli) s odstranénou exonukledzovou aktivitou
ve sméru 3°-5" (exo’). Vnitrofetézcové mistky jsou majoritnim typem poskozeni, které
cisplatina v DNA vytvati, celkem pfedstavuji 85-90% vSech aduktt (27). Z tohoto diivodu, a
také diky skutecnosti, ze protinadorové neucinny trans-izomer diammindichloroplatnatého
komplexu tyto typy mustkli nevytvaii, jsou vnitrofetézcové miistky mezi sousednimi bazemi
povaZovany za hlavni adukty zodpovédné za protinddorovy Uc€inek cisplatiny 1 jejich ptimych
derivati. Proto byly vnitrofetézcové miistky mezi sousednimi purinovymi bazemi velmi ¢asto
a podrobné studovany a v soucasné dob¢ existuje celd fada studii, zabyvajicich se zménou
struktury DNA a biologickou odpovédi vyvolanou vznikem IAC mustku cisplatiny.
V naprosté vétSing téchto praci byl vSak studovan vyhradné¢ muistek mezi dvéma sousednimi
guaniny a ziskané vysledky byly pak zobecnény pro oba typy vnitrofetézcovych mistkd.
Existuje jen velmi malo praci, ve kterych se autofi zabyvaji studiem fyzikalnich a
biologickych vlastnosti muistku mezi adeninem a guaninem, srovnanim vlastnosti a i¢inku
obou typu adukti (118) (64). Presto vysledky, uveiejnéné v téchto nékolika pracech
napovidaji, ze by vlastnosti AG a GG mitstku mohly byt odlisné, stejné jako biologicka
odpovéd’ na jejich vznik, a ze tedy doposud bézné zobecnovani a nerozliSovani mezi obéma
typy aduktii nemusi byt spravné. Proto si 1 tato diplomova prace klade za cil rozs$itit poznatky
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o tom, do jaké miry jsou tyto miistky shodné ¢i odliSné z hlediska vlivu jejich pfitomnosti na

syntézu DNA.
Hydratace cisplatiny, modifikace oligonukleotidu

Pt1 in vitro studiich vazby cis-diammindichloroplatnatého komplexu na oligonukleotid
je nutno zajistit podminky, jeZ vedou k vytvoreni tzv. aqua-formy cisplatiny. Po hydrataci je
Jiz mozna tvorba kovalentnich muastkl na studovaném oligonukleotidu, a to né€kolika zplisoby
popsanymi v odd. 2.3.2. Veskeré provadéné experimenty se omezuji na studium bifunkénich
aduktii, konkrétné AG a GG vnitrofetézcovych mustkli. Vytvofeni takto konkrétniho typu
aduktu vychazi jednak ze znamych vlastnosti vazebnych preferenci cisplatiny (119), dale pak
pouzitim oligonukleotidu se specifickou sekvenci podporujici tuto preferenci. Ani pfii
vytvoreni idealnich podminek nelze pfedpoklddat modifikaci vSech fetézcu, tudiz 1 vazbu
vSech molekul komplexu na oligonukleotid. Pro maximalizaci vytéZku cisplatinou
modifikovanych oligonukleotidi bylo uzito HPLC s naslednym dializa¢nim pfecisténim od

ptitomnych soli.

Charakterizace adukti

Charakterizace vytvoienych adukti je prioritnim ukolem pro prikaznost a relevanci
vysledkid. Platinace vzorku byla potvrzena pomoci bezplamenové atomové absorpcni
spektrometrie, kde kvantita platiny ku oligonukleotidu ¢inila 1,27:1 v ptipad¢ oligonukleotidu
se specifickou AG sekvenci, respektive 1,33:1 u GG oligonukleotidu. Podobna odchylka od
ocekavané hodnoty jeden atom platiny na jeden oligonukleotidovy fetézec byla jiz
pozorovana diive pro obdobné i jiné platinované oligonukleotidy (120) (121). Divodem pro
tento rozdil od ocekdvané teoretické hodnoty je skutecnost, Ze pro stanoveni koncentrace
DNA byl vyuzit teoreticky vypocitany absorp¢ni koeficient, ktery nezahrnuje ptispévek cis-
diamminplatnatého zbytku ani jeho vliv na ,stacking® interakce bazi. Nicméné ziskané
hodnoty jsou v dobré shod¢ s jiz diive publikovanymi udaji (1,17-1,36:1), coz naznacuje, Ze
piipravené oligonukleotidy nesouci mistné specificky adukt jsou srovnatelné kvality jako ty,
jez byly vyuzity pii experimentech publikovanych v renomovanych odbornych ¢asopisech.

Pritomnost komplexu platiny je patrnd i1 na zdklad€ elektroforetického déleni, kde
vlivem kompenzace zaporného naboje fosfatové kostry amonnymi skupinami ze struktury
navazaného platinového komplexu, dochdzi ke sniZeni elektroforetické mobility. Z obrazku €.

13 odd. 5.2 je patrné, Ze vzorky oligonukleotidii modifikovanych cisplatinou a separovanych
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na HPLC neobsahovaly zadné detekovatelné mnozstvi nezreagované¢ho oligonukleotidu, coz
se projevilo pfitomnosti jen jednoho prouzku na elektroforeogramu, ktery migroval pomaleji
nez kontrolni, nemodifikované vzorky. Tento experiment prokézal, ze vzorky jsou dostate¢né
Cistoty, aby mohly byt pouzity v dalSich experimentech.

Spravnost vytvotfeni IAC mitistku na pfedem urcené sekvenci bylo mozné kontrolovat
az na zaklad¢ HPLC Stépeni. Pfi kontrolni HPLC separaci nemodifikovan¢ho fetézce je
na chromatogramu patrnd ptitomnost vSech ¢ty bazi, respektive tii v pfipadé GG
oligonukleotidu a to i v kvantitativnim zastoupeni, které odpovida dodavatelem deklarované
sekvenci. Uplny pokles pikt, retenénim dasem charakteristickych pro adenin a guanin, svédéi
o vytvotreni AG IAC mistku. Vnitrofetézcovy GG adukt byl dokazan na zaklad¢€ poklesu piku
charakteristického pro nemodifikované guaniny.

VySe uvedenymi experimenty byla potvrzena platinace vzorku, vazba komplexu

cisplatiny k oligonukleotidu a vytvoteni sekvenéné specifickych AG a GG IAC mistku.

Polymerazové reakce

Po kompletni charakterizaci oligonukleotida s mistné specifickymi adukty bylo mozné
piistoupit k experimentim s lidskou polymerdzou m a prokaryontnim Klenowovym
fragmentem pol I (E. coli). Enzymatické reakce byly navrZeny s cilem prokazat vliv a
ptipadné vzajemné rozdily mezi jednotlivymi typy bifunkcich adukti na translézovou
syntézu, zjistit vhodnost uzivani prokaryontnich polymeraz, jakoZto modelovych enzymi pii
in vitro experimentech a studovat vliv uziti primert o rizné vzdalenosti od pfitomné 1éze na
polymerézovou reakci.

Pti koncentracnich studiich s polymerazou n bylo zjisténo, ze vzristajici koncentrace
enzymu vyrazn¢ pozitivné ovliviiuje pribéh translézové syntézy a tim i tvorbu produktu plné
délky (FLP). Pfi koncentraci pol 1 25 fmol-L™" je translézova syntéza cisplatinovymi adukty
inhibovana o 40%. P¥i nardstu koncentrace na 100 fmol'L™ je syntéza inhibovana pouze o
14%. V tomto experimentu vSak nebyl pozorovéan relevantni rozdil mezi AG a GG IAC
mustky. Minimalizace vlivu 1éze srostouci koncentraci enzymu je v dobrém souladu
s literaturou, kde bylo uZzito polymerazy B (100) i polymerdzy n (122).

Klenowtv fragment vykazuje vyss$i citlivost vii¢i studovanym bifunkénim aduktim
oproti polymeraze n, na coz poukazuji vysledky koncentracnich experimentl. Pti pouziti
primeru typu ,standing start, tedy nalé¢hajiciho svym 3" koncem az k lézi, je syntéza

produktu plné délky v ptipadé GG IAC miustku inhibovéana o 42%. AG IAC mustek potlacuje

61



DISKUSE

syntézu FLP az o 58%. Pfi vzdjemném porovnani tedy AG IAC miustek vykazuje o 16%
ucinnéjsi inhibici polymerazové reakce. DalSim zajimavym, nicméné z literatury zndmym
jevem je schopnost Klenowova fragmentu syntetizovat 1 navzdory nepiitomnosti
templatového fetézce. (123) Pro tento fakt svéd¢i detekce syntetizovanych FLP o délce 25 bp
(+2) pfi pouziti ,,running start” primeru a 24 bp (+1) v ptipad¢ ,standing start* primeru.
Syntéza za pouziti primeru nasedajiciho az k samotnému aduktu ptfedstavuje pro Klenowiv
fragment evidentni komplikaci, jelikoz hned prvni nukleotid je inkorporovan proti
poskozenému mistu. I ,volny*“ prostor pifed IAC aduktem tedy ovliviiuje pribéh
polymerédzové reakce. (124)

Kinetika polymerazovych reakci byla sledovana v ¢asech 1, 5, 10, 20 a 40 minut
s mnoZstvim enzymu, ktery na zékladé koncentracnich analyz poskytoval nejprokazatelné;si
vysledky vlivu adukti na pribéh polymerazoveé reakce.

Lidskd polymeradza m neposkytovala pfi zohlednéni chyby méfeni Zadné relevantni
diference mezi zkoumanymi  vnitrofetézcovymi mistky. Kontrolni cisplatinou
nemodifikované vzorky nevykazovaly po elektroforetickém déleni ptitomnost produktii plné
délky nad ramec templatového fetézce (23 bp).

Naproti tomu Klenowtiv fragment stejn¢ tak jako pifi koncentracnich studiich
syntetizoval 1 2 bp pfes rozsah templatového ftetézce, avSak pouze u cisplatinou
nemodifikovanych vzorkid a pfi pouziti ,running start” primeru. Vzorky s ptitomnymi IAC
mustky obsahovaly FLP o délce 24 bp (+1). Pii studiu kinetiky reakci typu ,,standing start* se
v souladu s koncentracnimi experimenty Klenowova fragmentu projevily vzdjemné diference
mezi AG a GG TAC mustky. Po zohlednéni chyby experimentu (smérodatné odchylky) je

Vysledky polymerazovych reakci potvrzuji vhodnost uzivani Klenowova fragmentu,
jakoZto modelového enzymu pro in vitro experimenty studia vlivu cisplatinou vytvotfenych
bifunk¢énich aduktd typu AG IAC a GG IAC, pfedevS§im v reakcich typu ,running start®.
Prokaryontni Klenowtiv fragment polymeradzy I (E. coli) tedy poskytuje kvalitativné shodné
vysledky ve srovnani se strukturné i1 evoluc¢né vyspélejsi lidskou polymerazou m. (125)
Vyjimkou je situace, kdy enzym jako prvni pfisyntetizovavd nukleotid komplementarni
k poskozenému mistu. V tomto piipad¢ se Klenowlv fragment DNA polymerazy I jevi jako

citlivéjsi a pritomnost AG nebo GG mustku se projevi rozdilné.
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Viiv vnitroretézcovych miistkii na stabilitu oligonukleotidu

Pro oba studované enzymy, DNA pol n 1 Klenowtlv fragment DNA pol I, pfedstavuje
cisplatinou vytvofeny adukt sterickou zdbranu, kterd je zpisobena distorzi standardni
dvouretézcové konformace. Pozorovany rozdil mezi pisobenim AG a GG mistku na syntézu
katalyzovanou bakteridlni polymerazou nemize byt zapfic¢inén rozdilnou velikosti AG a GG
IAC aduktti, vzhledem k vazbé stejného komplexu-cisplatiny. Bylo proto zajimavé zjistit, jak
se li8i strukturni a termodynamickeé vlastnosti DNA po vniku GG a AG mistku.

Jak jiz bylo zminéno vyse, struktufe DNA nesouci vnitrofetézcovy mistek AG byla
vénovana jen mald pozornost, zatimco existuji desitky praci popisujicich strukturu DNA s GG
aduktem, kde tato struktura byla studovana pomoci celé fady metod, jako je rentgenova
krystalografie (126), NMR (127) a mnoh¢ dalsi. Nicméné Ize v literatufe najit nékolik praci,
kde se autofi v€novali studiu strukturnich parametri DNA sobéma typy mistki. Bylo
zjisténo, ze ohyb, vyvolany vznikem mustku, je jak pro AG, tak i pro GG mustek identicky
(32-34°) (128) (120). Totéz plati 1 pro thel, o jaky se dvousroubovice DNA po vzniku mustku
odvine (13°) (121). Pro syntézu nového fetézce DNA je vSak krom¢é struktury (ohyb a
rozvinuti dvouSroubovice) dilezitd také stabilita dvouSroubovice. Bylo ukazano, ze
pyrimidinové baze v tésném okoli platinového komplexu, pfedevsim C v sekvenci GG/CC a T
v sekvenci AC/TC vykazuji rozdilnou reaktivitu s chemickymi sondami struktury DNA, coZ
napovida o rozdilnosti distorzi DNA vyvolanych AG a GG mustkem. (129) Proto jsme se
pokusili porovnat termalni stabilitu DNA nesouci vnitrofetézcovy miistek GG a AG.

Zménu stability dvoutetézcového oligonukleotidu ovlivnénou vytvorenim IAC mustku
lze dobte postihnout metodou méteni teplotnich kiivek tani. Zaznamem absorbance pii 260
nm Ize z inflexnich bodi denaturac¢nich kiivek vypocitat teplotu Tm, kterad napovida o
destabilizujicich, poptipad¢ stabilizujicich vlivech adukt. Hlavnimi faktory, které ptispivaji
ke stabilit¢ dvouietézcového uspofadani oligonukleotidu je ptitomnost kladného néboje a
mezifetézcové (IEC) mustky, které vSak vtomto piipadé nebyly zkoumany. Naopak
destabiliza¢ni efekt vyvolavaji strukturni distorze zplsobené napiiklad vnitrofetézcovymi
(TAC) mistky. (130)

Vlastni meéfeni teplotnich kiivek tani pifi 0,3M koncentraci NaCl potvrdilo
destabiliza¢ni charakter obou typu studovanych IAC mustki. Navic na zdklad¢ teplotni
stability bylo zjisténo, ze AG IAC adukt ma oproti GG IAC aduktu vyrazng;$i denaturacni
charakter. Polovina molekul cisplatinou nemodifikovanych oligonukleotid (hodnota Tm) se

specifickou AG sekvenci denaturovala pii 63°C a po vytvofeni AG IAC mustki tato teplota
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klesla na 57°C. Destabilizacni efekt se v ptipadé AG mistku projevil poklesem teploty tani o
-6°C. Cisplatinou vytvofeny adukt na GG sekvenci vyvolal snizeni hodnoty Tm o -4°C, a to
z kontrolnich 61°C na 57°C po modifikaci. Pii vzajemném porovnani tedy AG IAC mustek
destabilizuje dvoufetézcové uspoiadani oligonukleotidu vice nez GG mistek. Hlavni podil na
destabilizaci struktury ma lokalni rozvinuti (33), jez lze pozorovat pomoci metody
cirkuldrniho dichroismu, kde narist v negativnim pasu po modifikaci cisplatinou potvrzuje

castecné rozvinuti a pokles v pozitivnim pasu svédci o denatura¢nich zménach. (131)

Zaverecné zhodnoceni, posouzeni konzistence vysledkii

Vysledky reakci s lidskou polymerdzou n a prokaryontnim Klenowovym fragmentem
(E. coli) svéd¢i o malé schopnosti DNA polymeraz, studovanych v této praci, rozliSovat mezi
AG a GG mustkem. Oba miustky inhibuji syntézu DNA piiblizné stejné efektivné, s vyjimkou
Klenowova fragmentu v usporadani ,,standing start®, kde se projevil rozdil a AG mustek byl
ponékud ucinnéjsi v blokaci syntézy DNA nez GG mistek. Na priabéhu polymerdzové reakce
se vyznamnou mérou podili vzdalenost 1éze od konce primeru, kde vétsi ,,volny* prostor
nahrava snadnéjsi elongaci fetézce.

Z literatury je znamo, Z¢ AG mistek je rozpoznavan nékterymi bunéénymi proteiny
odlisn¢ od GG miustku. Napt. bylo uvefejnéno, ze AG mustek je priblizné o 30% ucinnéji
odstraiovan z DNA nukleotidovou excisni opravou nez GG miustek (132) Také bylo
prokazano, Ze AG mistek vyrazné uc¢inngji inhibuje eukaryontni i prokaryontni RNA
polymerazu. (64) (118)

Na zakladé experimentli studujicich vliv mistkll na stabilitu oligonukleotidii jsme
zjistili, ze AG TAC mustek ma na dvouietézcové uspotadani vyrazné€jsi destabilizac¢ni vliv nez
GG mustek. Tyto fakta Ize tedy shrnout tak, Ze zatimco pro opravné procesy DNA je dulezita
stabilita dvouSroubovice DNA, pfi syntéze DNA ziejmé tento faktor nehraje podstatnou roli a
uplatiiuje se jen vliv struktury DNA a samotného aduktu (ohyb a stericka zabrana), kterd je
pro oba mistky stejnd. To souvisi s tim, ze pti opravé DNA nukleotidovou excisni opravou
musi dojit k odvinuti dvousroubovice a vytvofeni jednofetézcové DNA, coz je ziejmé
usnadnéno v pripadé AG mustku diky vétsi destabilizaci dvouftetézce. Proto se tento typ
mustku opravuje U¢inngji. Naproti tomu vlastni syntéza nového fetézce DNA polymerazou
probiha na jiz odvinutém templatovém ftetézci, Cili templatova DNA je v tomto kroku jiz

jednofetézcova. Proto ziejmé nehraje stabilita dvouSroubovice v tomto procesu zasadni roli.
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Z tohoto hlediska by mohlo byt v budoucnu zajimavé studovat vliv obou typd mistki

naptiklad na funkci helikaz, kde by se namétené rozdily mohly projevit.
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7 SEZNAM ZKRATEK

HeLa — Bunécnd linie odvozena od karcinomu délozniho ¢ipku (Henrietta Lacks- pacientka z
niz byla poprvé tato kolonie v r. 1951 izolovana) (11)

BAS — Body surface area, slouzi k vypoc¢tu vhodné davky chemoterapeutika

IAC - Intrastrand crosslink; vnitrofetézcovy mustek

IEC — Interstrand crosslink; mezifetézcovy mustek

Tdt — Terminalni transferaza

fmis — Misinkorporacni index; stanovuje se jako pomér chybné viazené baze ku spravné
(komplementarni) bazi

GST — Glutathion-S transfraza

NER — Nucleotide excision repair; nukleotidova excizni oprava

MMR - Mis-match repair; oprava chybného parovani bazi

XP — Xeroderma pigmentosum, onemocnéni projevujici se zvySenou senzitivitou vici UV
zéfeni; Cetna tvorba nadort kize; XPV — Xeroderma pigmentosum variant

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen; jaderny antigen proliferujicich bunck

8-Ox0G — 8-Oxoguanin (8-hydroxyguanin, 8-oxo-Gua); jeden z nejCastéjSich typl lezi na
DNA wvznikly plisobenim reaktivnich forem kysliku. Zpravidla ma za nasledek chybné
parovani s adeninem. Oprava 8 OxoG probihd pomoci DNA gylykosylazy OGG1. (133)
TATA — Kratka sekvence nukleotidi A a T rozpozndvana transkripénimi faktory (TFIID).
Navazani TFIID zpisobi lokalni ohyb DNA a umoZzni navdzani ostatnich transkripcnich
faktorti na promotor. (134)

TBP — TATA binding protein

HMG - High mobility group protein

CTR1 — Copper transporter 1; transmembrdnovy transportni protein primarn¢ transportujici
ionty médi (135)

Tm — Melting temperature; teplota tani dvoutetézcového oligonukleotidu

CD - Cirkularni dichroismus

AP — Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1); Alkalicka fosfataza-hydroliticky enzym plisobici na
fostatové skupiny, napt. ke Stépeni fosfatoveé kostry oligonukleotidu

OD - Optical density; optické hustota

dsDNA — duplex; Double stranded DNA

FLP — Full length product; produkt plné délky pii polymerdzové reakci

Loading buffer — Pufr slouzici knaneseni vzorku na polyakrylamidovy gel
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PRiLOHY
9 PRILOHY

9.1 Syntéza cisplatiny

Vychozi slouceninou pro syntézu je tetrachlorplatnan draselny K,(PtCly). Do reakce se
pfidava amoniak, ktery se nejdiive navaze do jakékoli ekvivalentni pozice na misto
puvodniho chloru. Druhy amoniak se nyni musi navdzat do cis polohy. Tuto preferencni
vazbu zajistuje siln€j$i trans efekt chlorli oproti amoniaku. Trans efekt alkalickych kovil klesa
v poradi I >Br” >CI". Pro vé&tsi Cistotu a vytéznost cis izomeru se do reakéniho média pridava
(Ptl)”. Nasleduje konverze z PtI,(NH;), na PtCL(NHs), spolu s vedlej$im produktem

dusi¢nanem draselnym. (13) (14)

| I
"-\“_ -
K Pt
- “NH,
- intermediate
Cl cl K | | / 2 NH:.\‘l MH
"\,“‘ - ExGess "\\_ - ‘-.._“ oy h]
K. Pt —_— K Pt —_— Pt + 2Kl
a”” el ™ 17 SNH,
.-
4KCI 2 AghO,
cl NH H,0 NH
0 edcess KO ¥ et
2KNO, + } e | oy, + 29!
e TUNH, H,0 MH,
cisplatin

Schematicka ukazka sledu reakci v pripade syntézy cisplatiny dle Dhara et al. (13)
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9.2

PRIiLOBY

3D modely konformaci DNA

Obr. ¢. 22: Konformacni typy DNA v poradi zleva: A-DNA, B-DNA, Z-DNA (pievzato z

cs.wikipedia.org — model ur¢en ke globalnimu pouziti)
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