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Abstrakt

Cisplatina je nejstar§im a dosud nejucinnéj$im protinadorovym lé¢ivem na bazi
platiny pouzivanym v klinické praxi. OvSem jeji mnohé vedlejsi ucinky a vznik
rezistence nadoru vici cisplatiné vedly védce k vyvoji platinovych cytostatik druhé
generace. Tato cytostatika druhé generace maji sice méné vedlejSich ucinkd, ovSem
spektrum pusobnosti je takika stejné jako u cisplatiny. V neposledni tadé je
nedostatkem téchto 1é¢iv jejich nespecifické ptisobeni. Jednim z moznych feseni tohoto
problému je fotoaktivace inertniho neaktivniho proléciva pfimo v misté¢ nadoru napf.

pomoci UV zafeni.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo stanovit rychlost vazby protinadoroveé
ucinné oxaliplatiny, derivatu cisplatiny, na DNA z teleciho thymu ve tmé a po aktivaci
UV zafenim a tyto ziskané vysledky porovnat s jiz zvefejnénymi vysledky fotoaktivace
protinadorové ucinné karboplatiny v praci Mlcouskova et al. (2012). K urceni rychlosti
vazby oxaliplatiny na DNA byly pouzity dvé odlisSné metody. Hlavni metodou byla
diferen¢ni pulzni polarografie ke stanoveni mnozstvi nenavazané (volné) platiny na
DNA. Druhou pouzitou metodou bylo odstranéni volné platiny pomoci chromatografie
na molekulovém sité, tzv. sephadexové kolonky. V tomto piipadé byla métfena
navazana platina na DNA pomoci atomové absorpéni spektroskopie. Ziskané vysledky
ukazaly, ze oxaliplatina se za tmy vaZe jen velmi pomalu a pii ozafeni UV zéafenim se
rychlost vazby zvysi jen nepatrné. Pfi srovnani téchto namétenych vysledkid s jiz
uvefejnénymi vysledky o karboplating v praci Mlcouskova et al. (2012) je ziejmé, ze
efekt fotoaktivace oxaliplatiny je témét zanedbatelny, oproti karboplating, u které je
efekt vyrazny. Pfi¢ina tohoto velmi rozdilného plsobeni fotoaktivace obou sloucenin
neni prozatim zndma a mohla by byt podmétem zkoumani v navazujicim magisterském

studiu.



Abstract

Cisplatin is the oldest and still the most effective anticancer platinum-based drug
used in clinical practice. However, many of its side effects and the emergence of tumor
resistance to cisplatin led scientists to develop second-generation platinum agents.
These cytostatic of the second generation have had less side effects, but the spectrum of
activity was almost identical as of cisplatin. Finally, the limitations in the clinical use of
these drugs consists also in their non-specific effects. One possible solution of this
problem is to photoactivate the inactive prodrug directly at the tumor site, e. g. by UV

irradiation.

The experimental part of this work was to determine the rate of binding of
antitumor oxaliplatin, analogue of cisplatin, to calf thymus DNA in the dark and after
activation of oxaliplatin by UV irradiation and compare these results with those already
published for antitumor carboplatin in the article by Mlcouskova et al. (2012). The rare
of oxaliplatin binding to the DNA was studied by two different methods. The
differential pulse polarography was the main method to determine the amount of
unbound (free) platinum to DNA. The second method was based on the removal of free
platinum by silica molecular networks, such as sephadex column. In this case, platinum
bound to the DNA was assessed by atomic absorption spectroscopy. The results show
that oxaliplatin binds to DNA very slowly in the dark. In contrast, UV irradiation
increased the binding rate only slightly. In comparison with the work by Mlcouskova et
al. (2012), it is evident that the effect of photoactivation of oxaliplatin is almost
negligible compared to carboplatin, which is photoactivated efficiently. The cause of the
very different effects of photoactivation of the two compounds is not yet known and

represents an interesting problem to be explored in the master study.



Seznam zkratek

A adenin
AAS bezplamenna atomova absorpéni spektroskopie
C cytosin

Cisplatina cis-diammindichoridoplatnaty komplex

DNA deoxyribonukleova kyselina

G guanin

Karboplatina cis-diammincyklobutandikarboxylatoplatnaty komplex

Oxaliplatina  (1R,2R-diammincyklohexan)oxalatoplatnaty komplex

PDT fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

I pocet molekul platinového komplexu navazanych na jeden
nukleotid

ri pocet molekul komplexu piipadajicich na jeden nukleotid

T tymin

VIS viditelné svétlo

uv ultrafialové zafeni
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1. Uvod

Nédorové onemocnéni, jakozto rakovina, je obecny nazev chorob, pfi kterych
télni bunky rostou a mnozi se nekontrolovatelnou rychlosti, pti¢emz ztraceji schopnost
apoptozy a bunka se stava nesmrtelnou. Téméi vSechny buiky v téle mohou podléhat
mutacim a ziskavaji tak schopnost proliferovat bez zabran. Mutace dédi i potomstvo
postizené buiiky a dal§im délenim mutovanych bunck vznikd nddor. Nador muze byt
benigni nebo maligni. Benigni nadory jsou nezhoubné a nesiii se v téle pacienta dale.

v _c7

dalsich casti t¢la, kde vytvari metastaze.

K mutacim Vv naSem téle dochazi neustidle. Ve vétSiné piipadi dochazi ke
spontannim mutacim, které jsou dany chybami pii replikaci DNA a dale ptipadné
chybami pfii opravé poskozené DNA. Dalsi mutace jsou spojeny s faktory vnéjsiho
prostiedi, které se nazyvaji kancerogeny. Mezi bézné kancerogeny patii tabdkovy kout,
UV a rentgenové zafeni, arzen, azbest a také benzen. Ackoliv je vétSina mutaci
slozitymi opravnymi mechanismy v téle odstranéna, pfesto nékteré bunky mutacim
podlehnou a zacinaji se nekontrolovateln¢ délit. Tyto mutované bunky se rychle déli a
rostou a vytvaii nador. Nadorové buriky se mohou §ifit krevnim fecistém po celém téle a

vytvaret metastaze.

Spektrum 1é¢by nadorovych onemocnéni je v dne$ni dobé pomérné Siroké, avsak
ne kazd4a metoda je vyuzitelnd pro dany typ nadoru. BéZznou metodou je chirurgicka
1é¢ba, pii které je operativné odstranén zhoubny nddor. Dalsi rozsifenou metodou je
radioterapie, coz je 1écba ionizujicim zarenim a jeji sofistikovanou formou je tzv. gama-
ntz. Velkym odvétvim 1écby rakoviny je chemoterapie, ktera spociva v podavani
lécivych cytotoxickych latek pacientovi, tzv. cytostatik. Nejvétsim problémem této
1é¢by je, Ze neni selektivni. To znamena, ze tyto latky pusobi jednak na nador, ale i na
okolni zdravou tkéan. DalS§im negativem této 1€cby jsou casté vedlejsi ucinky a vznik
rezistence na léc¢ivo. V posledni dob& se proto nejcastéji vyuzivd kombinované
chemoterapie, pii které se podavaji dvé a vice chemoterapeutika zaroven a dosahuje se
tak lepSich lécebnych ucinkl a také se sniZzuje vznik rezistenci. Mezi dalsi 1écebné
metody nadorovych onemocnéni se ftadi hormonélni 1éC¢ba, imunoterapie,

imunomodulac¢ni 1é¢ba a ve vyvoji je cileny transport 1é¢iv pomoci nanocastic.



Rakovina je druhou nejcastéjsi pfi€inou smrti a nejcastéji se v lidském téle
vyskytuje v plicich, prsou, prostaté a stfevech. Proto se védci po celém svEté snazi pfijit
na mechanismus vzniku rakovinného bujeni a také na mechanismus protinadorového
ucinku cytostatik. DalSim ukolem biomediciny je vyvoj novych terapeuticky

ucinngjsich a Setrngjsich analogi.
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2. Teoreticka cast

2.1. Cisplatina jako cytostatikum

Cisplatina je generickym nazvem pro cis-diammindichloridoplatnaty komplex
(Peyrontv chlorid) a jeji strukturni vzorec je na obr. 1 a). Syntetizovana byla poprvé
vroce 1844, ovSem jeji protinddorové ucinky byly objeveny roku 1965 americkym
biofyzikem Barnettem Rosenbergem (Brabec, 1998). Pivodné zkoumal vliv
elektrického pole na rist a déleni bakterii Escherichia coli. Pti experimentu vlozil do
zivného roztoku, ve kterém byly amonné soli a bakterie, platinové elektrody a pfi
zapnuti elektrického napéti se zastavilo déleni E. coli, avSak bunky stale rostly
(Rosenberg et al. 1965). Tento efekt vysvétlil tim, ze béhem elektrolyzy zacaly vznikat
slouceniny platiny podobné cisplatiné. Diky tomuto zjisténi Rosenberga napadlo, ze
slouCeniny platiny by mohly potlacovat déleni nadorovych bunék, tedy potlacit rtst
nadord. Tato domnénka byla potvrzena roku 1968 pfi testovani U€innosti cisplatiny na
nadorech u mysi, kdy doslo k regresi nadoru (Kelland 2007). Prvni pacienti v USA byli
cisplatinou 1é&eni roku 1971 a v roce 1978 byla cisplatina oficialné schvalena Utadem

pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) ke klinickému vyuziti v USA.

Cisplatina je také registrovanym lé¢ivem v Ceské republice a jeji vyuziti
v klinické praxi se stile zvysuje. Uplné remise je dosaZeno u vice neZ 85 % pacienttl
s nadory varlat, vysoce efektivni je 1 u 1écby nadort vajecnikli, mo¢ového méchyie a
prostaty (Brabec 1990). Uspé&chtl je taktéz dosazeno pfi 16&bé kostnich nadort, rakoviny
hlavy a krku, malobunééného karcinomu plic a délozniho ¢ipku (Lovejoy et Lippard
2009, Weiss et Christian 1993). Bohuzel toto cytostatikum nepotlacuje rist
nejcastéjsich lidskych nadori, jako jsou nadory tlustého stfeva a nadory prsu (Brabec
1998). Ackoliv je cisplatina velmi u¢innym lé¢ivem rakoviny a ma hlavni klinicky
vyznam, ma také mnohd uskali. Hlavnimi nevyhodami tohoto -cytostatika je
nefrotoxicita, toxicita pro gastrointestinalniho trakt (Kelland 2007), 1é¢bu doprovazeji
nezaddouci vedlejsi ucinky a ackoliv je cisplatina registrovdna jako lé€ivo, ma i
mutagenni a kancerogenni u¢inky (Brabec 1990, Brabec 1998). Dalsim uskalim 1é¢by je
rezistence nadord vuci cisplatiné. Rezistenci si muze nador vybudovat b&éhem

opakované 1éc¢by, anebo ma nador pfirozenou rezistence vici cisplatiné (Kelland 2007).
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Pfirozenou rezistenci ma napfi. kolorektalni karcinom, nador prsu ¢i plic. Rezistence je

tak hlavni ptekazkou v klinickém vyuziti.

V disledku téchto vySe popsanych problémi je zapotiebi stale navrhovat a
testovat nova 1éCiva, at’ uz je centralnim kovem platina, ruthenium (Brabec 1998,
Brabec 2002) ¢i jiny kov. Prehled cytostatik odvozenych od platiny je shrnut v kapitole
2.3. Platinova cytostatika druhé generace. Mnoho 1éCiv je dnes navrhovano racionalné,
K tomu je ovSem zapotfebi znat velmi dobfe mechanismus ucinku lé¢iva, ktery ovsem
stale neni u cisplatiny bezezbytku probadan. Proto je nezbytné nejen vyvijet 1éCiva
nova, ale stejn¢ tak dualezit¢ je se zabyvat jejich pilisobenim na molekularni a

biochemické Grovni.

Za zminku stoji, ze trans izomer diammindichloridoplatnatého komplexu,
transplatina (trans-diammindichloridoplatnaty komplex, trans-DDP), ktery je na obr. 1
B), nevykazuje protinadorovou aktivitu. Ackoliv i tento komplex vyvolava zmény
v konformaci DNA a jeji stabilité, tak i pfesto je jeho toxicita vii¢i nadorovym bunkdm
natolik slabd, Ze nema protinadorové Uc¢inky (Brabec 1990). Nicméné je tento komplex
vyuzivan ke studiu mechanismu ptsobeni cisplatiny (Brabec 1990).

cl NH,  H3N o

# &

e e
m/ \NHH CI/ \NH3
A) B)

Obr. 1 — strukturni vzorec cisplatiny (A) a jejiho izomeru transplatiny (B).

2.2. Mechanismus ucinku cisplatiny

Protinadorova aktivita cytostatika je komplexnim jevem a k tomu abychom jej
pochopili, je nutné brat v avahu mnohé aspekty. Cisplatina, jakozto komplex
prechodného kovu platiny, je elektrofilni a miize reagovat s mnoha bunéénymi slozkami
(Brabec 1990). Za kritické cilové misto plsobeni je povazovana ta bunécna slozka, ve
které¢ cisplatina vyvolavd 1ézi. V disledku 1éze dochazi k naruseni bunécnych

fyziologickych ¢i regulacnich dé€ju a to vede k zastaveni déleni buiky.
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Cisplatina je pacientovi podavana intravendzné. V krevnim fecisti se cisplatina
nachazi ve stabilni dichloroformé¢ a to diky vysoké koncentraci chloridovych iontl
v krvi (~100 mM, Jung et Lippard 2007, Kelland 2007). Pfedtim nez dosahne jadra
nadorové buiiky, mize v krevnim fecisti reagovat s riznymi slouceninami, predevsim se
slouceninami obsahujicimi siru (Brabec et Kasparkova 2005a). Thioly, glutation nebo
slouceniny siry jsou velmi reaktivni vici cisplating€ a inaktivuji ji jesté dfive, nez dorazi
do nadorové buriky. Naopak thiocthery, vetné L-methioninu, vytvaii s cisplatinou

aktivni meziprodukty a dale pak hydrolyzuji.

Cisplatina pronika do buiky dvéma zpasoby. Budto pasivni difuzi nebo
prosttednictvim aktivniho transportu, pomoci proteinovych pienasect, kterym je napf.
proteinovy komplex Ctrl, ktery ptfendsi ionty médi (Brabec et Kasparkova 2005a,
Kelland 2007). V cytoplazmatické membrané muze cisplatina reagovat s fosfolipidy a
fosfatidylserinem (Passeto et al. 2006). V cytoplazmé dochazi k hydrolyze cisplatiny,
z divodu niz8i koncentrace chloridovych iontd (3-20 mM, Jung et Lippard 2007,
Kelland 2007), tedy odstupujici chloridové ligandy jsou nahrazeny vodou a cisplatina
ptechazi do aktivni formy (Brabec et Kasparkova 2005a). Tato hydratovana forma
cisplatiny je siln¢ elektrofilni a mize tak reagovat s nukleofily v bunice. V cytoplazmé
mize opét reagovat se slouceninami obsahujicimi siru (Kelland 2007, Passeto et al.
2006) a s dusikatymi atomy na zbytcich nukleovych kyselin (Brabec et Kasparkova
2005a). V dusledku téchto reakci dochazi k Casteéné inaktivaci 1é¢iva. Cisplatina mize
byt z buiikky exportovano napt. pomoci transportéri médi (ATP7A, ATP7B) ¢i MRP2
pumpy jesté diive, nez se navaze na DNA, coz také piispiva k rezistenci (Kelland

2007). Vsechny tyto déje jsou zachyceny na obr. 2.
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Obr. 2 — priichod cisplatiny pres cytoplazmatickou membrdnu, hydrolyza cisplatina na aktivni
formu, reakce aktivni formy cisplatiny se slouceninami siry, priichod hydratované formy do
jadra bunky, aktivni export z buiiky (prevzato z: Kelland 2007 a upraveno).

V buiice je cilovym mistem cytostatického plsobeni aktivované formy cisplatiny
DNA (Brabec 1990, Jung et Lippard 2007). Zajimavym faktem je, ze asi jen 10 %
cisplatiny se vaze k DNA. Dale bylo zjisténo, Ze na jednu molekulu DNA pfipada
v priméru 22 molekul platnatého komplexu. Rozsah vazby na ostatni makromolekuly je
vyrazné niz8i, rozsah vazéani na jednu molekulu RNA je 170 az 33000 krat mensi neZ na
DNA a na jedu molekulu bilkoviny 33000 krat mensi (Brabec 1990). Je tedy patrné, zZe
mnoho makromolekul v buiice reaguje s farmakem, ale pouze reakce 1é¢iva s DNA ma

farmakologické ucinky.

Cisplatina se na DNA vaze ve dvou krocich. Nejprve je jeden z chloridovych
ligandti nahrazen vodou a pfechazi do aktivni monoaqua formy. V této aktivni forme se
kovalentné vaze do velkého zlabku k purinovym bazim, preferen¢né na guanin ¢i adenin
v poloze dusiku N’ (Jung et Lippard 2007). Pfi¢emz cisplatina reaguje preferenéné se
zbytky guaninu (Brabec et Kasparkova 2005a) a na DNA se vytvaii monofunkéni adukt.
Ve druhém kroku je zbyly chloridovy ligand vyménén za vodu a v ptipadé, Ze je
Vv blizkosti aduktu dalsi reaktivni misto, tak se vytvaii bifunkéni adukt (Jung et Lippard
2007). Tyto bifunk¢ni adukty jsou nejcastéji vnitrofetézcové nebo mezifetézcové, méne
Casto se mohou vyskytovat i jiné typy adukti. Schéma vazby cisplatiny na DNA je

popsano na obr. 3.
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Obr. 3 — schéma vazby monoaqua komplexu na dusik N guaninu. Ndslednd tvorba
vhitroretézcového ¢i meziretézcového bifunkcéniho aduktu (prevzato z: Kelland 2007 a
upraveno).

V nejvétsim poctu se vyskytuji adukty s vnitrofetézcovymi mistky, a to
pfedevS§im mezi dvéma sousednimi guaniny 1,2-GG, pfipadné mezi guaninem a
adeninem 1,2-AG (Brabec 1990, Jung et Lippard 2007). Cetné&jsi je adukt 1,2-GG, ktery
se vyskytuje v 63-65 % piipadu a adukt 1,2-AG v 22-25 % ptipadd. Méné Castym
aduktem, ktery se vyskytuje v 5-10 % piipadi, je vnitrofetézcova vazba (mistek)
1,3-GXG mezi dvéma guaniny oddélenymi jednou bazi X, kde X je A, C ¢i T. Dal$imi
adukty jsou mezifetézcové mustky, kdy se cisplatina vaze na dva guaniny
v komplementarnich fetézcich (5’-GC/5’-GC), a monofunk¢ni adukty (Jung et Lippard
2007). Karboplatina a oxaliplatina vytvafi stejné adukty jako cisplatina. Nejcetn&j$im

aduktem je 1,2-GG vnitrofetézcovy mustek.

Adukty cisplatiny vytvafi strukturni zmény v DNA, které jsou zobrazeny na obr.
4. Tyto zmény ve struktufe mohou byt zptisobeny ohybem, kracenim ¢i odvijenim DNA
zmény v konformaci DNA zpusobuji 1,2-GG a 1,2-AG adukty. Tyto konformacni
zmény maji velky vliv na metabolické procesy v burice, replikaci, transkripci a opravné
mechanismy, pficemz tyto déje inhibuji (Brabec et Kasparkova 2005a, Jung et Lippard
2007). Jelikoz jsou replikace a transkripce nezbytné pro déleni bunék, ma jejich inhibice

cytotoxické ucinky.
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Obr. 4 — zmeny v konformaci DNA. (A) adukt 1,2-GG, (B)vnitroretézcovy adukt 1,3-GXG a (C)
meziretezcovy adukt 1,3-GXG, tyto obrazky bylo vytvoreny pomoci programu PyMol (prevzato
z: Jung et Lippard 2007).

2.3. Platinova cytostatika druhé generace

Ackoliv je cisplatina velmi u¢innd v 1é¢bé nékterych nddori, ma i mnoho
negativnich uc¢inkt. Od jejiho zavedeni do klinické praxe bylo testovano velké mnozstvi
analogl cisplatiny, jakozto potencionalnich protinddorovych 1é€iv, ovSem jen zlomek
proSel klinickymi testy a UspéSné se vyuZzivd v praxi. Tyto analogy jsou vyvijeny
pfedevSim za ucelem minimalizace vedlejSich GCinkl, rozSifeni spektra plisobnosti,
vylepSeni farmakologickych vlastnosti a jsou hledany komplexy s aktivitou proti
rezistentnim nadorim (Brabec et Kasparkova 2005a). Platinova cytostatika druhé
generace vznikla modifikaci cisplatiny pouzitim jiné funkéni skupiny misto
odstupujicitho chloridového ligandu a déale nahrazenim neodstupujicich amonnych

skupin jinym ligandem. Centralnim atomem zlstava platina v oxidacnim stupni II.
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2.3.1. Karboplatina

Jako prvni cytostatikum druhé generace byla piedstavena karboplatina (cCis-
diammincyklobutandikarboxylplatnaty komplex), jejiz strukturni vzorec je na obr. 5.
Toto cytostatikum je schvaleno ke klinickému pouziti na celém svété od roku 1989
(Brabec et Kasparkova 2005a, Kelland 2007). Vyhodou karboplatiny je nizsi toxicita
oproti cisplatiné a mize byt podavana ve vétsich davkach, stdle ovSem intraven6zné.
Snizené toxické ucinky v nadorovych bunkach a piijatelnéjsi vedlejsi ucinky lze ptipsat
niz8i reaktivité karboplatiny s nukleofily (Kelland 2007). Bohuzel je G¢inna na stejny
typ nadort jako cisplatina, a to pfedev§sim na rakovinu vajecnikii a varlat. Lécbu vSak
stale provazi mnohé vedlejsi U¢inky a pii opakované 1écbe opét vznikéd rezistence
nadorovych bunék na toto cytostatikum. Ve srovnani s cisplatinou neni karboplatina
nefrotoxickd, je mén¢ toxickd pro gastrointestinalni trakt a také je méné neurotoxicka.
Hlavnim vedlej$im ucinkem je myelosuprese (potlaceni krvetvorby kostni dfen¢), ktera

limituje podanou davku karboplatiny.

Obr. 5 — strukturni vzorec karboplatiny.

Odstupujici atomy chloru byly nahrazeny cyklobutandikarboxylatovym ligandem,
ktery disociuje ve vodném prostfedi pomaleji a tim zajiStuje niz$i toxicitu. Z tohoto
divodu je ovSem nutné podavat karboplatinu ve vyssi koncentraci, nebot’ DNA adukty
vytvaifi pomaleji. Adukty tvofené karboplatinou jsou podobné tém, které tvoii
cisplatina, nicméné maji odlisnou sekvenéni preferenci (Blommaert et al. 1995 cit. v

Brabec et Kasparkova 2005a).

2.3.2. Oxaliplatina
Oxaliplatina  ((1R,2R-diammincyklohexan)oxalatoplatnaty komplex), jejiz
strukturni vzorec vidime na obr. 6, byla do klinické praxe zavedena pozdéji nez

karboplatina. Jako prvni byla schvalena pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu (Lovejoy et
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Lippard 2009). Prvni klinické studie byly provedeny jiz v roce 1992 (Kelland 2007),
kdy se prokézalo, Ze spolu s 5-fluorouracilem a leucovorinem vykazuje dobrou uc¢innost
vaci nadoru tlustého stieva rezistentnimu na cisplatinu (Brabec et Kasparkova 2005a).
Roku 2002 byla oficialné schvalena Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) ke

klinickému vyuziti.
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Obr. 6 — strukturni vzorec oxaliplatiny.

V tomto ptipadé byly odstupujici atomy chloru u cisplatiny nahrazeny oxaldtovym
ligandem a neodstupujici amonné skupiny nahrazeny ligandem RR-dach
(dach=diaminocyklohexan). Hydrolyza u oxaliplatiny je opét pomalejsi nez u cisplatiny
(Brabec et Kasparkova 2005a) a béhem hydrolyzy disociuje oxalatovy ligand. Mista,
kde oxaliplatina tvofi na DNA adukty, jsou témét totozna s cisplatinou. Nicméné
nckteré studie ukazuji, ze oxaliplatina je méné reaktivni a tvoii DNA adukty hiie nez
cisplatina (Pizarro et Sadler 2009). I pfes nizsi reaktivitu oxaliplatiny s DNA, vykazuje
podobnou nebo vyssi cytotoxicitu v nékolika lidskych nadorech (Brabec et Kasparkova
2005a). Zajimavé je i to, Ze oxaliplatina vyzaduje mén€ DNA 1ézi k dosazeni inhibice

rustu nddorovych bunék, nez je tomu u cisplatiny.

2.3.3. Nedaplatina

Nedaplatina (cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex) je cytostatikum pouzivané
vyhradné v Japonsku (Brabec et Kasparkova 2005b, Kelland 2007, Lovejoy et Lippard
2009) a jeji strukturni vzorec je na obr. 7. Vyuziva se k 1é¢be nadord hlavy a krku, plic,
jicnu, varlat, vaje¢niki a délozniho ¢ipku. Oproti cisplatin€ je sice nedaplatina méné
toxicka, ma vsak podobné protinadorové vlastnosti a neni tedy vyrazné vyhodnéjsi

(Brabec et Kasparkova 2005b).
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Obr. 7 — strukturni vzorec nedaplatiny.

2.3.4. Lobaplatina

Lobaplatina (strukturni vzorec na obr. 8) je prozatim vyuZzivana pouze v Ciné
k 1é¢b¢ chronického myeloidni leukemie a malobunééného karcinomu plic (Boulikas et
al. 2007). Lobaplatina dokon¢ila II. Klinického testovani v USA, Australii, Evrop¢,
Brazilii a Jizni Africe a mohla by byt schvalena pro 1écbu riznych typi rakoviny véetné
rakoviny prsu, jicnu, plic, vajeénikii a chronické myeloidni leukemii. Zasadnim
vedlej§im U¢inkem je trombocytopenie a davka je tedy zévisld na funkci ledvin
pacienta. Toto cytostatikum by mohlo ptfedstavovat pokrok ve vyvoji platnatych 1é¢iv,

jelikoz je ui¢inné i u nddort rezistentnich vuci cisplating a karboplating.
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Obr. 8 — strukturni vzorec lobaplatiny.

2.3.5. Heptaplatina

Heptaplatina je schvalenym lé¢ivem pouze v Jizni Koreji a to pro lécbu
karcinomu zaludku (Boulikas et al. 2007). Preklinické testy naznacuji jeji vetsi
protinddorovy uc¢inek a niz$i toxicitu, nez je tomu u cisplatiny. A to pfedevS§im nizsi
nefrotoxicitu. Heptaplatiny byla zkoumana jako 1é¢ivo proti naddoru hlavy a krku
v kombinaci s 5-fluorouracilem nebo paclitaxelem. Jeji strukturni vzorec je znazornén

na obr. 9.
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Obr. 9 — strukturni vzorec heptaplatiny.

2.3.6. Pikoplatina

Pikoplatina, strukturni vzorec je na obr. 10, je stale ve fazi klinického testovani,
ale pfindsi ptiznivé vysledky. Je G€inné na rakovinné buiiky, které jsou rezistentni vici
cisplatiné (Kelland 2007, Lovejoy et Lippard 2009). V II. fazi klinického testovani se
osvédcila pii 1é¢bé malobunééného karcinomu plic. V 1. fazi je testovani pikoplatiny
v kombinaci s 5-fluoruracilam a leucovorinem na rakovinu tlustého stfeva a ve Il. fazi u
karcinomu prostaty, kde je Pikoplatina v kombinaci s docetaxelem. Oproti cisplating

neni neurotoxickd a nefrotoxicka, vedlej§im ucinkem zlstdva myelosuprese (Kelland

2007).

Obr. 10 — strukturni vzorec pikoplatiny.

2.3.7. Satraplatina

Satraplatina, jejiz strukturni vzorec je obr. 11, je prvnim platnatym cytostatikem,
které je podavano peroralné (Kelland 2007). V roce 2007 byla schvalena Ufadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) k 1é¢bé rakoviny prostaty. Studie také ukazala, ze
satraplatina snizuje riziko progrese onemocnéni bez ohledu na typ predchozi
chemoterapie (McKeage 2007). Opét vedlejSim ucinkem zlstava myelosuprese
(Lovejoy et Lippard 2009).
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Obr. 11 — strukturni vzorec satraplatiny.

2.4. Aktivace komplexii platiny zafenim

Velka nevyhoda jiz zavedenych cytostatik, jako je cisplatina, karboplatina ¢i
oxaliplatina, je, Ze ptsobi nespecificky a tim poskozuji i zdravé, nenaddorové bunky a
tkané. V dnesni dob¢ je jiz n€kolik strategii jak tomuto ptedejit a jedna ze strategii jak
vylepsit specificitu U€inku, tedy omezit se pouze na nadorovou tkai, je pfipravit inertni
neaktivni prolé¢ivo a aktivovat jej piimo v misté nadoru. Aktivace proléciva
v konkrétnim misté mutze byt provedena vice zpusoby a jednim z nich je aktivace
zafenim, které je zacileno jen na dané misto. Této strategie se da dobfe vyuzit pii 1é¢bé
lokalizovanych nadort piistupnych zatfeni, jako je napf. rakovina mocového méchyfte,
gastrointestinalniho traktu, gynekologické nadory, nadory plic a jicnu, které jsou dobie
ptistupné endoskopicky a pak samoziejmé nadory kuze (Bednarski et al. 2006, Juarranz
et al. 2008). Hlavnim divodem pro¢ musi byt nador co nejvice pfistupny zateni, je ze
UV zéfeni pii vinové délce 365 nm pronika tkani pouze do hloubky 1 mm (Berners-
Price 2011). Viditelné zafeni pronik4 do vétsi hloubky, napt. zelené do 3 mm a Cervené

do 5 mm.

2.4.1. Fotodynamické terapie

Fotodynamicka terapie méa své pocatky jiz ve staroveku, kdy ji vyuZzivali
Egyptané k 1é€bé koznich onemocnéni jako je tieba vitiligo ¢i psoridza (Fitzpatrick et
Pathak 1959 cit. v Perviaz et Olivo 2006). Fotodynamicka terapie v pravém slova

smyslu se zacala vyvijet pocatkem 20. stoleti, kdy prof. Von Tappeiner se studentem
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mediciny Oscarem Raabem zjistili, Ze kombinace akridinové Cervené spolu se svétlem
ma na prvoky rodu Paramecium letalni u¢inky (Juarranz et al. 2008, Perviaz et Olivo
2006). Tento fotodynamicky efekt potvrdil Von Tappeiner spolu s dermatologem
Jesionkem roku 1903, kdy aplikovali topicky eosin a bilé svétlo pti 1é¢bé kozniho
nadoru. Profesor Von Tappeiner déle zjistil, Ze pro U¢inny efekt je nutnd pfitomnost

kysliku a roku 1907 poprvé uzil vyrazu fotodynamicky efekt.

Fotodynamicka terapie (PDT, photodynamic therapy) je minimalné invazivni
metoda schvalena ke klinickému vyuziti jak pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni, tak i
pro nenadorové onemocnéni, piedevSim dermatdzy. Pri této 1€cbé se vyuziva
spoluptisobeni svétla, fotosenzitivni latky a molekularniho kysliku. Fotosenzitizér se
selektivné hromadi v nadorové tkani a tumor je nasledné ozafen svétlem o konkrétni
vlnové délce, které odpovida absorpénimu maximu senzitizéru (Jurranz et al. 2008).
VInové délka se obvykle pohybuje v ¢ervené oblasti spektra, tedy okolo 600 nm a vyssi,
jelikoZ ¢ervené svétlo pronika hloubégji do tkéni. Fotosenzitizér je sdm o sobé¢ netoxicky
a ma vlastni fluorescenci, ¢ehoz se da dobfe vyuzit k diagnostice (Perviaz et Olivo
2006), dale musi byt ve tmé nereaktivni. K co nejpiesnéjSimu osvétleni konkrétniho
mista se vyuzivaji lasery, luminiscen¢ni diody, LED (Light-Emitting Diode) ¢i opticka
vldkna. Fotosenzitizér svétlo absorbuje a vznikaji excitované stavy, které reaguji se
substratem a molekularnim kyslikem za vzniku reaktivnich forem kyslik (ROS),
piedevsim singletniho kysliku 10 (Jurranz et al. 2008). Tyto fotoprodukty jsou
cytotoxické a pomérné rychle degraduji membranové lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny, vlivem oxidativniho stresu. Vyvolané zmény v jejich struktufe vedou
K buné¢nému poskozeni a dale k bunétné smrti ve formé nekrozy a apoptozy. PDT
nema kromé fotosenzibilizace klize vedlejsi ucinky a dalsi vyhodou je, Ze je tato metoda
selektivni. Jednim z problémi ovSem muze byt nedostatek kysliku, kterého je uvnitt

nadoru malo a je potfebny pro reakci.

Pro metodu PDT bylo do klinické praxe schvaleno pouze nékolik malo
fotosenzitizéri. Je to Photofrin, ktery byl schvalen roku 1994 v Kanadé a dnes se poziva
témer na celém svéte predevsim k 1é¢bé karcinomu jicnu (Jurranz et al. 2008). DalSim
schvalenym fotosenzitizatorem byl roku 2001 Foscan k 1é¢bé karcinomt hlavy a krku.

A dal$imi dvéma jsou Levulan a Metvix, které¢ jsou urceny pouze pro topické pouziti.
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2.4.2. Fotoaktivace platicitych komplexi

Centralnim atomem plati¢itych komplext je platina v oxida¢nim stupni IV a na
n¢j se vazi ligandy. Pti fotoaktivaci prechazi platina z oxida¢niho stupné IV na oxidacni
stupenn Il. Do této skupiny proléciv patii dijodoplatic¢it¢ komplexy, u kterych pii
fotoaktivaci odstupuji jodidové ligandy. Tyto komplexy vsSak nejsou vhodné pro
klinické pouziti, jelikoz komplex se redukuje na aktivni formu Pt(I) jesté pred
ozafenim, z divodu reakce s thioly, pifedev§im glutationem (Bednarski et al. 2006,

Bednarski et al. 2013).

Vyznamnéjsi skupinou jsou diazidoplati¢it¢ komplexy. Nékterymi ze zastupct
této skupiny jsou napi. cis, trans, cis-[Pt(N3)2(OH)2(NHs),] (FM58), cis, trans-
[Pt(en)(N3)2(OH),] (FM59), trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NHs)2] (FM137) a trans,
trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NH3)(pyridin)] (FM165), jejichz strukturni vzorce jsou na
obr. 12 (Bednarski et al. 2013). Tyto komplexy byly vyvinuty skupinou védct okolo
prof. Petera Sadlera a jejich budoucnost je velmi slibnd z divodu jejich vynikajici

stability za tmy a schopnosti cytotoxicity po ozafeni UV zafenim.
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Obr. 12 — strukturni vzorce diazidoplaticitych komplexii. (A) - cis, trans, cis-
[Pt(N3).(OH),(NHs),] (FM58), (B) - cis, trans-[Pt(en)(Ns).(OH),] (FM59), (C) - trans, trans,
trans-[Pt(Ns),(OH),(NHs),] (FM137), (D) - trans, trans, trans-[Pt(N3)2(OH)2(NH3)(pyridin)]
(FM165), prevzato z Bednarski et al. 2013 a upraveno.

Cytotoxicita latek FM58 a FM59 je horsi ¢i srovnatelna s cisplatinou, ackoliv
adukty DNA tvoii mnohem rychleji nez cisplatina (Bednarski et al. 2006). Fotoaktivace
téchto chemoterapeutik ma ohromny vliv na morfologii nadorovych bunék a na jejich
nasledny rozpad. A mechanismus ucinku téchto proléciv se vyznamné odliSuje od
mechanismu uc¢inku cisplatiny. Zajimavy je i fakt, ze trans komplex FM137 je po

ozafeni UV zafenim ptinejmensim stejné aktivni jako cisplatina (Berners-Price 2011).
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Nejvyznamnéjsim komplexem této skupiny je komplex trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH),(pyridin),] (FM190), jehoz strukturni vzorec je na obr. 13. Prestoze je
inertni vici hydrolyze, je ucinny i na nadory rezistentni na cisplatinu (Berners-Price
2011). Prilomem je i jeho aktivovatelnost nejenom UV zafenim, ale i viditelnym
svétlem, pfedevsim pak modrym a zelenym svétlem (Berners-Price 2011, Pracharova et
al. 2012). Dalsim kladem je jeho silna fototoxicita i pfi nizké davce ozareni. Tento
komplex je vhodnym kandidatem pro preklinické testovani na zvifecich modelech

nadort (Bednarski et al. 2013).
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Obr. 13 — strukturni vzorec komplexu trans, trans, trans-[Pt(N3).(OH)x(pyridin),] (FM190.)

Velkou vyhodou fotoaktivace chemoterapeutik je, ze pii aktivaci téchto komplext
neni nutna pfitomnost molekularniho kysliku, jako tomu bylo u PDT (Bednarski et al.
2006). Pii ozateni vytvari tyto komplexy reaktivni formy dusiku (RNS) a je
pravdépodobné, ze pravé RNS jsou pro nddorovou buiiku cytotoxické, podobné jako

tomu bylo u reaktivnich forem kysliku u PDT (Bednarski et al. 2013).

2.4.3. Fotoaktivace platnatych komplexi

Jak jiz bylo zminéno vyse, ackoliv je cisplatina protinadorové Uc¢inna, jeji trans
izomer transplatina cytotoxicka neni. Velmi zajimavy je proto fakt, Ze po ozafeni UV
zafenim je transplatina téméf stejné cytotoxicka jako cisplatina, a to predevSim
v disledku zvySené tvorby mezifetézcovych mustkt (Heringova et al. 2006). Kdezto
cytotoxicita cisplatiny je ozafenim ovlivnéna jen velmi malo. Pfesto bylo zjisténo, Ze pii
kombinaci cisplatiny a ionizujiciho zafeni na DNA in vitro, dochazi ke zvyseni rozsahu
konformac¢nich zmén DNA (Vrana et Brabec 1986).

Zateni nemusi byt vyuZivano pouze pro nové plati¢ité komplexy, které byly
vyvinuté specidlné k tomuto uGcelu. Zafeni se mize kombinovat i sjiz zavedenymi
platnatymi cytostatiky jako je napf. karboplatina. Ml¢ouskova et al. (2012) zjistili, ze
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pii ozafovani vzorku DNA s karboplatinou UV zafenim o vinové délce 365 nm, je po 5
hodinach navazano vice nez 50 % karboplatiny na DNA. KdeZto u vzorku karboplatiny
s DNA, ktery byl uchovan po tmé ¢i ozafen viditelnym svétlem, bylo po 5 hodinach
navazdno méné nez 10 % karboplatiny na DNA, a po 45 hodinédch bylo navazano okolo
30 % karboplatiny. Karboplatina se tedy stavda mnohonasobné reaktivnéjs$i vlivem UV
zateni a diky tomuto poznatku by se mohly zlepsit vysledky 1écby. Karboplatina je tak

dalsim kandidatem v 1é¢bé rakoviny pomoci fotoaktivovatelnych chemoterapeutik.

vr o ee

cytostatika. Jednim z nich by mohla byt i oxaliplatina, coZ je komplex testovany na Vvliv

zateni v dalsi casti této prace.

2.5. Diferenc¢ni pulzni polarografie

Polarografie se fadi mezi elektrochemické analytické metody. Byla objevena roku
1922 Cechem Jaroslavem Heyrovskym, ktery za ni obdrzel roku 1959 Nobelovu cenu
za chemii. Tato metoda slouzi ke kvalitativni i kvantitativni analyze oxidovatelnych
nebo redukovatelnych latek v roztoku. Princip je zaloZen na vyhodnocovéni zavislosti
elektrického proudu na napéti, které je privedeno na dvojici elektrod, které jsou
ponofeny v elektrolytu, kde dochazi k elektrolyze. Vysledkem méfeni jsou kiivky, tzv.
polarografické vlny, jejichz polohy charakterizuji jednotlivé druhy latek. Touto

metodou 1ze urcit i koncentraci latky, ktera se uréuje z velikosti proudu.

Jak bylo zminéno vySe, polarograficky experiment spo¢ivda ve vyhodnocovani
zavislosti proudu na napéti pfivedeném na dvojici elektrod, ponofenych do
elektrolyzovaného roztoku. Jedna elektroda je dokonale polarizovatelna a druha je
nepolarizovatelna elektroda. Tou dokonale polarizovatelnou elektrodou (katoda) je
rtutova kapkova elektroda, nepolarizovatelnou mize byt napt. nasycena kalomelova
nebo argentchloridova elektroda. Rtut'ova kapkova elektroda je tvofena tlustosténnou
sklenénou kapilarou, na jejimz konci pravidelné odkapava kapka rtuti. Na povrchu této
kapky se pak vytvaii elektricka dvojvrstva. Zvysuje se rozdil potenciali mezi anodou a
katodou a dochdzi k vylu€ovéani iontd na katodé a nésledné nartsta proud. Velikost
proudu je vSak omezena mnozstvim iontl, které mohou ke katod¢ z roztoku ptrichazet.

Proud se pfestava zvétSovat, jakmile se vyrovna mnozstvi vylucujicich iontl a ionta
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pfichazejicich z roztoku. Pro kazdé nasledujici méfeni je vytvorena nova rtut'ova kapka.
Vodivost roztoku je zajisténa zakladnim elektrolytem. Vysledkem méfeni je

polarogram.

Diferen¢ni pulzni polarografie je, spolu s dalsimi sofistikovanymi metodami jako
napt. AAS, fluorescencni spektroskopie ¢i vysokotlaka kapalinova chromatografie
(HPLC), vhodnou a velmi citlivou metodou pro stanoveni vazby platnatého i
platinového 1é¢iva na DNA (Kim et al. 1990). Diferenc¢ni pulzni polarografie slouzi ke
stanoveni volné (nenavazané) platiny na DNA V pfitomnosti DNA nebo komplexu
DNA-platina bez nutnosti separace volné platiny z reakénich produkti. Mg¢feni se
provadi v elektrolytu, ktery je sloZzeny z formaldehydu, hydrazinu a kyseliny sirové
(FHSA elektrolyt). Metoda je zalozena na méfeni polarografického katalytického
proudu vylu¢ovani vodiku poskytovaného komplexy platiny v prostiedi zdkladniho
elektrolytu obsahujiciho formaldehyd — hydrazin — kyselina sirova, ve kterém se DNA
nebo komplex DNA-platina vysrazi (Kim et al. 1990). Mezi vyhody této metody patii
predevsim jednoduchost, rychlost a vysoka citlivost. Diky rychlosti méfeni lze tuto
metodu pouzit pro studium kinetiky vazby platnatého 1é¢iva na DNA. Citlivost
diferenéni pulzni polarografie ke stanoveni platiny v roztoku je 10° M, coz se ukézalo
jako vyhoda napt. pii pokusech, ve kterych se pouzivaji plasmidové nebo virové DNA,

protoze tyto vzorky jsou obvykle k dispozici jen v omezeném mnozstvi.

Mg¢teni bylo provedeno na pfistroji EG&G Princeton Applied Research Model
384B Polarographic Analyzer, ktery je na obr. 14. Méfeni bylo provedeno s vyuzitim
tiielektrodového systému. Pracovni elektroda byla rtutova kapkova, argentchloridova
elektroda slouzila jako referen¢ni elektroda a jako pomocna elektrodou byla pouzita
elektroda z pyrolytického grafitu. Pracovni elektroda byla polarizovana na potencialy
vrozmezi -0,4 az -1 V (proti argentchloridové elektrod€¢) pii rychlosti polarizace
elektrody 50 mV/s (Kim et al. 1990). Odkapavani rtutové kapky bylo nastaveno na

interval 1 s.
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Obr. 14 — polarograf EG&G Princeton Applied Research Model
384B Polarographic Analyzer.
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3. Cil prace

Vypracovat prehled dosud zndmych informaci o interakcich DNA
s protinadorové ucinnymi komplexy platiny, se zvlaStnim zaméfenim na
aktivace sloucenin tézkych kovi, predevsim platiny, ultrafialovym a viditelnym
zéatrenim.

Provést experimenty zaméfené na stanoveni rychlosti vazby oxaliplatiny na
DNA z teleciho thymu ve tmé a po aktivaci UV zafenim.

Ziskané vysledky srovnat sudaji zodborné literatury, které se tykaji
fotoaktivace karboplatiny a diskutovat je z hlediska biologické aktivity obou

sloucenin.
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4. Material a metody

4.1. Pouzité chemikalie
Vsechny chemikalie byly p. a. Cistoty.
Ve vSech experimentech byla pouzita deionizovana voda.

e DNA zteleciho thymu (obsah G+C part 42 %, primérna molekulova
hmotnost M, = 20000 kDa) ptipravena dle postupu, ktery byl popsan
vV literatuie (Brabec et Palecek 1976)

e Kyselina sirova od firmy Penta (Chrudim, CR), formaldehyd a hydrazin od
firmy Sigma (Praha, CR) pro pfipravu elektrolytu

e Chloristan sodny zakoupeny od firmy Sigma (Heidelberg, Némecko)

e Sephadex G-50 (Coarse) od firmy Sigma (Praha, CR)

e Oxaliplatina od firmy Sigma (Praha, CR)

e Karboplatina od firmy Sigma (Praha, CR)

e RR-DACH byl ziskan darem od prof. Natile (University Bari, Italie)

e Cisplatina od firmy Sigma (Praha, CR)

e Deionizovana voda (m&rmé vodivost k = 0,005 pS-cm™)
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4.2. Metody

4.2.1. Priprava elektrolytu

Elektrolyt slouzi k métfeni rychlosti vazby platinovych komplexti na DNA
s vyuzitim diferen¢ni pulzni polarografie. Do 5 ml elektrolytu, ktery se sklada z 0,08 M
formaldehydu, 0,008 M hydrazinu a 0,75 M kyseliny sirové, je pfidan analyzovany
vzorek (5 ul ¢i 10 pl). V elektrolytu dochazi k okamzitému srazeni DNA, ¢imz dochazi

k zastaveni reakce platinového komplexu s DNA.

4.2.2. Priprava vzorki

Teleci thymova DNA (20 pg'ml™) byla rozpusténa v prostiedi NaClO4 (10 mM).
Smés byla protiepana na Vortexu a nasledné byl vzorek sto¢en na mikrocentrifuze. Poté
byl ke smési pfidan dany komplex platiny, vzorek byl opét protiepan na Vortexu a
okamzité byl uschovan do tmy, piipadné vloZzen do fotoreaktoru, kde byl ozafovan
svétlem UV (Amax = 365 nm). V obou piipadech byly vzorky uchovavany pfi teploté 37
°C. Hodnota r; (pocet molekul komplexu pfipadajicich na jeden nukleotid na pocatku
reakce s DNA) byla 0,08. Doba ozafovani byla u jednotlivych komplexti rizna.
Nésledné byly v rGznych casovych intervalech odebirdny alikvoty a vyhodnocovany
pomoci diferen¢ni pulzni polarografie, nebo pomoci metody Sephadexovych kolonek a

naslednou analyzou pomoci AAS.

4.2.3. Ozarovani platnatych komplexi

Komplexy platiny byly aktivovany UV zafenim. Fotoaktivovatelné komplexy
byly ozafovany ve fotoreaktoru Luzchem LZC-ICH2 sregulatorem teploty. Teplota
byla nastavena na 37 °C. Ve fotoreaktoru se nachazi 16 lamp pro UV zafeni (Amax = 365

nm, 3,5 mW/cm?).
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4.2.4. Méreni kinetiky pomoci diferen¢ni pulzni polarografie

K méfeni volné (nenavéazané) platiny na DNA byla pouzita metoda diferencni
pulzni polarografie na rtutové kapkové elektrodé. K méteni byl pouzit ptistroj EG&G
Princeton Applied Research Model 384B Polarographic analyzer. Tento pfistroj je
slozen ze tfielektrodového systému. Podrobnéji je diferencni pulzni polarografie
rozebrana v teoretické ¢asti, kapitola 2.5. Diferen¢ni pulzni polarografie.

V urcitych casovych intervalech byly odebirany alikvoty vzorku, které byly
pipetou preneseny do 5 ml zakladniho elektrolytu. Nasledné byla tato smés analyzovana
na polarografu. Polarograficky signdl je v tomto piipadé umérny koncentraci volné
platiny. Mnozstvi navazané platiny na DNA (v %) Ize pak snad spocist dle vzorce

Z(%) = 100 — (2 - 100),

Ipo

kde Iyt znaci velikost proudové odezvy pro volny platinovy komplex ze vzorku v Case t a
loo znaci velikost proudové odezvy v case t = 0 min, kdy je 100 % komplexu

nenavazano na DNA.

4.2.5. Méreni kinetiky pomoci ASS

Kromé predchozi metody, kterd byla pouZita ve vétsiné pfipadi, se rychlost vazby
platnatych komplexi na DNA meéfila i pomoci AAS.

Vzorky byly v tomto pfipadé ozafovany maximalné po dobu 3,5 hod v zavislosti
na druhu komplexu. V pribéhu ozafovani byly odebirany v riznych ¢asovych
intervalech alikvoty a nasledné byly filtrovany ptes kolonky obsahujici Sephadex G-50,

¢imz byla odstranéna volna (nenavazand) platina.

Do pfipravenych kolonek svatou a Sephadexem byly odebirdny v riiznych
Casovych intervalech alikvoty o objemu 100 pl. Kolonky se vzorky se daly stacet na 4
minuty pii 2500 otdckach za minutu. Timto procesem byla ze vzorku odstranéna volna
platina. DNA s navazanou platinou pii staceni stekla do ependorfky, ve které je vzorek
uchovan pro dal$i analyzu na ASS ¢i pro méfeni koncentrace vzorku na

spektrofotometru.
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Nakonec byly v daném roztoku DNA pomoci AAS stanovena koncentrace
platiny. Hodnota r, (pocet molekul platinového komplexu navazanych na jeden
nukleotid) pak byla vypoctena jako podil koncentrace platiny ku koncentraci DNA, kdy

koncentrace DNA je uvedena jako koncentrace nukleotidi.

4.2.6. Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla m&fena na spektrofotometru DU®730, Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA. Spektrum bylo proméfovano v rozmezi 200 — 400 nm, pticemz
dalezité jsou pro nas vinové délky 260 nm, 280 nm a 350 nm. A to z divodu, Ze pii 260
nm absorbuje DNA, pti 280 nm RNA a pii 350 nm absorbuji proteiny. Za standard byl
zvolen NaClO4 (10 mM). Z poméru absorbance A pii 260 nm a 280 nm Ize usoudit na
Cistotu vzorku. Pii zne€isténi vzorku bilkovinami vychazi pomér téchto dvou absorbanci
pod 2,0. V bézné praxi staci, kdyz se pomér absorbanci pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0.

Pomoci absorbance A pii 260 nm (méfeni v kyveté, kdy délka drahy paprsku ve

vzorku je L [cm]) 1ze vypoéist i koncentraci DNA dle nasledujiciho vzorce
A
¢ [ng-ml™'] =+ - 50,

kde A je rozdil absorbance pii 260 nm a 350 nm.
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5. Vysledky a diskuze

Pro stanoveni rychlosti, kterou se oxaliplatina vaze na DNA jak ve tm¢, tak i po
aktivaci UV zéfenim, byla zvolena metoda diferen¢ni pulsni polarografie. Tato metoda
umoziuje s velkou citlivosti stanovit koncentraci volného komplexu platiny v reakéni

smési s DNA v riznych ¢asech reakce (viz Material a metody).

Nejprve byla promeétfena zavislost vysky polarografického signdlu (intenzity

proudu) na koncentraci oxaliplatiny. Tato zavislost je na obr. 15.

c Pt [nmol/I]

Obr. 15 - Zavislost vysky polarografického signdlu (intenzity proudu) na koncentraci
oxaliplatiny. Body predstavuji priimer + smérodatnou odchylku ze dvou nezavislych méreni. U
nekterych bodit neni smérodatna odchylka na grafu patrnd, protoze velikost bodii je veétsi nez
usecka odpovidajici dané odchylce.

Z grafu vyplyva, Ze tato zavislost je linearni v celém rozsahu métenych
koncentraci. Pro dal§i méfeni byly tedy zvoleny koncentrace oxaliplatiny v tomto
rozsahu a kalibra¢ni zavislost vyuzita k stanoveni koncentraci volného komplexu v

nasledujicich experimentech.

V dalsim experimentu byla studovana rychlost vazby oxaliplatiny na DNA
z teleciho thymu. DNA o koncentraci 2,5:10° M byla inkubovana s oxaliplatinou (¢ =
2,0:10° M) v 0,01 M NaClO, pii 37 °C bud’ ve tmé&, nebo za podminek pribézného

ozafovani UV zafenim (viz. Materidl a metody). V danych Casovych intervalech byly
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z reakéni smési odebirany alikvoty 0 objemu 5 ul, kazdy odebrany vzorek byl pfidan
k5 ml zakladniho elektrolytu. Tim doslo k zastaveni reakce vysrazenim DNA v
disledku vyrazného snizeni pH roztoku. Zmeéna koncentrace volného komplexu
v roztoku béhem této vazebné reakce byla studovana v ¢ase pomoci diferencni pulzni
polarografie. Zmeétena vyska signalu byla pomoci kalibracni rovnice (viz obr. 15)
prepocétena na koncentraci oxaliplatiny pfitomné v roztoku. Koncentrace oxaliplatiny

Vv pocatku reakce (t = 0) byla vzata jako 100 %.

Zavislost mnoZzstvi volné, tj. oxaliplatiny nenavdzané na DNA (v %) na reakénim

Case ukazuje obr. 16.

.-T:m
)

volna Pt
5

OP P S SOPOEES S S S S S
¢as (min)

Obr. 16 - Kinetika vazby oxaliplatiny na DNA (r; = 0,08) ve tmé. Body predstavuji primeér +
smerodatnou odchylku ze ¢tyr nezavislych méren.

Vysledek ukazuje, Ze ani po dlouhé dobé (cca 51 h) inkubace oxaliplatiny s DNA
ve tm¢ nedochazi k vyznamnému ubytku volného komplexu v disledku vazby na DNA,
tj. Ze oxaliplatina se za téchto podminek na DNA nevaZe nebo vaZe jen nepatrné, takze
ubytek volného komplexu je menSi nez chyba meétfeni. Tento vysledek je ve shodé
s tidaji uvefejnénymi v literatuie (Woynarowski et al. 2000). Pti¢inou pomalé reakce
s DNA je pomala hydrolyza oxalatové skupiny; vyména oxalatové skupiny za molekuly
vody je nezbytna pro vazbu oxaliplatiny na DNA a je krokem urcujicim rychlost

celkové reakce s DNA.

Pro stanoveni vlivu UV =zafeni na rychlost vazby oxaliplatiny na DNA byl

proveden experiment obdobny pfedchozimu jen s tim rozdilem, Ze reak¢ni smés byla
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thned po smiseni ozafovana UV zafenim (viz Materidl a metody). V danych ¢asovych
intervalech byly ze smési odebirdny vzorky a koncentrace volné oxaliplatiny (t;.
nenavazané na DNA) byla stanovena opét metodou diferen¢ni pulsni polarografie.

Zjisténé hodnoty byly vyneseny do grafu, ktery je na obr. 17.
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Obr. 17 - Kinetika vazby oxaliplatiny na DNA (r; = 0,08) za soucasného ozarovani UV. Body
predstavuji priumeér + smérodatnou odchylku ze ctyr nezavislych experimenti.

Vysledky ukazuji, Zze 1 za podminek pisobeni UV zafeni klesd mnozstvi volné
oxaliplatiny v roztoku velmi pomalu tak, ze po 4 hodinach ozafovani bylo v reakéni
smési pritomno 82 + 1 % z pivodniho mnoZstvi oxaliplatiny pfidaného do reakce, tj.
navazdno na DNA bylo 18 % z veskeré oxaliplatiny pfitomné v reakéni smési. To
ukazuje, Ze zafeni mélo na rychlost vazby oxaliplatiny k DNA jen velmi maly vliv.
Oproti tomu bylo jiz diive ukazano (Mlcouskova et al. 2012), ze UV zafeni za stejnych
podminek vede k vyraznému zvySeni rychlosti vazby karboplatiny k DNA, kdy po 4
hodinach byla za podminek ozafeni reakéni smési navazano vice jak 50 % karboplatiny,
zatimco za stejnych podminek po tmé se navéazalo pouze 4-5 %. To ukazuje, Ze oba
komplexy platiny, pfestoZe oba obsahuji dikarboxylatovy odstupujici ligand, se chovaji
odlisné. Zatimco UV zafeni vede u karboplatiny k aktivaci a potencuje vazbu této latky
na DNA a zvySuje také jeji biologickou aktivitu, u oxaliplatiny je tento efekt jen velmi

maly.
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ProtoZze ziskany tidaj o mozné aktivaci oxaliplatiny byl negativni, tj. nepotvrdil se
puvodné predpokladany vyrazny vliv UV zéfeni na urychleni reakce s DNA, byl z
divodu ptfimého srovnani proveden také totozny experiment s karboplatinou, pro kterou
byly udaje o rychlosti vazby na DNA za soucasného ozatovani jiz diive publikovany
(Mlcouskova et al. 2012). Cilem tohoto experimentu bylo potvrdit experimentalné zavér
ucinény na zdklad¢ predchoziho méfeni a jeho srovnani sudaji v literatufe, tj. Ze
oxaliplatina a karboplatina jsou UV zéafenim za naprosto stejnych podminek aktivovany

odlis$né.

Pro stanoveni vlivu UV zafeni na rychlost vazby karboplatiny k DNA byla
reakéni smes po smiseni ozafovana UV zafenim stejn¢ jako v pifipadé predeslého
experimentu s oxaliplatinou. V danych ¢asovych intervalech byly ze smési odebirany
vzorky a koncentrace volné (tj. nenavazané na DNA) karboplatiny byla stanovena opét
metodou diferenéni pulsni polarografie s vyuzitim kalibra¢ni piimky (obr. 18A)
sestrojené k tomu ucelu. Koncentrace DNA a karboplatiny v reakéni smési byla stejné

jako v pripadé experimenti s oxaliplatinou 2,5-10° M (DNA) a 2:10°° M (karboplatina).

Zjisténé hodnoty byly vyneseny do grafu, ktery je ukazan na obr. 18B.

B

_—
=
N
e
o
\©
c
(o]
>
| ) L] L] 1 O L] L] L] L] L]
0 10 20 30 0 25 50 75 100

c Pt [nmol/I] cas (min)

Obr. 18 - Zavislost vysky polarografického signdlu (intenzity proudu) na koncentraci
karboplatiny (A). Zdvislost mnozstvi volné karboplatiny na case pii reakci s DNA (r; = 0,08) za
soucasného ozarovani UV (B). Body predstavuji prumér + smérodatnou odchylku ze dvou
nezavislych mereni. Jako 100% byla vzata koncentrace volné karboplatiny v pocatku reakce

(t=0).
Jak je patrné z grafu 18B, ziskany vysledek byl zcela neocekavany. Jestlize se

komplexy platiny vazi k DNA, ubyvd volny komplex zroztoku pravé o ten pocet

36

125



molekul, které se navazaly na DNA, a tedy mnozstvi volného komplexu platiny
v reakéni smési klesd (a soucasné roste mnozstvi komplexu kovalentné navéazaného
k DNA). Vazba karboplatiny k DNA by se tedy méla projevit poklesem koncentrace
volné karboplatiny v Case; pokud by k vazb¢ z né€jakého diivodu nedochazelo, pak by
koncentrace volné karboplatiny méla zistat nezménéna. Vysledek patrny z grafu 18B
vSak jasn¢ ukazuje, ze v prubéhu reakce nejprve dochdzi k narlstu polarografického
signalu (ktery je umérny koncentraci karboplatiny v roztoku, jak vyplyva z obr. 18A)
s maximem v Case 45-60 min a dale pak signal opét klesa. Vzhledem k tomu, Ze
Vv pribéhu experimentu bylo diisledné¢ kontrolovdno, ze nedoslo ke zméné objemu
reakéni smési a nemohlo tedy v zadném piipadé dojit k narGstu koncentrace
karboplatiny piitomné v reakci, bylo tieba najit pro tento neobvykly jev racionalni

vysvétleni.

Je zndmo, Ze vySka polarografického signalu zavisi nejen na koncentraci platiny
Vv méfeném roztoku, ale je ovlivnéna také jeji chemickou formou. Rozdilné slou¢eniny
platiny mohou poskytovat rtiznou intenzitu proudu v zavislosti na oxida¢nim stupni
atomu platiny, na chemickém slozeni ligandii a dokonce i1 na prostorovém uspotadani
(konformaci) ligandt (Vrana et al. 1984, Kim et al. 1990), coz je dano jejich rozdilnou
interakci s povrchem elektrody a také rozdilnou rychlosti difuze k povrchu elektrody. U
karboplatiny se predpoklada, ze UV zafeni stimuluje jeji hydrolyzu a rychleji tak
dochazi k vyméné cyklobutandikarboxylatového ligandu za vodu (Mlcouskova et al.
2012). Takto vznikla hydrolyzovana forma karboplatiny ma vsak odlisnou chemickou
strukturu (obr. 19A) a mohla by tedy poskytovat jinou intenzitu signalu pfi stejné

koncentraci nez karboplatina samotna.
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Obr. 19 - Souhrnné schéma hydrolyzy karboplatiny (A) a oxaliplatiny (B). Pro prehlednost
schéma zachycuje pouze vychozi slouceniny a produkty, ve skutecnosti je reakce dvojkrokova.
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Totéz plati také pro oxaliplatinu, ktera byla v této praci studovéana. Proto jsme
dale ptipravili slouc¢eniny, které jsou produktem hydrolyzy karboplatiny a oxaliplatiny
a zm¢rili zavislost vysky polarografického signalu na koncentraci téchto sloucenin. Tyto
diagua-platnaté slouceniny jsme piipravili reakci cisplatiny cis-[PtCI,(NH3),] a
komplexu [Pt(R,R-dach)Cl;] (dach=diaminocyklohexan) se dvéma molarnimi
ekvivalenty AgNO3z metodou popsanou diive (Brabec et al. 1992). Reakéni schéma této
reakce je na obr. 20. Vznikla srazenina AgCl, ktera je nerozpustna ve vodé a lze ji

snadno odstranit centrifugaci.
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Obr. 20 - Schéma hydrolyzy cisplatiny (A) a komplexu [Pt (R,R-dach)Cl,] (dach =
diaminocyklohexan) pomoci AgNO;.

Zavislost vysky polarografického signalu stanoveného metodou diferenéni pulsni
polarografie pro takto vzniklé hydrolyzované formy platnatych komplexi jsou

znazornény na obr. 21.
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Obr. 21 - Zavislost vysky polarografického signalu (intenzity proudu) na koncentraci
hydrolyzovanych forem karboplatiny — cis-[Pt(NHs)»(H,0),]** a oxaliplatiny - [Pt(R,R-
dach)(H,0),]**. Body Vv grafu piedstavuji primér + smérodatnou odchylku ze dvou nezavisle
namérenych hodnot.

Z vysledku je patrné, ze prestoze ob¢ slouceniny poskytuji signal, ktery je pfimo
umérny jejich koncentraci v roztoku, smérnice obou linearnich zavislosti je odli$na.
Stejné tak 1 smérnice zavislosti vySky polarografického signilu na koncentraci pro
oxaliplatinu a karboplatinu se li$i navzajem i od hydrolyzovanych forem — viz obr. 15,

18A, 21 atab. 1.

Tab. 1 - Smérnice linedrnich zavislosti vysky proudu k na koncentraci studovanych komplexii,
urcenych z vysledkii experimentii ukdazanych na obrazcich 15, 18A a 21.

komplex k [A-mol™I]
oxaliplatina 1035+ 30
[Pt (R,R-dach)(H,0),]* 1061 + 31
karboplatina 103+4
[Pt(NH3),(H,0),1** 3105

Z t&chto udajl je zfejmé, Ze urcitd koncentrace karboplatiny poskytne 3 krat nizsi
signal neZ tatdZ koncentrace hydrolyzované formy. Z toho vyplyva, ze pokud UV zéfeni

vyvolava hydrolyzu, méla by intenzita proudu méfend pomoci metody diferen¢ni pulsni
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polarografie nartstat, i kdyZ se koncentrace platiny v roztoku neméni. Pro oxaliplatinu
vSak toto neplati, vysky signald pro hydrolyzovanou i nehydrolyzovanou formu
oxaliplatiny se v ramci experimentalni chyby neli$i, a proto by se hydrolyza oxaliplatiny

na vysSce polarografického signalu neméla projevit.

Abychom ov¢tili, ze tento zaver je spravny, provedli jsme experiment, ve kterém
byly ozafovany pouze samotné roztoky karboplatiny a oxaliplatiny bez pfitomnosti
DNA. Veskeré ostatni podminky (koncentrace komplext, teplota, pufr, podminky
ozafeni) byly identické jako v piipadé¢ experimenti s DNA (viz obr. 17 a 18B).
Roztoky karboplatiny a oxaliplatiny byly ozafovany a v danych ¢asovych intervalech
byly odebirany z reakénich smési vzorky o objemu 10 ul, pfidany k 5 ml elektrolytu a
byla zaznamendna vyska polarografického signalu. Data ziskana ze tii (oxaliplatina)

nebo ¢tyt (karboplatina) nezavislych experimentil jsou uvedena na obr. 22.
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Obr. 22 - Zména vysky signalu stanoveného diferencni pulsni polarografii pro karboplatinu (4)
a oxaliplatinu (B) v zavislosti na dobé ozarovani UV zdrenim. Body predstavuji primér +
smerodatnou odchylku ze tri (A) nebo ¢tyr (B) nezavislych mérveni.

Z grafu je zfejmé, ze po ozafeni karboplatiny v neptitomnosti DNA signal vzrista,
azZ po Case cca 75 min dosdhne maximalni hodnoty, kterd se jiz dale neméni. To
nasvédcuje tomu, Ze pusobenim UV zéfeni na karboplatinu dochazi k reakci, ktera po
ptiblizn¢ 75 minutdch dosdhne rovnovéazného stavu. Produkt reakce poskytuje vyssi
signal nez vychozi karboplatina, proto vySka signalu s dobou ozafovani narista,

piestoze se koncentrace platiny v roztoku neméni.
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Tento vysledek tak muize pomoci vysvétlit neobvyklé pozorovani na obr. 18B,
kdy pii reakci karboplatiny s DNA za soufasné¢ho ozafovani koncentrace volného
komplexu nejprve zdanlivé rostla a po dosazeni maxima zacala opét klesat. Nejprve
ziejm¢ dochazelo k nartstu vysky signalu v disledku zmény struktury komplexu
platiny, pfi¢emz tento nartst pfevazoval nad poklesem signalu vyvolanym sniZenim
koncentrace volného komplexu zpisobenym vazbou na DNA. Po ukonceni reakce, kdy
doslo k dosazeni rovnovazného stavu, signal jiz dale neroste a za¢ina pievazovat pokles

signalu v disledku vazby aktivovaného komplexu na DNA.

Naproti tomu v piipadé oxaliplatiny, kdy se vyska signalu v dusledku ozafovani
témer neméni, byl pozorovan jen nepatrny pokles vysky signalu (cca 0 14 % z ptivodni
hodnoty) jako disledek ozafovani samotného komplexu UV zéfenim. To muze byt
vysvétleno bud’ tim, Ze UV zafeni nema na oxaliplatinu Zadny vliv a tedy nedochazi
V prib¢hu ozatovani ke zméné chemické podstaty nebo struktury komplexu platiny,
nebo také tim, ze sice ke zméné dochdzi, ale vysledny produkt poskytuje signal stejné
intenzity jako puivodni vychozi oxaliplatina. Pro prvni vysvétleni svédéi vysledky
ziskané pti reakci oxaliplatiny s DNA (obr. 16 a 17), ze kterych je patrné, ze UV zafeni
ovliviiyje reaktivitu oxaliplatiny s DNA jen nepatrné, pro druhé vysvétleni svédci to, ze
smérnice zavislosti vysky polarografického signidlu na koncentraci jsou stejné pro
oxaliplatinu i pro produkt jeji hydrolyzy [Pt (R,R-dach)(H,0),] (viz tab. 1). Kdyby tedy
reakci, kterd je stimulovana UV zafenim, byla hydrolyza, ve zméné vysky signalu by se

to neprojevilo.

K ovéteni, zda reakci vyvolanou UV zafenim pfedevSim u karboplatiny by mohla
byt vySe zminéna hydrolyza, jsme provedli srovnani vySky signali naméfenych a
signald vypoctenych z kalibra¢nich zavislosti. Toto srovnani je uvedeno v tab. 2.

Tab. 2 - Srovndni experimentdlné stanovenych vysek polarografického signdalu pro

karboplatinu, oxaliplatinu a produkty jejich premény vyvolané UV zdrenim a vysek signalu
teoreticky vypocitanych s vyuzitim kalibracnich zavislosti stanovenych v této praci.

karboplatina oS- .| oxaliplatina [PYRR-
[Pt(NHs)2(H20),] dach)(H,0),]
K(E?ncff-]lt'rl?ce 410° 410" 410° 410°
Wékla Z kalibrace 432-10° 1240-107 4140-10° 4244-10°
YN | Experiment | (477+51)10° | (5114+ 140107 | (3992 +432)10° | (3447 +263)-10°
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Vysky signalt stanovenych experimentdlné pro karboplatinu a oxaliplatinu pied
ozatenim UV jsou v dobré shodé s vyskami vypocétenymi z kalibracni zavislosti pro
kazdou z latek. Oproti tomu vysky signall, zjisténé po ozareni téchto komplexi, se lisi
od signald, které by meély poskytovat ptislusné hydrolytické produkty. Zvlasté je toto
patrné u karboplatiny, kde pokud by hydrolyzou vznikal komplex Ccis-
[Pt(NH3)2(H20),]%, polarograficky signal by se mél zvysit na 1,24 pA. V experimentu
jsme vSak pozorovali zvySeni na hodnotu vyssi néz 5 pA. To naznacuje, ze produkt
nebo smés produktli, vznikajici v dasledku ozafeni karboplatiny v prostiedi 0,01 M
NaClO4, neni totozny s komplexem cis-[Pt(NH3)2(H20);]%. Jedno z moznych
vysvétleni tohoto vysledku by mohlo spocivat ve skutecnosti, ze vznikajici produkty
hydrolyzy potencované UV zafenim jsou velmi reaktivni a v nepfitomnosti DNA
mohou reagovat vzajemné za tvorby dimernich nebo oligomernich sloucenin platiny,
které poskytuji polarograficky signdl vyssi, nez by odpovidalo prosté¢ hydrolyze.
Z experimentii v této praci provedenych vsak nelze chemickou podstatu vznikajiciho
produktu nebo produkti jednoznaéné urcit. K pfimé identifikaci produkti by bylo
zapotiebi pouzit jiné metody, napf. NMR nebo hmotnostni spektroskopii, to vSak jiz

presahuje rozsah této bakalarské prace.

Z ptedchozich vysledkli je zifejmé, Ze metoda diferencni pulsni polarografie
nemusi byt vzdy vhodnou metodou pro stanoveni vazby komplexi platiny na DNA. To
plati pfedevsim v ptipadech, kdy v reakéni smési probihéd vicekrokova reakce, pticemz
v prvnim kroku dochézi ke zméné ve strukture komplexu (substituce ligandii, zména
oxida¢niho stavu, zména konformace) a teprve tato pozménéna, tj. “aktivovana“ forma
se dale vaze na DNA. V takovychto ptipadech je tieba vzit v ivahu piipadné ovlivnéni
vysky signélu, které mulze interferovat s poklesem signalu diky vazbé komplexu na

DNA.

Z tohoto divodu byly experimenty, zaméfené na stanoveni rychlosti vazby
oxaliplatiny a karboplatiny k DNA po aktivaci UV zéfenim znovu zopakovany stejné,
jako tomu bylo v experimentech popsanych vySe (viz obr. 17 a 18B), avSak vazba
komplexti platiny na DNA byla detekovana pomoci bezplamenné atomové absorp¢ni
spektrometrie (AAS). Vysledky ziskané touto metodou nejsou ovlivnény chemickym
sloZzenim studovanych sloucenin, protoze tato metoda je zaloZzena na méfeni absorpce
zafeni volnymi atomy platiny v plynném stavu. Vlastni méfeni vzorkli metodou ASS

probihalo na Biofyzikalnim ustavu AV CR, v.v.i. v Bmé s vyuZitim piistroje Varian
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AA240Z Zeeman vybavenym grafitovym atomizérem GTA 120. Koncentrace DNA
byla urCena spektrofotometricky (viz Material a metody). Vysledky experimentu jsou

znazornény na obr. 23.

DNA (%)

karboplatina

4

azana na

4

oxaliplatina

Pt nav

0 60 120 180 240 300

¢as (min)

Obr. 23 - Zavislost mnozstvi platiny navizané na DNA na case pro reakci oxaliplatiny (plné
symboly) a karboplatiny (prdazdné symboly) s teleci thymovou DNA za soucasného ozarovani
UV zarenim. Body predstavuji primeér + smérodatnou odchylku ze dvou nezavislych
experimentil, kazdy byl zméren trikrat.

Vysledek potvrdil, Ze karboplatina je aktivovana UV zéfenim a tedy se vaZe na
DNA vyrazné¢ snadnéji. Ziskana data jsou ve velmi dobrém souladu s dfive
uvefejnénymi vysledky (Mlcouskova et al. 2012). Na rozdil od karboplatiny, aktivace
oxaliplatiny UV zafenim je mnohem méné ucinna. Tento vysledek je ve shodé s tim, co

bylo naméfeno pomoci diferenéni pulsni polarografie a popsano vyse (obr. 16 a 17).

Toto odlisné chovani karboplatiny a oxaliplatiny, které bylo zjiSténo v této praci,
je prekvapivé. ProtoZze obé latky obsahuji dikarboxylovou odstupujici skupinu a mély
by tedy byt z chemického hlediska podobné, ocekavali jsme vysledek, ktery ukaze
podobny vliv UV zéafeni na ob¢ slouceniny. Ziskany vysledek je vSak odlisSny od
vysledku ocekavaného. Objasnéni tohoto zajimavého zjisténi vyzaduje proto dalsi,
mnohem rozsahlej§i a podrobnéjsi studie, které vSak dalece pfesahuji rdmec této

bakalaiské prace.
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6. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo stanovit rychlost vazby oxaliplatiny na DNA z
teleciho thymu ve tm¢ a po aktivaci UV zafenim a ziskané vysledky poté srovnat s tidaji
z odborné literatury tykajicimi se fotoaktivace karboplatiny a diskutovat je z hlediska

biologické aktivity obou sloucenin.

Pomoci metody diferencni pulsni polarografie bylo zjisténo, Ze oxaliplatina se za
zvolenych podminek ve tm& na DNA véaze jen velmi pomalu, i po 52 hodinach byl
ubytek volné (nenavazané) platiny dany vazbou na DNA mensi nez chyba méfeni.
Pokud byla smés oxaliplatiny a DNA soucasné ozafovana UV zafenim, rychlost vazby
se zvysila jen mirn¢. Tento vysledek byl potvrzen také nezdvislou metodou pomoci

AAS.

Ze srovnani s udaji uvefejnénymi diive v praci Mlcouskova et al. (2012) je
ziejmé, ze efekt UV zafeni na oxaliplatinu je mnohem niZzsi, nez je tomu u karboplatiny.
Tento zavér byl v této bakalaiské praci potvrzen i experimentalné. Pfi¢iny rozdilného
pusobeni UV zéfeni na ob¢ slouceniny zatim nejsou znamy a jejich presné stanoveni

presahuje rozsah a cil této bakalarské prace.

Zvysledkti déale vyplyva, ze zatimco u karboplatiny se vyuziti UV nebo
viditelného zafeni k aktivaci vazby na DNA a tim i ke zvySeni protinadorové ucinnosti
karboplatiny jevi jako velmi slibné, u oxaliplatiny je vSak situace odlisnd a kombinace
tohoto 1éCiva s ozafovanim by zfejmé nepfinesla pro klinické vyuZziti Zadné vyrazné

zlepSeni.

Kromé& toho bylo zjisténo, Ze vysSka polarografického signalu karboplatiny a
vV mnohem mens$i mife také oxaliplatiny se méni v zavislosti na dobé ozatovani UV
zafenim v pfipadé, Ze jsou tyto komplexy ozafovany bez piitomnosti DNA. To
naznacuje, ze UV zafeni vyvolavd zmény ve struktuie komplexti, které se projevi
zménou interakce s elektrodou a tim ovlivni vySku méfeného proudu. Srovnanim vysky
signald UV-produktli vzniklych ozafovanim karboplatiny a oxaliplatiny s vySkou
signalu odpovidajicich stejné koncentraci hydrolytickych produkti vyplynulo, Ze
produkty vzniklé po ozafeni jsou odlisné od produktd, které by vznikly prostou

hydrolyzou. Cile bakalatské prace tak byly v plné mife splnény.

44



7. Seznam literatury

Bednarski P. J., Griinert R., Zielzki M., Wellner A., Mackay F. S. and Sadler P. J.
(2006) Light-activated destruction of cancer cell nuclei by platinum diazide complexes.
Chemistry and biology 13, 61-67.

Bednarski P. J., Korpis K., Westendorf A. F., Perfahl S. and Griinert R. (2013) Effects
of light-activated diazido-Pt" complexes on cancer cells in vitro. Phil. Trans. R. Soc. A
371, 1-15.

Berners-Price S. J. (2011) Activating platinum anticancer complexes with visible light.
Angew. Chem. Int. Ed. 50, 804-805.

Boulikas T., Pantos A., Bellis E. and Christofis P. (2007) Designing platinum

compounds in cancer: structures and mechanisms. Cancer Therapy 5, 537-583.

Brabec V. (1990) Molekularni aspekty mechanismu protinddorového ptisobeni

cisplatiny. Biologické listy 55(1), 42-58.

Brabec V., Reedijk J. and Leng M. (1992) Sequence-dependent distortions induced in
DNA by monofunctional platinum(ll) binding. Biochemistry 31, 12397-12402.

Brabec V. (1998) Nové moznosti v 1é¢bé zhoubnych nadort slou¢eninami platiny a

ruthenia. Ziva 4, 148-149.

Brabec V. (2002) DNA modifications by antitumor platinum and ruthenium

compounds: their recognition and repair. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 71, 1-68.

Brabec V. and Kasparkova J. (2005a) DNA interaction of platinum anticancer drugs.
Recent advances and mechanisms of action. Metal Compounds in Cancer
Chemotherapy, 187-218

Brabec V. and Kasparkova J. (2005b) Modifications of DNA by platinum complexes
Relation to resistence of tumors to platinum antitumor drugs. Drug Resistance Updates
8, 131-146.

Brabec V. and Palecek E. (1976) Interaction of nucleic acids with electrically charged
surfaces: Il. Conformational changes in double-helical polynucleotides. Biophysical

Chemistry 10, 79-92.

45



Heringova P., Woods J., Mackay F. S., Kasparkova J., Sadler P. J. and Brabec V. (2006)
Transplatin is cytotoxic when photoactivated: enhanced formation of DNA cross-links.
J. Med. Chem. 49, 7792-7798.

Juarranz A., Jaen P., Sanz-Rodriguez F., Cuevas J. and Gonzilez S. (2008)

Photodynamic therapy of cancer. Basic principles and applications. Clin Transl Oncol
10, 148-154

Jung Y. and Lippard S. J. (2007) Direct cellular responses to platinum-induced DNA
damage. Chemical reviews 107 (5), 1387-1407.

Kelland L. (2007) The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nat Rev
Cancer 7, 573-584.

Kim S. D., Vrana O., Kleinwéchter V., Niki K. and Brabec V. (1990) Polarographic
determination of subnanogram quantities of free platinum in reaction mixture with
DNA. Anal. Letters 23, 1505-1518.

Lovejoy K. S. and Lippard S. J. (2009) Non-traditional platinum compounds for
improved accumulation, oral biovailability, and tumor targeting. Dalton Trans., 10651-
10659.

McKeage M. J. (2007) Satraplatin in hormone-refractory prostate cancer and other

tumour types: pharmacological properties and clinical evaluation. Drugs 67, 859-8609.

Mlcouskova, J., Stepankova J. and Brabec V. (2012) Antitumor carboplatin is more
toxic in tumor cells when photoactivated: enhanced DNA binding. J. Biol. Inorg.
Chem. 17, 891-898.

Passeto L. M., D’Andrea M. R., Brandes A. A., Rossi E. and Monfardini S. (2006) The

development of platinum compounds and their possible combination. Critical Reviews

in Oncology/Hematology 60, 59-75.

Perviaz S. and Olivo M. (2006) Art and science of photodynamic therapy. Clinical and
Experimental Pharmacology and Physiology 33, 551-556.

Pizarro A. M. and Sadler P. J. (2009) Unusual DNA binding modes for metal anticancer
complexes. Biochimie 91, 1198-1211.

46



Pracharova J., Zerzankova L., Stepankova J., Novakova O., Farrer N. J., Sadler P. J.,
Brabec V. and Kasparkova J. (2012) Interactions of DNA with a new platinum(IV)
azide dipyridine complex activated by UVA and visible light: relationship to toxicity in
tumor cells. Chem. Res. Toxicol. 25, 1099-1111.

Rosenberg B., Vancamp L., Krigas T. (1965) Inhibition of division in Escherichia coli

by electrolysis products from a platinum electrode. Nature 205, 698-699.

Vrana O., Kleinwachter V. and Brabec V. (1984) Polarographic activity of the
antitumor drug cis-dichlorodiammineplatinum(ll). The effect of hydrolysis and trans-
isomerization of the drug. Experientia 40, 446-451.

Vrana O. and Brabec V. (1986) The effect of combined treatment with platinum

complexes and ionizing-radiation on DNA in vitro. International journal of radiation

biology 6, 995-1007.

Weiss R. B. and Christian M. C. (1993) New cisplatin analogs in development. Drugs
46, 360-377.

Woynarowski J. M., Faivre S., Herzig M. C. S., Arnett B., Chapman W. G., Trevino A.
V., Raymond E., Chaney S. G., Vaisman A., Varchenko M. and Juniewicz P. E. (2000)
Oxaliplatin-induced damage of cellular DNA. Mol. Pharmacol. 58 (5), 920-927.

47



