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Uvod

V roce 1953, kdy byla objevena struktura DNA, se védecky zajem zaméfil na DNA
jako nositelku genetické informace a hlavné jako na cilové misto pusobeni
mutagennich a karcinogennich latek. Diky témto latkam muaze dochazet k mutacim,
které mohou zapfi€init az rakovinné bujeni. Mezi uspédné léCebné postupy uzivané

v klinické praxi patfi chemoterapie — podavani 1€kl potlacujici rast zhoubnych nador(.

chemoterapeutika zaloZzena na bazi téZzkych kovl. Prvnim a stale nejpouzivangjSim

cytostatikem na bazi platiny je cisplatina, jejimz mistem pusobeni je molekula DNA.

Vzhledem Kk nékterym zavaznym nezadoucim vilastnostem cisplatiny jsou
intenzivné hledany slouceniny, které by cisplatinu (alespon v pfipadé nékterych typu
nadorového onemocnéni) nahradily. Transplatina se ukazala jako klinicky neucinna,
byly vdak objeveny jeji derivaty, které maji vyznamnou cytotoxickou aktivitu. Tyto latky

by tedy mohly byt kandidaty na protinadorova IéCiva.



Cile prace
Hlavni cile diplomové prace byly:

o \Vypracovat literarni reSerSi na téma cisplatina, jeji vazba na DNA a vliv na
strukturni zmény a funkci DNA.

o OVéfit, zda se testované komplexy vazi na DNA a v jaké mife.

e Provést zakladni experimenty charakterizujici vazbu testovanych komplexu na
DNA — napfiklad vliv na teplotu tani DNA, rozvijeni nadSroubovicové struktury

DNA, frekvenci tvorby mezifetézcovych mustku.

e Porovnani vysledku s ,klasickymi“ komplexy — cisplatina, transplatina.



1 Cisplatina

Pfed objevenim protinadoroveé aktivity cisplatiny se pouzivaly komplexy obsahujici
atom kovu jako protinadorova léciva (Rosenberg, 1999). Nicméné& prvnim a nejdéle
pouzivanym cytostatikem na bazi platiny je cis — diammindichloroplatnaty komplex
[PtCIx(NHz),], znamy jako cisplatina (Obr. 1). Tento komplex byl poprvé syntetizovan
v roce 1845 italskym chemikem Michelem Peyronem, ale objevitelem protinadorove
aktivity cisplatiny byl americky biofyzik Barnett Rosenberg. Ten vroce 1965 na
Michiganské univerzité v USA zkoumal vliv elektrického pole na rust a bunécné déleni

bakterii Escherichia coli (Rosenberg et al., 1965).

H3N\Pt/f:|
H N/ \CI

Obr. 1: Strukturni vzorec cisplatiny

Elektrické pole bylo vytvofeno mezi platinovymi elektrodami a elektrolytem,
ktery obsahoval NH,Cl. Experiment ukazal neocekavany filamentozni rast, ktery byl
zpocatku zcela nepochopen. Pozdéjsi studie ukazaly, ze zaCatek filamentézniho ristu
nemél nic spolecného s elektrickym polem, ale ve skute€nosti byla pfi€ina v pfitomnosti
malého mnozZstvi platinovych koordinaénich slou€enin, které se vytvarely rozpousténim
platinové elektrody v roztoku NH4CI, a tak se vytvofily dva aktivni komplexy. Nejprve
vznikl komplex Pt(NH,4).Cls a ten se posléze pusobenim slune¢niho zafeni, postupnou
substituci CI' ligand za NHj; ligandy, fotochemicky pfeménil na cis - [PtCl4(NHs),], jenz
vyvolal pozorovany efekt dokonce i pfi velmi nizkych koncentracich. Dale byla ovéfena

uginnost [cis — PtCl,(NHs),], ktery vznika coby meziprodukt pii syntéze Pt**

komplex
(Rosenberg et al.,, 1967). Byl testovany také efekt na rist E. coli dvéma isomery
[PtCIx(NHg),], cis a trans. Cis isomer byl efektivni v zesileni filamentozniho ristu,
zatimco trans isomer nevykazoval viditelny efekt na proces bunécného rustu. Poté byly
nasyntetizovany dalSi komplexy platiny podobného typu (znamé jako Peyronovy
chloridy) a experimentalné zkouseny na nadorovych modelech.

O uspéchu komplexut platiny svéd¢i fakt, ze v roce 1971 byly provedeny prvni
klinické testy, které dodaly velmi slibné vysledky. Pfi IéCbé& nadoru varlete vykazovala

cisplatina vice nez 90% uspésSnosti pfi v€asné diagndéze. Dne 19. 12. 1978 byla
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cisplatina Spravou potravin a léCiv v USA (FDA — Food and Drug Administration)
zavedena do Kklinické praxe pod nazvem Platinol a vsoucasnosti patfi

k nejrozsifenéjSim protinadorovym farmakdm.

Poté, co cisplatina prosla klinickymi testy, bylo zjisténo, Ze pozitivné plsobi i
proti nékterym dalSim pokroCilym nadoriim. V dnesSni dobé se pouziva predevsim proti
nadortm varlat, vaje¢nikd, mocového méchyre, hlavy, krku a malobuné&nym plicnim
nadorim. V kombinaci s radioterapii je pomoci cisplatiny dosahovano uspokojivych
vysledku také pfi aplikaci proti nadorim kosti, tenkého stfeva, plic, mozku a karcinomu
délozniho Cipku. LéCba cisplatinou je ale neuspésna proti nejcastéji vyskytujicich se

nadorq, jako jsou nadory prsu, tlustého stfeva &i kone€niku (O'Dwyer et al., 1999).

Navzdory uspéchu, kterého cisplatina dosahla, ma rlizna omezeni a vyznacuje
se toxickymi vedlejSimi u€inky. NejCastéjSimi komplikacemi jsou zvraceni, nefrotoxicita
(naruSeni funkce ledvin), myelotoxicita (poruSeni nervovych drah v miSe),
myelosuprese (potlageni funkce krvetvorby), ototoxicita (ztrata sluchu), poskozeni
zazivaciho traktu a alergické reakce. VedlejSi ucinky I[éCiva je mozné zmirnit
podavanim podpurnych medikament(. Nefrotoxicitu Ize snizit vysokou hydrataci
organismu. DalSi vaznou nevyhodou je ziskana rezistence nékterych nadoru, tedy
snizovani citlivosti nadoru viéi cisplatiné pfi opakovaném podavani IéCiva. Nékteré
z téchto vlivlli se dafi potlacit vhodnou volbou |é€ebného postupu (Robik & Dolan,
2007).

1.1 Mechanismus vazby na DNA

Hlavnim Ukolem po objevu protinadorové aktivity cisplatiny bylo ur€eni cilového
mista v bufce. PfestoZe se cisplatina vaze na celou fadu bunéénych komponent (DNA,
RNA, membranové fosfolipidy, proteiny, mikrofilamenty), za kli€ovou je povazovana
pravé vazba na DNA. Kromé efektu pozorovaného Rosenbergem na E. coli, pfispélo
k objasnéni farmakologického cile cisplatiny sledovani inhibi¢niho efektu na syntézu
DNA, RNA a proteint. Inkorporaci radioaktivné znacenych prekurzort do DNA, RNA a
proteint dochazelo k nevratné inhibici DNA, coz nebylo pozorovano u RNA a proteinu.
Tim byla stanovena také distribuce platiny na jednotlivych biomakromolekulach.
Zatimco na jednu molekulu DNA pfipadlo 22 navazanych atoma Pt, pro ostatni
komponenty bylo pouhy 1 atom platiny na 1 molekulu mRNA, na 30 molekul rRNA a na
1500 molekul proteini (Pascoe & Roberts, 1974). To potvrzuje i dalSi experiment

s radioaktivné znacenou platinou (Akaboshi et al., 1992).

-11 -



Cisplatina je velice jednoducha molekula slozena pouze z 11 atomda, pficemz
Sest z nich pFedstavuji vodiky a vykazuje Ctvercové planarni symetrii. Na centralni
Pt (Il) atom jsou navazany dva typy ligandd, a to odstupujici chloridové ionty a
neodstupujici NH3 ligandy. Chemicka stabilita vazby mezi centralnim atomem platiny a
ligandem zavisi na jeho schopnosti poskytovat elektrony na uskutecnéni vazby (tzv.
elektrodonornim charakteru). Se zvySujici se polarizovatelnosti elektronového obalu
roste také sila vazby. Podle klesajici afinity k této vazbé muizeme ligandy sefadit

nasledujicim zplsobem (Alderden et al., 2006):
CO, CN > NH3; > OH > Br ",CI' > NO3;” > CIO, > H,O

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze odstupujicimi ligandy jsou opravdu chloridove ionty. Jejich
vyména za vodu nebo ionty s niZsi afinitou k Pt (I) atomu vede k hydrolyze tohoto

komplexu, ktera umoziiuje jeho vazbu na DNA.

4+ 24
MH; MH MH
HyH—FPt—Cl = |H: M p—oH, | —— |H;n —Pt——0H;
cl c OHg
+ 2 HyO + DNA + Hy0 + Cl + DA +2CI + DNA
MH3 MH;

HzM —FL—HT G-DMA ™ H:N —Pt——N7 G-DNA

cl OH,
+ 2 HD+Cl +H,O+2Cl
MH;

H; M ——Pt——N7 G-DNA

N7 G-DMNA

+ZHO+ 2Tl

Obr. 2: Mechanismus tvorby aduktu cisplatiny na DNA (Pfevzato a upraveno dle
Legendre & Chottard, 1999).
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Cisplatina je podavana intraven6zné a krvi rozvadéna do celého téla. Pomérné
vysoka koncentrace chloridovych iontd v plazmé (~100mM pfi pH 7,4) omezuje
substituci chloridovych skupin a tudiz téméf 93 % cisplatiny se nachazi v dichloro-
nebo chlorohydroxo- formé& (Bruhn et al, 1990). Zatim neni zcela objasnén
mechanismus transportu cisplatiny pfes bunéfnou membranu, ale za dominantni se
povazuje pasivni transport (difuze) (Perez, 1998). Ktomuto procesu muze také
prispivat aktivni transport pomoci membranového prfenasece pro ionty médi ozn. jako
Ctrl (Ishida et al., 2002). V bunce je koncentrace chloridd mnohem niz$i ve srovnani
s krevnim fecistém (2 — 30mM, pii pH 7,4) a dochazi tedy krychlé vyméné
chloridovych skupin za molekuly vody (az 33 % dihydroxo formy cisplatiny). Pfi zdméné
chloridového iontu za vodu ziska cisplatina kladny naboj a stava se tedy silné
elektrofilni. Po prichodu do jadra reaguje cisplatina s DNA ve dvou krocich. V prvnim
kroku reaguje hydrolyzovana forma cisplatiny zpravidla s N (7) guaninem za vzniku
monofunkéniho aduktu. V nasledujicim kroku, pokud je v blizkosti dalsi vhodné reakéni
misto, hydrolyzuje druha chloridova skupina a vytvafi se dalSi vazba s DNA za tvorby
bifunkéniho aduktu (Obr. 2). Rychlost reakce vymény prvniho chloridového ligandu je
pfiblizné dvakrat vétsi nez rychlost vymény druhého chloridového ligandu (Legendre &
Chottard, 1999).

1.2 Transplatina

Na pocatku vyvoje platinovych komplext se pfedpokladalo, Ze pouze komplexy s
cis konfiguraci mohou byt protinadorové aktivni. Vychazelo se ze srovnani uc€inku
cisplatiny a transplatiny (trans — diammindichloroplatnaty komplex) (Obr. 3) na bunééné

déleni E. coli, kdy transplatina nevykazovala Zadnou aktivitu (Reedijk, 1996).

ol\Pt/N Ha
H N/ \o|

Obr. 3: Strukturni vzorec transplatiny

Transplatina je geometricky isomer cisplatiny, ktery se liSi pouze polohou svych
ligandu. Tento komplex vykazuje mnohem nizsi cytotoxicitu nez cisplatina, i kdyz se

také vaze na DNA, ktera je cilovym mistem jeho pusobeni. Jako v pfipadé ostatnich
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komplext platiny, pfed vazbou na DNA musi dojit k aktivaci pomoci hydrolyzy.
Konstanta prvni hydrolyzy je vySSi pro transplatinu nez pro cisplatinu, v disledku
vySSiho trans — efektu CI oproti NH;. Druha hydrolyza je o 2 fady pomalejSi pro
monoaqua derivat transplatiny nez cisplatiny (Legendre & Chottard, 1999).

1.3 Adukty tvorené cisplatinou na DNA

Jakmile dojde k hydrataci cisplatiny, ktera se zaCne chovat jako elektrofilni
Cinidlo, zaCne reagovat s nukleofilnimi misty na DNA. Nukleofilita bazi klesa v radé
guanin — N(7) >> adenin — N(7) > cytosin — N(3) > adenin — N(1). Tymidin s cisplatinou
nereaguje, jelikoz aktivace vyZaduje pfilis vysoké pH (Arpalahti, 1999). Atomy dusiku
v poloze N(7) guaninu a adeninu jsou snadno pfistupné pro vazbu komplexu, protoze
jsou orientovany do velkého Zlabku. Naproti tomu atomy dusiku v poloze N(3) cytosinu
a N(1) adeninu, se kterymi mize cisplatina také reagovat v neutralnim prostfedi, jsou
velmi Spatné pfistupné a jejich vazba s DNA je znesnadnéna Watson — Crickovym
parovanim bazi (Obr. 4) (Pullman & Pullman, 1981).

— ————

’/‘___.....--'-' '---._.__l_h.-\l\‘ o o
'},” velky Zlabek . k velky Zlabek
| Vi ".ll T \\. ".
[\ o ———— H—n ' N—H
l-_ WN ~ _.--"”\‘a 'J
\NCIe ™ Tel \ ¢ AT
| I
N™ N “rluJ—H —07 N
J.

1 \ H
\ malyzlabek _/" mal;zlabek

_h I

Obr. 4: Schematické znazornéni umisténi vazebnych mist pro platinové komplexy

(Cervena Sipka)

Enzymatické S$tépeni modifikované DNA nasledované separaci produktl na
HPLC a jejich analyzou prostfednictvim NMR umoznilo identifikovat hlavni adukty
cisplatiny (Fichtinger — Schepman et al., 1985).

V prvni fazi se cisplatina vaze na DNA monofunkéné (Obr. 5A) a nasledné
pfechazi v bifunk&ni adukt, tedy ve vnitrofetézcové pficné vazby (intrastrand cross —
link, 1AC) nebo mezifetézcové pficné vazby (interstrand cross — link, IEC). Nejvétsi
zastoupeni aduktd na dvouretézcové DNA ma IAC, ktery tvofi az 90 % vSech aduktd
cisplatiny (Eastman, 1987). Nejvice aduktl se tvofi mezi dvéma sousednimi
guaninovymi bazemi, popf. guaninovou a adeninovou bazi. 1,2 — GG IAC je

nejzastoupengjSim aduktem a tvofi asi 60 % vSech aduktd (Obr. 5C). Tento fakt je
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vysveétlovan skutecnosti, ze sekvence GG je mistem s nejvysSi elektronegativitou na
dvouretézcové DNA (Eastman, 1999). DalSim typem je 1,2 — GA IAC tvofi kolem 15 —
25 %. DalSim vnitrofetézcovym typem je vazba cisplatiny na dva guaninové zbytky,
které jsou od sebe separované jednim nukleotidem (1,3 — GG IAC) a tvofi asi 10 %
(Obr. 5B). Cisplatina také vytvafi mezifetézcoveé vazby, které jsou mezi guaninovymi
zbytky v komplementarnich fetézcich. Tento adukt (1,2 — GG IEC) zastupuje pouze
6 % (Obr. 5D). Zbyvajici podil (asi 10 %) se vaze monofunkéné v N7 pozici
guanosinovych zbytkl. Za vyznamné z hlediska protinadorové aktivity jsou povazovany
bifunkéni adukty, jelikoz dienplatina a nékteré dalSi neaktivni komplexy se vazi pouze

monofunkéné (Malinge & Leng, 1999).

Obr. 5. Typy aduktd tvofené cisplatinou po vazbé na DNA. Cisplatina tvofi
monofunkéni adukt (A) a bifunkéni adukty — 1,3 — GG IAC (B), 1,2 - GG IAC (C) a 1,2
— GG IEC (D). (Eastman, 1987)

V prabéhu doby se predmétem studii stal vyzkum aduktl, které jsou na DNA
tvofeny transplatinou, kvdli odlisnému farmakologickému efektu cisplatiny a
transplatiny (Brabec & Leng, 1993). Dominantnim aduktem transplatiny, az 80 %, je
monofunkéni adukt. Nejvice zastoupenym bifunkénim aduktem jsou mezifetézcové
vazby, kolem 12 %, coz je pfiblizné dvojnasobné mnozZstvi nez u cisplatiny.
Transplatina je schopna vytvaret pfiblizné 8% 1,3-GG IAC, ktery vSak neni velmi
stabilni. Jeden z nejvyznamnéjSich rozdili mezi cisplatinou a jejim neaktivnim
izomerem transplatinou tkvi v tom, Ze transplatina neni schopna ze sterickych diavodu

vytvaret 1,2 — GG IAC. Lze se domnivat, Ze tento typ aduktu hraje vyznamnou ulohu
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v protinadorové aktivité cisplatiny a vétSina praci je zaméfena na zkoumani pravé jeho

struktury a biologického plsobeni.

1.4 Strukturni zmény DNA indukované vazbou cisplatiny

V okoli vazby platinovych komplext pozorujeme zménu struktury DNA. Globalni
projevy pozorované po vazbé cisplatiny zahrnuji ohyb, rozvijeni dvousSroubovice a
zkraceni fetézce DNA. Zakladni udaje byly ziskany pomoci NMR, rentgenostrukturni
analyzy, experimentl zaloZzenych na elektroforetické mobilit¢ DNA v gelech a

molekularné mechanickych vypoctu.

1.4.1 Monofunkéni adukt

Po vazbé cisplatiny na N(7) guaninu vznika monofunkéni aduktu. Jen mala ¢ast
aduktd tvofenych cisplatinou zlGstava navazana monofunkéné. Tomuto typu aduktu
byla zpo¢atku vénovana pouze okrajova pozornost. Vseobecné byl pfijiman nazor, Ze
takto navazané platinové komplexy neovliviuji strukturu DNA. Pozdéji ale bylo
prokazano, ze monofunkéni adukty cisplatiny a transplatiny do rdzné miry, v zavislosti
na sekvenci nukleotidd obklopujicich adukt, distortuji konformaci DNA a snizuji teplotni
stabilitu dvouretézcové DNA (Brabec et al., 1994). Tyto distroze spocivaji v naruseni
Lstacking“ interakci (vrstveni bazi) v dvouSroubovicové DNA rozsahu nékolika bazi
v okoli aduktu, coz vede ke zpfistupnéni téchto bazi.

Strukturni zmény indukované monofunkénimi adukty jsou zavislé na sekvenci
bazi v okoli aduktu, primérné vSak zplsobuji rozvinuti dvousroubovice DNA o 6 - 8°
(Keck & Lippard, 1992). Naproti tomu nebyl pozorovan zadny ohyb indukovany v DNA

monofunkéné navazanym Pt komplexem (Brabec et al., 1992).

1.4.2 1,2 -GG intrastrand cross - link cisplatiny (1,2 — GG IAC)

Nejvice zastoupeny adukt cisplatiny na DNA je 1,2 — GG intrastrand cross —
link, ktery destabilizuje DNA (snizuje teplotu tani dvoufetézcové DNA) (Obr. 6A).
(Naser et al., 1988). Dochazi zde ke dvéma druhum vodikovych vazeb. Slabé vodikové
vazby vznikaji mezi dusikovym atomem z aminoskupiny cisplatiny a keto (O6) kyslikem
z bazi a silné vodikové vazby se tvofi mezi aminoskupinou a kyslikovym atomem
z 5’fosfatové skupiny.

Po navazani cisplatiny dochazi v molekule DNA k rozvijeni o 13° a ohybu asi o
34 — 45° smérem do velkého Zlabku (Malinge et al., 1994). S tim je spojena zména

parametrl malého Zlabku, ktery se v misté protilehlém k aduktu stava SirSim a plo$Sim
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a dochazi k po8kozeni o0 4 — 5 pb. Tim zaroven dochazi k zuZeni velkého Zlabku a
samotny ohyb je velmi rigidni. Podobné hodnoty uhlu rozvijeni a ohybu zpUsobuje také
1,2-AG IAC.

1.43 1,3 -GG intrastrand cross - link cisplatiny (1,3 — GG IAC)

Tento minoritni adukt cisplatiny také deformuje strukturu DNA. Vyvolava uhel
ohybu ~ 30° smérem do velkého zlabku a lokalné rozviji dvousroubovici DNA o ~ 19°.
(Bellon & Lippard, 1990). V misté modifikace dochazi k vytlaceni nukleotidu, ktery se

nachazi mezi dvéma guaniny, na nichz je vytvofen mustek (Obr. 6B).

1.4.4 1,2 -GG interstrand cross — link cisplatiny (1,2 — GG IEC)

Tento typ aduktu nejvyraznéji deformuje strukturu DNA. Mezifetézcova pfi¢na
vazba ruSi vSechny vodikové vazby mezi 1,2 guaniny IEC a komplementarnimi
cytosiny. Tyto cytosiny jsou vytoCeny zcela mimo DNA duplex a tim se neucastni
.Stacking“ interakci s ostatnimi aromatickymi bazemi. PoruSeni fetézce je patrné
v rozsahu 4 pb v misté platinace (Jamieson & Lippard, 1999). Cisplatinovy mustek je
situovan do malého zlabku, coz zplsobuje lokalni zménu konformace dvousroubovice,
rozvinuti o 76 — 80° a ohyb DNA duplexu v misté aduktu o 20 — 50° smérem do malého
Zlabku (Obr. 6C) (Lemaire et al., 1991)

Obr. 6: NMR struktura DNA obsahuijici 1,2 — GG vnitrofetézcovy mustek (A), 1,3 — GG
vnitrofetézcovy mustek (B) a 1,2 — GG mezifetézcovy mustek (C) cisplatiny. Atom
platiny je znazornén modfe, aminové ligandy Cervené, zelenou barvou guaninoveé
zbytky, na které je cisplatina navazana, a barvou fialovou jsou znazornény

komplementarni cytosiny (Pfevzato a upraveno dle Kartalou & Essigmann, 2001).
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1.4.5 Strukturni zmény DNA indukované vazbou transplatiny

Podobné jako cisplatina se transplatina vaze nejdfive na N(7) pozici
guanosinoveho zbytku, ale na rozdil od cisplatiny je druhy krok, tvorba bifunk&nich
aduktll, vyrazné pomalejSi. Znacna ¢ast aduktl transplatiny zGstava po 48 hodinach
monofunkénich, které ovSem ovliviiuji strukturu DNA jen mirné.

Minoritné zastoupenym aduktem je 1,3 — intrastrand cross — link, ktery
zpusobuje rozvinuti dvousSroubovice DNA o 45°, ohyb o 26° a lokalni denaturaci
(Boudvillain et al., 1995). Jak jsem uz vySe zminila, transplatina nemuze ze sterickych
dlvodul tvorit nejcastéjsSi adukt cisplatiny, tedy vnitrofetézcovou vazbu mezi dvéma
sousednimi guanosinovymi zbytky (1,2 — GG IAC) (Zamble & Lippard, 1999).

Transplatina tvofi na DNA dvakrat vice mezifetézcovych mustkl, nez je tomu u
cisplatiny. Pro mezifetézcovy mustek transplatina preferuje vazbu na guanosinovy a
k nému komplementarni cytosinovy zbytek (1,1 — GC IEC) (Brabec & Leng, 1993).
Rozdil mezi IEC cisplatiny a transplatiny je v tom, Ze transplatina zpUsobuje daleko
mensi konformacéni zmény nez cisplatina. Duplex je pouze lehce distortovan na obou
koncich IEC a vSechny baze jsou sparovany vodikovymi vazbami. Mezifetézcovy
mustek transplatiny rozviji dvouSroubovici pouze 0 12° a zpuUsobuje jen mirny ohyb

pfiblizné jen o 20° smérem do malého Zlabku.

Tab. 1: Prehled nékterych konformacénich zmén DNA zpUsobenych vazbou cisplatiny a

transplatiny
Rozvinuti

Typ mustku dvousroubovice Ohyb

Monofunkéni adukt 6-8° neni
: . 1,2-GGIAC ~13° 34 — 45° do velkého zlabku

cisplatina
1,3-GGIAC 19 —23° 30 — 35° do velkého zlabku
1,2, - GG IEC 76 — 80° 20 — 50° do malého zlabku
transplatina 1,1-GGIEC 12° ~20° do malého Zlabku

1.4.6 Termodynamické vlastnosti DNA modifikované cisplatinou

Koordinacné kovalentni vazba komplext platiny na DNA neindukuje pouze
strukturni zmeény, ale také zmény termodynamické. Vazba komplexa platiny, které jsou
kladné nabité, zplsobi uvolnéni téchto iontd z mista vazby a tim odstifiuje zaporny
naboj cukrfosfatové vazby na DNA.

Studie termodynamickych vlastnosti vazby cisplatiny na DNA byly provadény na

kratkych fragmentech DNA o znamé sekvenci s pfesné definovanym aduktem
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komplexu. Srovnanim hodnot modifikované a nemodifikované DNA muzeme urcit
rozdil v teploté tani, zmény entalpie, entropie a volné energie (Poklar et al., 1996).

DalSi studie se zaméfily pfedevSim na nejvice frekventovany adukt cisplatiny
1,2 — GG IAC. Termodynamické parametry byly studovany pomoci UV
spektrofotometrie a diferenCni skenovaci kalorimetrie, které ukazaly, Ze tento
vnitrofetécovy mustek snizuje termodynamickou stabilitu DNA. Destabilizace DNA je
puvodu entalpického a je ¢aste¢né kompenzovana entropickou stabilizaci (Pilch et al.,
2000). Drive publikovana data, ktera byla ziskana pomoci rentgenostrukturni analyzy,
NMR a elektroforetickych metod ukazuji, ze tento typ aduktu nenarusuje vodikové
vazby mezi komplementarnimi pary v DNA, ale vede k ¢aste¢nému narusSeni ,stacking
interakci“ (Takahara et al., 1995; Malinge et al., 1994). Pfedpoklada se, ze vytvofenim
1,2 — GG IAC dochazi k ohybu dvousroubovice DNA kvali kompenzaci destabilizace
DNA.

2 Dusledek vazby cisplatiny na funkci DNA a odpovéd
bunééného aparatu

Vazba cisplatiny nha DNA nezplsobuje pfimo smrt bunky, ale po navazani
dochazi k poSkozeni DNA a naru$eni zakladnich funkci, napf. replikace a transkripce.
Nasledné se spousti cela kaskada opravnych mechanismu, které vedou k zastaveni

buné&cného cyklu a poté az k smrti bufiky (Obr. 7).
Blokovini opravy

Protein oddéleny z
cilové sekvence

Apoptoza

Blokovani 1;’
transkripce |

Cytoplasma | J Za:ta\em

, bunéneho cyklu
AN \'Epg / /
protsiny )\
Neucinna oprava S ;—r:ff"'

apoptozy Oprava

Obr. 7: Vliv aduktu cisplatiny na DNA na nékteré z protein( v jadfe, které interaguji

s poSkozenim (Pfevzato a upraveno dle Zamble & Lippard, 1999).
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2.1 Vliv nareplikaci a transkripci DNA

Jiz v ranych experimentech bylo prokazano, ze adukty cisplatiny blokuji ¢innost
DNA polymerasy a tim inhibuji syntézu DNA. Inhibice neprobiha pfimou interakci
cisplatiny s DNA polymerasou, ale zabranénim replikacnimu komplexu v pohybu podél
templatu DNA. Nicméné, samotnou inhibici replikace nelze vysvétlit mechanismus
protinadorové aktivity cisplatiny (Suo et al., 1999).

Cisplatina je obecné povazovana za latku, ktera neplsobi v konkrétni fazi
bunécneého cyklu, ale bylo dokazano, Ze je vice toxicka pro buriky ve fazi déleni nez
bunky, které teprve vstupuji do S faze bunécného cyklu, nez pro ty, které S faze
dosahly (Eastman, 1999).

Experimentalné bylo zjisténo, Ze buriky vystavené cisplatiné prosly S fazi, ale
byly zablokovany ve fazi G,. PFi vysoké koncentraci cisplatiny jsou bufky blokovany
v G, fazi az do spusténi apoptézy. Pravdépodobnou pfi¢inou je nejspide neschopnost
transkribovat geny potfebné pro zahajeni mitézy (Fichtinger — Schepman et al., 1985).

Existuji rizné domnénky, jak dochazi k inhibici transkripce vlivem cisplatiny.
Jednou z hypotéz je vychytavani transkripénich faktord, kdy transkripéni faktory maji
vysokou vazebnou afinitu k aduktim cisplatiny. Dal§i domnénkou je fyzické blokovani
enzymu. Vznikly adukt pfedstavuje stérickou zabranu, ktera brani postupu RNA
polymerasy podél transkribovaného fetézce. Tretim predpokladem je inhibice ve fazi
remodelace a pfebudovavani chromatinu (Todd & Lippard, 2009).

Studie ukazaly, Zze RNA polymerasy reaguji v rizné mife na jednotlivé typy
aduktl. Bifunkéni adukty vyznamné inhibuji transkripci DNA modifikované cisplatinou,
nicméné, vnitrofetézcové mustky tvofené transplatinou nepredstavuji zadnou prfekazku
pro RNA polymerasu. Z tohoto divodu RNA polymerasa Il pfekonava vyrazné lépe

adukty tvofené transplatinou nez cisplatinou (Corda et al., 1993).

2.2 Apoptoza

Apoptdéza, neboli programovana smrt bunky, patfi Kk nejpfirozené&jSim
biologickym procesim a je indukovana fyziologickymi podnéty. Z biochemického
hlediska apoptdza vyzaduje pfisun volné energie v podobé& ATP a zavisi na syntéze
urcitych proteint. Dale se vyznacuje postupnym zmenS$ovanim a svrastovanim buriky,
kondenzaci chromatinu spojenou s aktivaci endogennich endonukleas, tvorbou tzv.
apoptotickych télisek, ktera vznikaji degradaci DNA na krat$i segmenty a rozpoznanim

postizenych bunék fagocyty zabrafujicimi oxidativnimu vzplanuti (Obr. 8)
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(Barry et al., 1990; Eastman, 1999). Bylo prokazano, Ze navozeni apoptézy pusobenim

cisplatiny je dusledkem selhani mechanismu rezistence buriky.

zachovana morfologie
mitochondrii

intaktni membrany

— o
| —

\ \.
\'al,*l
L

morfologické zmény jadra apoptoticka téliska

normalni buiika kondenzace \ fragmentace ‘ sekundarni nekréza
Obr. 8: Apoptdza. Proces je doprovazen morfologickymi bunécnymi zménami, kdy
dochazi ke kondenzaci bunky a jadra, zaCinaji se tvofit vychlipeniny membrany a po
fragmentaci jadra dojde az krozpadu buriky na apoptoticka téliska (Pfevzato a
upraveno dle Rode, 2008).

Regulace apoptdzy je velmi sloZity proces, ktery je rozdélen do tfi fazi. V prvni
fazi, iniciacni, dochazi ke vzniku stimulu a k zapojeni odpovidajici signalni drahy.
Efektorova faze vyhodnocuje v8echny iniciacni signaly a rozhodne, zdali burika setrva
nebo bude odstranéna. Posledni faze, tzv. nevratna (ireverzibilni), je typicka spusténim
kaskady déji vedoucich k samorozkladu burky, degradaci proteinid a Stépeni DNA
pomoci endonukleas. Cely proces apoptdzy je regulovan proapoptotickymi (Bax, Bak,
BH3) a antiapoptotickymi (Bcl-2) proteiny (Reed, 1994).

2.3 Bunéc¢na rezistence

Rezistence predstavuje velmi €astou komplikaci pfi podavani platinovych
cytostatik, proto se tato problematika stala jednim z hlavnich témat onkologického
vyzkumu. PfedevSim je snahou objasnit biochemické déje, které jsou za vznik
rezistence odpovédné.

Rezistence bunék je jejich schopnost tolerovat davky podavanych latek, které
by byly pro normalni buriku toxické a mulze byt vrozena nebo ziskana po kontaktu
s danou latkou. Rezistence kur€itému farmaku se stdva obvykle nedostatkem
cytostatika nebo se rezistence cisplatiny zna¢né li§i i mezi rlznymi typy nadoru
(Perez, 1998). Zatimco nékteré nadorové bunécné linie na pusobeni cisplatiny
nereaguji (nadory traviciho traktu, nemalobunééné karcinomy plic) (Muggia & Los,

1993), u jinych (rakovina hlavy a krku, nadory vajeCniku a malobunécné karcinomy
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plic) se rezistence mize vyvinout hned po pocatecni Ié€bé nebo az bé&hem I[éCby
(Perez, 1998).

£ / \‘} ;
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Obr. 9: Bunétna odpovéd na poSkozeni DNA indukované cisplatinou. [1] Cisplatina
pronikd do burnky pasivni difuzi nebo aktivnim transportem pomoci prenasece
transportéru médi CTR1. [2] Odc&erpavani cisplatiny z buriky pfenasSeCem, ktery je
zavisly na ATP. [3] Cisplatina se vaze na bunécné thioly, jako je glutathion a
metalothionen. [4] Zastaveni buné¢né proliferace inhibici syntézy DNA, nasledovanou
aktivaci buné&né odpovédi na poSkozenou DNA. [5] Adukty cisplatiny na DNA jsou
primarné opravovany pfes NER mechanismus a také je inhibovana syntéza DNA.
Muze dochazet k aktivaci drahy p53 a k zastaveni bunééného cyklu. [6] Kinazy PKC,
ERK a Akt se uCastni regulace bunéné smrti indukované cisplatinou. [7] miR-214
podporuje rezistenci cisplatiny regulaci PTEN a aktivaci Akt (Pfevzato a upraveno dle
Basu & Krishnamurthys, 2010).

Je cela fada procesU rezistence, napfiklad inaktivace toxické latky v cytoplazmé
zpusobena interakci cisplatiny s rGznymi biomolekulami pfi cesté k cilovému mistu.
Jedna se o latky obsahujici siru (methioninové a cysteinové zbytky), napf. glutation,
ktery interakci s chemoterapeutikem snizuje mnozstvi navazané cisplatiny na DNA

(Sancar, 1995). DalSim procesem je zvySena aktivita opravnych mechanismd adukt(
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na DNA a rovnéz zvySena tolerance k poskozeni DNA témito adukty. Hlavni ochrannou
bariéru pfedstavuje plazmaticka membrana, ktera zajiStuje omezeni pfijmu cisplatiny
do buriky nebo naopak posileni jejiho vyluSovani z cytoplazmy. Cast molekul ale piesto
dosahne bunééného jadra, kde reaguje s DNA, &imzZ ovliviiuje Zivotni procesy, a tim se
spousti ochranné mechanismy (Obr. 9). Zjistilo se, Ze rezistentni buriky se vyznacluji
shizenou koncentraci cisplatiny a pravé u¢innym repara¢nim mechanismem (Jamieson
& Lippard, 1999).

Dosud se nepodaiilo zjistit hlavni pfi€inu rezistence cisplatiny, ale zda se, ze se

na ni podili nékolik riznych faktoru.

2.4 Reparace DNA

Pfi poSkozeni DNA se v burice aktivuji opravné mechanismy. Zvlasté po
vytvofeni aduktl na DNA bunka disponuje nékolika typy proteinli, které se
nukleotidova excizni oprava (NER), ,mismatch“ oprava — oprava chybného parovani
bazi (MMR) a dalsi.

2.4.1 Nukleotidova excizni oprava

Nukleotidova excizni oprava (nucleotide excision repair - NER) je hlavnim
obrannym mechanismem bunky proti aduktim na DNA a také jednim z faktor(, které
ovliviiuji rezistenci buriky k cisplatiné. Dale bylo zjiSténo, Ze savCi bunky, které maji
méné aktivni nukleotidovou excizni opravu, jsou daleko vice citlivé na cisplatinu nez na
bunky standardni (Kartalou & Essigmann, 2001).

Proteiny NER rozpoznavaji poSkozené misto na dvoudroubovici DNA na
zakladé zmény struktury DNA a vyuzivaji toho, Zze je DNA dvoufetézcova a je v obou
fetézcich uloZena stejna informace. Pribéh NER zahrnuje tfi hlavni kroky. Prvnim
krokem je rozpoznani poSkozeni a navazani multiproteinového komplexu, v druhém
kroku dojde k excisi poSkozené DNA a v posledni fazi k syntéze odstranéného
fragmentu prostfednictvim DNA polymerasy obnovujici puvodni neposkozenou
sekvenci (Obr. 10).

U vnitrofetézcovych muistkd cisplatiny se vyskytuje zvySena NER v buné&énych
liniich, které jsou k cisplatiné rezistentni. Pro tento typ mustkd je NER velmi dalezitym
mechanismem, kdy jsou tyto adukty ucinné opravovany. Podle pfedchozich studii bylo

zjisténo, ze 1,3 — GG IAC je 5 — 15krat vice opravovan vice nez 1,2 — GG IAC. To je
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disledkem rozdilnych konformacénich zmén ve struktufe DNA a vystfizenim méné
zastoupenych aduktu cisplatiny (Moggs et al., 1997).

Doposud nebyl zjistén zadny vztah mezi mezifetézcovymi mustky a opravnym
mechanismem NER. Tento fakt je vysvétlovan, Ze mezifetézcovy mistek zahrnuje oba
fetézce DNA a tedy nemuUze byt opraven timto mechanismem, protoze nemuze vyuzit

syntézy nukleotidi z komplementarniho fetézce (Reardon et al., 1999).

Obr. 10: Mechanismus nukleotidové excizni opravy. Po navazani cisplatiny na DNA (a)
dojde k rozpoznani poskozeni proteiny XPC — R23 (b). Nasleduje navazani komplexu
proteind, které jsou sou€asti NER mechanismu (XPA, RPA, XPG a transkrip¢ni faktor
TFIIH). XPA a RPA usnadiuji rozpoznani poskozeni a TFIIH, ktery obsahuje dvé
helikasy XPB a XPD, zpusobi lokalni rozvinuti DNA fetézcl kolem poskozeného mista
(c). Nasleduje navazani heterodimeru ERCC1 — XPF, ktery vytvari kompletni sestavu
NER multiproteinového komplexu (d). XPG a ERCC1 — XPF jsou endonukleasy, které
vystépi kolem poSkozeného mista Usek o délce 27 — 30 nukleotidd (e). Opravnou
syntézu vzniklé mezery zajistuji polymerasy & a € a replikacni faktory RPA, PCNA a
RFC. Nakonec je kovalentni integrita poSkozeného fetézce obnovena DNA lipasou (f).

Vysledkem je neposkozena DNA (g) (Pfevzato a upraveno dle Friedberg, 2001).
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2.4.2 Oprava chybného parovani

Mismatch repair (MMR) je postreplikacni opravny systém, ktery opravuje
chybné& zainkorporované nukleotidy, mista s vyskytem inzerci nebo deleci.
Mechanismus tohoto typu opravy byl dokonale studovan u bakterii E. coli, ktera

obsahuje proteiny MutS a MutL.

Rozpoznani komplexu MLH1 PMSE RFC '
5 a.

MSH2™ MSH6 PCNA
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Obr. 11: Mechanismus mismatch opravy. Rozpoznani poSkozeného fetézce mismatch
proteiny MutSa (MSH2 — MSH6) a MutLa (MLH1 — PMS2) ma za nasledek vytvofeni
ternarniho komplexu, jehoZz protein — protein a protein — DNA interakce jsou
modulovany ATP/ADP kofaktory. PCNA hraje dullezitou roli v ziskavani MMR protein(
do sousedstvi replikacni vidlicky pfes PIP na MSH6 a MSH3. Odstépeni funkéni
endonukleasou PMS2 stimulovanou ATP, PCNA a RFC a vyznamnou protein — protein
interakci (zelena Sipka) muze zalozit fetézec cilené opravy na nové syntetizovany
fetézec. Excize proteinem EXO1 a dalSimi dosud neidentifikovanymi exonukleasami
vede k vytvofeni komplexu RPA, ktery obaluje mezeru po vystfizeni. Resyntéza DNA
polymerasou & a ligace DNA lipasou opét obnovi integritu duplexu (Pfevzato a

upraveno dle Hsieh & Yamane, 2008).

U eukaryotnich buné€k po poSkozeni cisplatinou dochazi k rozeznani
postizenych mist heterodimery MutSa a MutSB. MutSa se skldda z podjednotek MSH2

a MSH6 a preferentné se vaze a opravuje chyby v parovani jedné baze. MutSa a jeho
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podjednotka MSH2 se vazi na DNA globalné modifikovanou cisplatinou a mohou
specificky rozpoznavat 1,2 — GG IAC. MutS se sklada z podjednotek MSH2 a MSH3 a
opravuje 2 — 4 pary bazi inzerce nebo delece na DNA (Kartalou & Essigmann, 2001). U
E. coli podjednotka MutL slouzi jako spojka pro aktivaci a navazani MutH
endonukleasy. U eukaryot je tato podjednotka nahrazena heterodimerem hMLH1
spojenym s dal8imi proteiny. K opravé chybného parovani bazi pfispivaji nejméné dvé
nukleasy: exonukleasa 1 ( 5° — 3°) a Flap endonukleasa. Pfesna uloha exonukleas
nebyla zatim objasnéna.

Po vytvoreni komplexu heterodimeru s modifikovanou DNA dochazi k aktivaci
DNA helikasy, ktera od sebe oddéli vlakna DNA. Nasledné dojde k vystfizeni
postizeného Useku pomoci DNA exonukleas, chybégjici nukleotidy jsou dosyntetizovany
DNA polymerasou a nakonec vlakna spoji DNA lipasa (Obr. 11). B&éhem opravy
dcefiného fetézce mulze polymerasa opét vélenit chybny nukleotid. Poté je znovu
zahajen MMR, coz muze vést az k zacykleni celého procesu a spusténi apoptdzy
(Kelland, 2000).

Vyznam mismatch opravy spociva v udrzeni integrity genomu, a proto defekty
v MMR ¢asto vedou ke vzniku rakoviny, pfedev§im u nadoru tlustého stfeva. Bylo
prokazano, ze MMR zprostfedkovava cytotoxicitu cisplatiny a mnohych klinicky
ucinnych latek v nadorovych burkach a porucha v €innosti tohoto systému opravy DNA

muze vést k rezistenci a toleranci nadorovych bunék k cisplatiné (Papouli et al., 2004).

2.5 Proteiny se specifickou vazbou na DNA modifikovanou

cisplatinou

Schopnost cisplatiny inhibovat replikaci a transkripci neni Uplné
bezpodmineCna, protoZze existuje predpoklad, Ze se na procesech vedoucich
k apoptéze podileji dalSi faktory. Porozuméni pochodim, které se v burfice odehravaji
po poskozeni DNA cisplatinou, mlze pfispét k lepSi a efektivnéjSi chemoterapii
platinovymi cytostatiky. V sou€astné dobé je znama celd Ffada takovych proteind a
existuji i pfedstavy jejich roli v protinadorovém pusobeni cisplatiny.

Vyznamnou skupinu tvofi proteiny, které se ucastni excizniho reparaéniho
mechanismu — XPE (xeroderma pigmentosus (XP) complementation group E), XPA
(XP complemetation group A), RPA (replication protein A) a ERCC1 (excition repair
cross — complementing 1) a dale proteiny, které jsou soucasti mismatch opravného
systému, napf. MutSa.

Protein XPE, jehoz pfesna funkce neni dosud objasnéna, se vaze na

poSkozenou DNA, ale neni soucasti jadra excizniho reparacniho systému, nicméné
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s nim Uzce spolupracuje. Ve zvySené koncentraci je tento protein produkovan
rezistentnimi nadorovymi bunkami a tim vykazuji intenzivnéjSi reparacni mechanismy.
ZvySena produkce je pfimo umeérna urovni rezistence plsobenim cisplatiny. Indukce
XPE se pfipisuje inhibici replikace DNA nebo tvorbé platinovych aduktd na DNA (Chu &
Chang, 1990; Vaisman & Chaney, 1995).

Proteiny XPA, RPA a ERCC1 maji za ukol rozpoznat podkozeni DNA.
Predpoklada se, ze RPA napomaha vytvoreni a stabilizaci otevieného duplexu DNA v
misté poSkozeni a dale napomaha vazbé NER nukleas. Specificky se vaze na adukty
cisplatiny, pfedevsim rozpoznava 1,2 — GG IAC a 1,3 — GG IAC. RPA ma vétsi afinitu
k 1,3 — GG IAC a tento adukt je také ucinnégji opravovan (Patrick & Turchi, 1999). RPA
a XPA se vazi spolecné na DNA modifikovanou cisplatinou. Vazebna afinita komplexu
RPA — XPA k DNA se 1,3 — GG IAC je mnohem vétsi nez u samotného RPA (He et al.,
1995). Protein ERCC1 tvofi komplex s XPF (XP complementation group F) a pomaha
Stépit DNA na 5" strané od mista posSkozeni. Vazba XPA na posSkozenou DNA se
stupnuje interakci s ERCC1 (Wood, 1997).

Na modifikovanou DNA se také vazi proteiny opravného mismatch systému.
Lidsky MutSa a jeho MSH2 projevuji zvySenou afinitu k DNA obsahujici 1,2 — GG IAC
(Mello et al., 1996). Srovnani mezi nékolika duplexy obsahuijici 1,2 — GG IAC ukazuje,
ze lidsky MutSa rozpoznava jednotlivé mastky svySSi afinitou nez fFetézec
nemodifikované DNA sthyminem 3&patné sparovanym s guaninem na 3 -
modifikovaném fetézci DNA (Yamada et al., 1997). Bylo zjisténo, Zze protein MutSa
zodpovédny za rozpoznani poSkozené DNA se nachazi ve zvySené koncentraci v tkani
vajecnikl a varlat, jejichz nadory nejlépe reaguji pravé na lécbu cisplatinou.

Mezi dalSi reparani enzymy se fadi fotolyasa se schopnosti vazby na adukty
cisplatiny. Tato schopnost byla demonstrovana u kvasinek a E. coli. Fotolyasa je
flavoprotein vyuzivajici blizké UV — VIS zafeni k opraveni cis — syn pyrimidinovych
dimer( produkovanych v DNA po UV ozafeni (Essen & Klar, 2006). Struktura fotolyasy
udava, Ze pyrimidinovy dimer rotuje ven z DNA helixu a dovnitf aktivniho mista
enzymu. Zatimco kvasinky se stavaji po vazbé fotolyasy citlivéjSimi na plsobeni
cisplatiny, u E. coli je tomu pfesné naopak. P¥i¢inou rozdilného chovani je
pravdépodobné rozdil NER mezi kvasinkami a bakteriemi (Kartalou & Essigmann,
2001).

DalSimi skupinami, které se vazi specifickou vazbou na modifikovanou DNA,
jsou HMG (,High mobility group®, proteiny skupiny vysoké pohyblivosti) proteiny a

proteiny, které postradaji HMG doménu.
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2.5.1 Proteiny obsahujici HMG doménu

HMG proteiny jsou nehistonové chromozomalni proteiny, které se hojné
vyskytuji v jadrech eukaryotickych bunék. HMG doména je pozitivné nabity, pfevazné
a helikalni a 80 aminokyselin dlouhy polypeptid, ktery ma tvar do pismene L a vaze se
na DNA pFednostné do malého Zzlabku (Bustin & Reeves, 1996). Tato doména
umoznuje vazbu k DNA (tzv. HMG box). HMG proteiny Ize rozdélit do dvou skupin.
Podle poétu domén HMG v proteinu, podle vyvojovych vztahlli a sekvence, kterou
rozpoznavaiji.

Prvni skupina HMG protein zahrnuje proteiny se dvéma nebo vice doménami
a rozpoznavaji DNA s malou sekvencni specifitou. Do této skupiny se fadi HMG1 a
HMG2 proteiny, transkripéni faktor UBF (upstream binding factor) a mitochondrialni
transkripni faktor mTFA. Jejich funkce neni pfesné znama, ale pfedpoklada se, ze
vystupuji jako stavebni faktory pfi syntéze nukleovych kyselin.

Do druhé skupiny se fadi proteiny s jednou HMG doménou a vazi se s vysokou
sekvenc¢ni specifitou. Zafazuji se sem LEF — 1 (lymphoid enhancer binding factor),

SRY (sex determining factor) a TCF — 1 (T cell factor 1). Tyto proteiny vystupuji jako

transkrip&ni faktory a reguluji buné&nou diferenciaci (Zamble & Lippard, 1999).

\
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Obr. 12: Schéma mechanismid HMG proteind uc€astnicich se v protinadorovém
pusobeni cisplatiny (Pfevzato a upraveno dle Zamble & Lippard, 1999). (A) Kdyz jsou
bunky exponovany letalni davkou cisplatiny, vytvofi se na DNA adukt. Jestlize se HMG
proteiny vazi s podobnou afinitou do jejich vazebného mista, proteiny mohou byt
zbaveny jejich transkrip&ni regulaéni funkce. (B) HMG proteiny mohou blokovat pfistup

excizni opravy komplexu a tim ochranit adukty pfed opravou.
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HMG proteiny se selektivné vazi k 1,2 - GG IAC, 1,2 - AG IACa 1,2 - GG IEC,
ale nevazi se k1,3 — GG IAC a k monofunkénim aduktim cisplatiny a aduktim
transplatiny. HMG proteiny aktivnhé ohybaji a rozvijeji dvouSroubovici DNA (Toney et
al., 1989).

Na zakladé objeveni vazby HMG proteini na DNA byla vyslovena hypotéza,
ktera by mohla vysvétlit ulohu HMG proteini v protinadorové ucinnosti cisplatiny.
Existuji dvé teorie, jak se HMG proteiny tohoto procesu uc¢astni. Prvni teorii je, ze HMG
protein se vaze na vznikly adukt cisplatiny na DNA a chrani jej pfed opravnymi
mechanismy. Jelikoz poSkozeni neni odstranéno, pfispiva k vySSi cytotoxicité
cisplatiny. Druha teorie fika, ze HMG proteiny se vazi podobnou afinitou ke svym
pfirozenym vazebnym mistim i k aduktiim cisplatiny. Vazbou k aduktim muze byt
tento protein vyCerpan z prostfedi, nevaze se ke svému pfirozenému mistu a neplni tak

svoji funkci v regulaci transkripce (Obr. 12) (Zamble & Lippard, 1999).

2.5.2 Proteiny postradajici HMG doménu

Jednim z proteinu, které neobsahuji HMG doménu a vyznacuji se specifickou
vazbou na DNA modifikovanou cisplatinou, je TBP (TATA box binding) protein, ktery se
za normalnich okolnosti vaze na TATA box (sekvence nukleotidii TATAAA), ktery je
lokalizovany v oblasti promotoru genu (Kartalou & Essigmann, 2001). TBP je soucasti
transkripcniho faktoru TFIID a iniciuje transkripci genu do mRNA. Bylo prokazano, ze
TBP se vaze selektivné na poSkozenou DNA, pfedev§im po poskozeni UV zafenim a
cisplatinou (Vichi et al., 1997). Pfednostné a lépe se tyto proteiny vazi na 1,2 — GG IAC
nez na 1,3 — GG IAC a na adukty transplatiny. Pokud se 1,2 — GG IAC vaze v tésné
blizkosti TATA boxu, zvySuje tim vazebnou afinitu TBP k TATA boxu (Cohen et al.,
2000).

Do této skupiny se také fadi histon H1, hojné vyskytujici se chromatinovy
protein, ktery se vaze na specifické struktury DNA v¢etné superhelikalni DNA a ma
schopnost ohybat DNA v misté navazani (Zlatanova & Van Holde, 1998; Ohndorf et al.,
1999). Jeho vazebné schopnosti jsou podobné proteinim HMG1 a HMG2 a pfi
experimentech bylo zjis§téno, ze se dokonce histon H1 vaze na modifikovanou DNA
silngji nez tyto HMG1. Specifita pro rizné typy aduktd zatim nebyla prozkoumana, ale
H1 ma vy3si vazebnou afinitu k DNA modifikované cisplatinou nez k DNA modifikované
transplatinou nebo k nemodifikované DNA (Yaneva et al., 1997).

Mezi hlavni cile studia vazby proteinl na modifikovanou DNA je interakce DNA
s proteinem p53. Protein p53 je fosfoprotein, ktery se sklada z 393 aminokyselin a je

kédovan nadorové supresorovym genem p53 (May & May, 1999). Tento protein ma
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dvé vazebna mista na DNA a ma funkci transkripéniho faktoru, ktery reguluje aktivitu
fady dalSich gent odpovédnych za zastaveni bunééného cyklu €i zahajeni apoptézy
(Fisher, 1994). Protein p53 hraje vyznamnou roli pfi fizeni rastového cyklu buriky a je
Casto spojovan s tvorbou nadorl. Bylo potvrzeno, Zze vice nez 50 % nadorl nese
mutovany gen proteinu p53. Slozitost bunéCnych regulaci znemoziiuje jednoznacnou
odpovéd na otazku, jakym zpusobem se protein p53 podili na cytotoxicité cisplatiny
(Weller, 1998).

3 Vyvoj novych protinadorové uc¢innych komplexu

Pro velky uspéch cisplatiny pfi Ié¢bé nékterych typu rakoviny, ale také kvdli
nezadoucim ucinkim a ziskané rezistenci, se pozornost obratila k vyvoji a studiu
novych [éCiv s centralnim Pt atomem. Vzhledem k tomu, Ze cilovym mistem pUsobeni
platinovych komplext je DNA, hledaji se v sou€asné dobé takové latky, které se vazou
na DNA odliSnym zplsobem nez , klasické* komplexy (cisplatina, karboplatina,
oxaliplatina), protoze by mohlo byt dosazeno i odliSsného farmakologického efektu.
Doposud bylo syntetizovano vice nez 3500 komplex( cisplatiny. Mnoho téchto
slou€enin nevykazovalo protinadorovou aktivitu a nebylo tedy zavedeno do klinické
praxe. Nicméné, nové ziskané poznatky o mechanismu plsobeni nadorl vedly k
hlavnim bodidm pro vyvoj novych protinadorové ucinnych IéCiv. Jednou
kombinovani platinovych Ié€iv s novymi molekularné cilenymi IéCivy. Dale byl kladen
ddraz na kombinaci komplext s farmakologickymi modulatory mechanismu rezistence
a v neposledni fadé na zdokonaleni designu platinovych 1é€iv (Kelland, 2007).

Vyvoj novych protinadorové aktivnich komplext je v dnesni dobé zaméfen na pfimé
analogy cisplatiny, transplatiny, polynuklearni platinové komplexy, komplexy s atomem
platiny ve Ctvrtém oxidacnim stupni a koordinacni slouceniny s jinym centralnim kovem
nez platinou (Ru, Rh, Pd, Os, Ir).

3.1 Komplexy odvozené od cisplatiny

Nové komplexy lze odvodit od cisplatiny dvéma zplsoby, zaménou za
odstupuijici ligandy (chloridovych iontll) ¢i neodstupujici ligandy (NH3). Dosud vyvinuté
komplexy odvozené od cisplatiny se vyznadluji spiSe potlatenymi vedlejSimi uc€inky nez
zvysenou ucinnosti.

Kromé cisplatiny byly registrovany pro klinické pouziti Spravou potravin a léCiv

v USA (FDA — Food and Drug Administration) karboplatina a oxaliplatina.
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3.1.1 Karboplatina

Karboplatina (cis — diammincyklobutandikarboxyplatnaty komplex) byla
zavedena do klinické praxe vroce 1986 (Obr. 13) (Harrap, 1985). Tento komplex
vykazuje podobnou protinadorovou aktivitu a je uéinny v podobném spektru nadoru
jako cisplatina. Po podani efektivnich davek karboplatiny trpi pacienti méné
zalude€nimi nevolnostmi a neuropatii nez po podani cisplatiny (Harrap, 1985; Calvert
et al., 1989). Tento komplex vykazuje i znacné nizSi toxicitu oproti cisplating, proto
muze byt podavan v daleko vy$Sich davkach, a to i ambulantné.

Karboplatina vytvafri podobné spektrum aduktl jako cisplatina, ale liSi se
rychlosti vazby na DNA. Rychlost tvorby aduktd u karboplatiny je az 10 krat pomalejsi
nez u cisplatiny a je nutna az 40 krat vy$Si koncentrace karboplatiny (Knox et al.,
1986).

V praxi karboplatina plsobi na rizné typy nadoru, ale pfedevS§im se pouziva
k Ié&b& nadord vajeéniku. V roce 1989 byla schvalena FDA (jako Paraplatin) a v Ceské

republice je znama pod nazvem Cycloplatin.

Obr. 13: Strukturni vzorec karboplatiny

3.1.2 Oxaliplatina

DalSim komplexem odvozenym pfimo od cisplatiny je 1,2 — diaminocyklohexan
— oxalatoplatnaty komplex — tzv. oxaliplatina (Obr. 14). Poprvé byla popsana roku 1970
a v porovnani s cisplatinou a karboplatinou vykazuje odliSné vlastnosti v mechanismu
protinadorového plsobeni (Kidani et al., 1978). Oxaliplatina se hydrolyzuje pomaleji a
je méné ochotna se vazat na DNA nezZ cisplatina (Woynarowski et al., 2000). Hlavnim
aduktem na DNA je 1,2 — GG IAC. Ligand 1,2 — diaminocyklohexan vyplnuje téméf cely
velky Zlabek DNA a tim ji napfimuje a déla ji méné polarni.

Oxaliplatina vykazuje aktivitu zejména u nadoru tlustého stfeva a konecniku,
pfiemz dosahuje lepSich vysledkd v kombinaci s 5 — fluorouracilem a leucovorinem
(Lévi et al., 1992). V roce 2002 byla schvalena US FDA do klinické praxe pod nazvem
Eloxantin.
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Obr. 14: Strukturni vzorec oxaliplatiny

3.1.3 Nedaplatina

Tento komplex odvozeny od cisplatiny je schvalen pouze v Japonsku a je
registrovan pro pouziti pfi lé¢bé rakoviny hlavy a krku, plic, jicnu, varlat, vaje¢nikd a
délozniho kréku. Nedaplatina (cis — diaminoglykolatplatnaty komplex) je kfizové
rezistentni k cisplating, je méné toxicka a ma reakéni €as asi 20 krat delSi nez
cisplatina (Obr. 15) (Desoize & Madoulet, 2002).

Obr. 15: Strukturni vzorec nedaplatiny

3.2 Komplexy odvozené od transplatiny

Biologicky aktivni trans — platinové komplexy byly odvozeny od transplatiny
substituci jedné nebo obou aminovych skupin za jinou funkéni skupinu -
heterocyklickou aminovou skupinu, alifatickou a iminoéterovou skupinu, kdy dochazi
k dramatickému narastu protinadorové aktivity daného komplexu (Fuertes et al., 2002).
Néktera analoga vykazuji vy$Si uc€innost proti SirSimu spektru nadort a dokonce pusobi
i na nadory, které vykazuiji rezistenci vici cisplatiné.

Transplatinové komplexy s heterocyklickou aminovou skupinou maji obecny
vzorec trans-[PtCl,L,], kde L = thiazol, pyridin, y — pikolin, chinolin (Obr. 16). Tyto
slou€eniny vykazuji podobnou cytotoxicitu jako jejich cis isomery nebo cisplatina, ale o
fad vySSi nez transplatina (Farrell et al., 1992). Analogy transplatiny se vazi na DNA
monofunkéné s podobnou rychlosti jako transplatina a stejna je také rychlost u
vytvareni bifunk&niho aduktu. Monofunkéni adukty trans — thiazolového komplexu
mohou vytvaret ternarni komplexy s proteiny a tento typ aduktu je rozpoznavan HMG

proteiny a zaroven je opravovan NER mechanismem (Kasparkova et al., 2003; Farrell
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et al., 2004). Vnitrofetézcové muistky vykazuji podobné viastnosti jako cisplatina, ale

ohyb dvous&roubovice jde do malého Zlabku, coz zabraruje rozpoznani HMG proteiny.
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Obr. 16: Analogy transplatiny s heterocyklickym ligandem: trans-[PtCl,(NH3)(thiazol)]
(A), trans-[PtCl,(pyridin),] (B), trans-[PtCl,(NHz)(chinolin)] (©), trans-

[PtCl(NHs)(pikolin)] (D).

Analogy transplatiny s alifatickou funk&éni skupinou maji obecny strukturni
vzorec trans-[PtCl(amin)(isopropylamin)], kde amin mulze byt dimethylamin,
propylamin, butylamin (Obr. 17). Tyto komplexy vykazuji podobnou cytotoxicitu jako u
cisplatiny. Na DNA snadno vytvafi mezifetézcové mustky, které blokuji syntézu DNA
efektivnéji nez adukty cisplatiny, pfedevsim trans-[PtCl,(dimethylamin)(isopropylamin)]
a tento komplex se vyznacuje vysokou afinitou k mistlim, kde se stfidaji pyrimidinové a

purinoveé baze (Brabec, 2002).

1. R= NH(CH3),

Cl
"~

2. R = NH,CH,CH,CH,
/ NHCH(CH3)2 3. R = NH,CH,CH,CH,CH,
cl

Obr. 17: Analoga transplatiny s alifatickymi aminy trans-[PtCl,(amin)(isopropylamin)]:
trans-[PtCl,(dimethylamin)(isopropylamin)] (1), trans-[PtCl,(propylamin)(isopropylamin)]
(2), trans-[PtCl,(butylamin)(isopropylamin)] (3)

Komplexy odvozené od transplatiny s iminoéterovymi ligandy vykazuji vyraznou
toxicitu a protinadorovou aktivitu u bunék rezistentnich k cisplatiné (Coluccia et al.,
1993a). Diky dvojné vazbé C=N v iminoéterovém ligandu muze dochazet k vytvoreni tfi
rlznych izomerd — EE, EZ, ZZ pro komplex trans-[PtCly(iminoether),] (Obr. 18).
NejCastéjsi komplex trans — EE (trans-[PtCl,(E — iminoether),]) vytvafi pfednostné
monofunkéni adukty, které se poté vétSinou na bifunkéni uz neméni (Brabec et al.,
1996). Monofunkéni adukty jsou snadno rozpoznavany rlznymi typy proteind, coz

zvySuje ucinnost tohoto komplexu pfi zastaveni syntézy DNA a inhibuje opravu téchto
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aduktd NER mechanismem (Novakova et al., 2003). Pfitomnost iminoéterové skupiny
by méla pfispivat k tvofeni vodikovych vazeb a stéricky by méla ovliviiovat kinetiku

vazby DNA, stabilitu tvofenych aduktd a zmény v konformaci DNA.

HC DCH; HiCO CH; HyCO CHy
Py Py R
M N N
H;CO CH; H;CO CH; HsC DCH;
A B c

Obr. 18: Strukturni vzorce trans-EE (A), trans-EZ (B), trans-ZZ (C).

3.3 Polynuklearni platinové komplexy

Polynuklearni platinové slouceniny vykazuji znac¢né odliSné chemické a
biologické vlastnosti oproti mononuklearnim platinovym slou€eninam. Ve své struktufe
obsahuji 2 — 4 atomy platiny, které jsou spojeny diaminovymi alifatickymi fetézci
variabilni délky (Farrell, 2004). Bifunkéni dinuklearni platinové komplexy vytvari na
rozdil od cisplatiny mezifetézcové mulstky a minoritné také 1,2 — GG IAC. Adukty
komplexu indukuji pouze maly ohyb a rozvijeni, proto tyto adukty nejsou rozpoznavany
HMG proteiny, které se neucCastni mechanismu protinddorové aktivity téchto
dinuklearnich komplexu (Kasparkova et al., 2000). Bylo také zjisténo, ze 1,2 — GG IAC
adukty tohoto komplexu jsou na rozdil od IEC opravovany NER mechanismem
(Brabec, 2002).

Na zakladé studii polynuklearnich platinovych komplex a ve snaze zvysit
afinitu k DNA a celkovy naboj komplexu byly vyvinuty trinuklearni slouceniny (Farrell,
2000). NejvyznamnéjSi slouceninou je trinuklearni komplex [{trans-PtCI(NH3), u-trans-
Pt(NHs3),H,N(CH,)sNH,},]* oznadovany jako BBR3464 (Obr. 19).

MHz MH MH;

c . MH;
L.|,~_‘Fft’ WHH‘P{ e ‘_P{
F N, hH, £

HzM HzM HzM

Obr. 19: Strukturni vzorec polynuklearniho platinového komplexu BBR3464
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Tato sloucenina jiz v predklinickém testovani vykazovala nékolikanasobné vyssi
protinadorovou uc&innost nez cisplatina, a to dokonce i v nadorech K cisplatiné
rezistentnich (Manzotti et al., 2000). Klinické testy prokazaly uc€innost proti nadoriim
slinivky, plic a melanomdm klze. Navic je tento komplex aktivni v nadorech
s mutovanym genem pro protein p53 (Zhang & Lippard, 2003). BBR3464 vytvafi na
DNA vnitrofetézcové i mezifetézcové mustky, pfitom IEC tvofi asi 20 % vSech aduktd
BBR3464 na DNA. Nedochazi k zasadnim zménam konformace DNA jako u cisplatiny,
proto nejsou rozpoznany HMG proteiny a opravovany NER mechanismem jsou pouze

vnitrofetézcové mustky (KasSparkova et al., 2002).

3.4 Platicité komplexy

Komplexy Pt (IV) jsou ve srovnani s Pt(Il) termalné stabiln&jSi a chemicky méné
reaktivni. Oktaedricka struktura Pt(IV) komplext je kineticky vice inertni, protoze
podléhaji substituCnim reakcim daleko pomaleji nez jejich Pt(ll) analoga. Platicité
slou€eniny byly navrzeny jako nereaktivni prekurzory, které nejsou schopné pfimo
reagovat s DNA. Proto je potfebna aktivace na reaktivni platnaty komplex, ktery jiz
adukty na DNA tvofi. Po intravendznim podani tohoto IéCiva je vyznamna ¢ast molekul
redukovana jesté predtim, nez se dostanou k mistu plsobeni. Také mulze dojit
k situaci, kdy ¢ast molekul pfijde do styku s DNA pfed svou redukci a modifikuje ji, coz
vede k protinadorovému Uuc€inku této slouceniny (Brabec, 2002). Diky chemické
inertnosti platiCitych komplext byla vyvinuta peroralné podavana léciva. Mezi né patfi
napf. satraplatina  ([bis-acetatoamindichloro(cyklohexylamino)plati€ity =~ komplex],
JM 216), ktera je prvnim oralné podavanym farmakem ze skupiny platiitych komplexu
a nachazi se ve ftfeti fazi klinického testovani pro Ié€bu nadorl prostaty (Obr. 20A)
(McKeage, 2007).

A B c D
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0 OH
Cl | Hz@ cl MHx H OH
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= - Cl - -
o, \*\\H/,/ NHF_{’,,Cl (HE_C}LHCH‘NHIL[/,CI
- -
\-\\\'HHJ s Cl (HiCHCHN T | Cl
Mo Cl OH

1 o

07 "CH, N H

Obr. 20: Strukturni vzorce satraplatiny (A), oxoplatiny (B), tetraplatiny (C) a iproplatiny
(D)
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Do této skupiny se dale fadi oxoplatina (cis-diamindichloro-trans-
dihydroxyplatiCity komplex), iproplatina (cis-dichloro-trans-dihydroxy-bis-isopropylamino
plati€ity komplex, JM-9) &i tetraplatina, oznaCovana také jako ormaplatina (tetrachloro-
1,2-diaminocyklohexan plati¢ity komplex) (Obr. 20B - D). Iproplatina a tetraplatina
dosahly dokonce preklinickych a klinickych testd, ale pro silné vedlejsi ucinky byly

z testl vyfazeny (Hall et al., 2004).

3.5 Komplexy s centralnim kovem jinym nez platina

Snaha vyvinout latky s dokonalejSimi protinadorovymi vlastnostmi, které by
pfekonaly nevyhody spojené s podavanim cisplatiny, vedla k pokusim syntetizovat
IéCiva s jinym centralnim kovem. Doposud byly odvozeny biologicky uc¢inné komplexy
od kovu, jako jsou Zzelezo, kobalt, titan, galium, zlato, germanium, ruthenium, aj.
Vzhledem k rozdilné molekulové struktufe a chemickym vlastnostem Ize olekavat, ze
jejich protinadorova aktivita bude odlidna (Ott & Gust, 2007).

Prvnim komplexem, ktery obsahuje jiny kov nez platinu a vstoupil do klinického
testovani, byl budotitan (Obr. 21A) (Heim et al., 1990). Po nékolika studiich byly
prokazany silné toxické ucinky a také podavani Cinilo znaéné komplikace, proto tato
latka byla stazena z klinickych studii. Mezi dalSi IéCiva na bazi titanu patfi titanocen
dichlorid (Obr. 21B), ktery dokonce postoupil do druhé faze klinického testovani. Tato

latka vykazuje ucinky vuci nadortm traviciho traktu, prsu &i plic (Kopf — Maier, 1994).

@Ti/i I

Obr. 21: Struktura IéCiv na bazi titanu. (A) budotitan, (B) titanocen dichlorid

Diky vysoké protinadorové aktivité se dostavaji do stfedu pozornosti zejména
komplexy obsahujici atom ruthenia. PfedevSim se vyznacuji nizSimi vedlejSimi
toxickymi ucinky, jsou aktivni v nadorovych burikach rezistentnich na cisplatinu a maji
odliSny mechanismus pusobeni (Coluccia et al., 1993b; Clarke, 2003). Prvni zminky o
rutheniovych komplexech se objevily vroce 1980, kdy Clarke a spol. pozoroval

protinadorovou aktivitu komplexu ruthenia na mySich (Clarke, 1980).
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Ruthenium nalezi do stejné skupiny jako zelezo, a proto vykazuje velmi silnou
afinitu  k transferinu. Rychle se délici nadorové buiky pfijimaji vic Zeleza
transportovaného pomoci transferinu, coZz znamena, Ze komplexy ruthenia se
akumuluji selektivné diky transportnimu mechanismu transferinu (Pongratz et al.,
2004). Komplexy Ru (I1) jsou prekurzory, které se mohou vazat v plazmé na proteiny a
redukuji se na komplexy Ru ().

Protinadorové ucinné komplexy ruthenia obsahuji ligandy — dimethylsulfoxid,
aminy, heterocyklické ligandy a polypyridyl.

Komplexy u obou slou¢enin Ru (II) a Ru (lll) s dimethylsulfoxidem (DMSO)
vykazuji protinadorovou aktivitu shodnou s cisplatinou, ale s daleko mensimi vedlejSimi
ucinky. Do této skupiny se fadi cis — a trans — [Ru(l)(DMSQO),Cl,] (Obr. 22A, B). Studie
jejich efektu na primarni nador a metastaze odhalily jejich antimetastatickou aktivitu
vyS8§i nez na primarni nador. Pfedmétem studia byl vzdy komplex scis -
[Ru(lN(DMSO),Cl,], ale pozdéji se ukazalo, ze komplex s trans konfiguraci vykazuje

vySSi protinadorovou aktivitu (Brabec & Novakova, 2006).

Cl
SO(CHa), cl \ o
{ch}zc'sxéufm (H3C),0S H“FLUISD[CH 3)2 ®3RU
o
(H:Cp08™ | ~cl (3C)208 ™ | “SO(CH 1), \
SO(CHa), Cl SO(CH3)2
A B c

Obr. 22: Struktura rutheniovych komplexti s DMSO. (A) cis — [Ru(ll)(DMSO),Cl,], (B)
trans — [Ru(I1)(DMSO0),Cl], (C) Ru(I1)(CsHe)(DMSO)CI,

Zajimavé vysledky byly také ziskany ve studiich mechanismu protinadorové
aktivity komplexu Ru(I)(CeHg)(DMSO)CI, (Obr. 22C). Tato sloucenina vykazuje
vysokou afinitu k DNA, ale nevyvolava zadné konformaéni zmény (Gopal et al., 1999).

K rutheniovym komplexiam se také fadi slouceniny s heterocyklickym ligandem,
které predstavuji relativné novou skupinu v potencionalnich protinadorovych Iécivech
(Clarke et al., 1999). Tyto slou€eniny maji obecny vzorec (HB)[Ru(lll)B,Cl,], kde B je
heterocyklicka baze, jako je imidazol (Im) (Obr. 23A) nebo indazol (Ind) (Obr. 23B).
Tyto komplexy vykazuji aktivitu v riznych modelovych nadorech a jsou &aste¢né
efektivni proti nadorim tenkého stfeva, které vykazuji rezistenci vuci cisplating.
Komplex (HInd)[Ru(lll)Ind,Cl;] (KP1019) interaguje s DNA a vytvéafi kfizové vazby,
nebo indukuje zlomy v molekule DNA (Brabec & Novakova, 2006).

Pozdéji byly objeveny analogy téchto komplexd  Naftrans —
Ru(ll(DMSO)Cl4(Im)] (NAMI), respektive (HxIm)[trans — Ru(ll)(DMSO)Cl4(Im)]
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(NAMI — A) (Obr. 23C), které vykazuji povzbudivé protinadorové i antimetastatické
vlastnosti (Brabec & Novakova, 2006).

Komplexy (HInd)[Ru(ll)Ind,Cl,], (HIm)[Ru(ll)im,Cl,] a (Hzm)[trans -
Ru(ll(DMSO)Cl4(Im)] jsou pseudooktaedrické slouCeniny, které se ireverzibilné vazi
na DNA, avSak odliSné nez cisplatina (Malina et al., 2001). NAMI se vaze rychleji nez

ostatni dva rutheniové komplexy a cisplatina.

II
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H
»
(_/ Hf”h o

H

H N = SO{CHz): |

=T " M "
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"
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Obr.  23: Struktura  rutheniovych ~ komplexd. (HIM)[Ru(l)ImCl,]  (A),
(HInd)[Ru(1)Ind,Cl,] — KP1019 (B), (HzIm)[trans — Ru(ll)(DMSO)Cl,(Im)] — NAMI — A
(©)

Interakce DNA stémito komplexy byly studovany nékolika metodami
molekularni biofyziky s tim cilem, aby pfispély k porozuméni jejich biologickych u&inkd
a kustanoveni strukturné farmakologickych vztahu téchto rutheniovych

protinadorovych IéCiv.
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Seznam pouzitych zkratek

AAS — atomova absorpc¢ni spektrometrie

Cisplatina — cis — diammindichloroplatnaty komplex

CT DNA — calf thymus DNA, DNA z teleciho brzliku

DMF — N, N’- dimethylformamid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

ERCC1 — excition repair cross — complementing 1

FDA — Food and Drug Administration, Sprava potravin a IéCiv v USA
HMG - high mobility group, proteiny skupiny vysoké pohyblivosti
IAC — intrastrand cross — link, vnitrofetézcové pficné vazby

ICP — MS — inductively coupled plasma mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

s indukéné vazanym plazmatem
IEC — interstrand cross — link, mezifetézcové pficné vazby
Karboplatina — cis — diammincyklobutandikarboxyplatnaty komplex
LEF — 1 — lymphoid enhancer bindingg factor
MMR — mismatch repair, oprava chybného parovani
Nedaplatina — cis — diaminoglykolatplatnaty komplex
NER - nukleotide excision repair, nukleotidova excizni oprava
Oxaliplatina — 1,2 — diaminocyklohexan — oxalatoplatnaty komplex
RPA — replication protein A
RT — room temperature
SRY — sex determining factor

TBP — TATA box binding protein
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TCF -1 —T cell factor 1

Transplatina — trans — diammindichloroplatnata komplex
UBF — upstream binding factor

XPA — xeroderma pigmentosus complementation group A
XPE — xeroderma pigmentosus complementation group E

XPF — xeroderma pigmentosus complementation group F
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