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ABSTRAKT

Chorobdm moderni doby jakoZzto nejrozsifencjSim a nejvice zdkefnym onemocnénim
vévodi rakovina. V dalSich 30 letech se piedpoklada az dvounasobny nartist pacientl trpicich
touto nemoci. Tento neptiznivy trend spolu se soucasnym stavem vedou k prekotnému vyvoji
novych a efektivnéjsich chemoterapeutik. Nedilnou souc¢asti moderni chemoterapie rakoviny jsou
cisplatina. Objev jeji biologické aktivity Barnetem Rosenbergem odstartoval syntézu novych
cytostatik na bazi ptechodnych kovi. Cilem této rozsahlé védecké studie je objeveni cytostatik
S vyssi ucinnosti a vyssi paletou citlivych nadorti. Dale je vyvijena snaha o minimalizaci
nezadoucich uc€inkd, jako je nevolnost, nefrotoxicita, ototoxicita a v neposledni fad¢ tzv. ziskana
rezistence k 1é¢beé. Vyse zminéné komplikace pii 16¢bé konvencnimi cytostatiky jsou hlavni hnaci
silou ve vyvoji novych 1é¢iv. Mezi moznosti modifikace cytostatik patéi naptiklad zaména
centrdlniho atomu, zména oxidacniho stavu centrdlniho atomu ¢i zména geometrie liganda.
V posledni dobé je také velice popularni modifikace cytostatika riznymi biologicky aktivnimi
ligandy, které podporuji dualni nebo multimodalni efekt 1éciva.

Jednim z t&chto komplex je velice slibny {[cis-Pt(NH3).Cl].(4,4'-methylenedianilin)}?*.
Jedna se o novy polynuklearni komplex. Jeho protinadorova u¢innost je srovnatelna s cisplatinou
a u bunck na cisplatinu necitlivych dokonce vyssi. Jeho dalsi zajimavou vlastnosti je tvorba
podobné deformace v sekundérni struktufe DNA ve srovnani s cisplatinou, piestoze tvofi
diametralné odlisny typ adukti na DNA. Také je nutné zminit, Ze na rozdil od konvenc¢nich
cytostatik tvofi mezifetézcové vazby vyhradné ve sméru 3°-3°.

Dalsi cestou je navrh novych struktur metalofarmak, které nejsou zalozeny na derivatizaci
dosud vyuzivanych cytostatik. Ptikladem téchto novych struktur jsou takzvané "helikaty",
zavitnicové struktury obsahujici rizné atomy kovi navrzené prof. Hannonem (University of
Birmingham, UK). Helikaty jsou chiralni struktury slozené z 2 kovovych atomi a 3 rigidnich
organickych ligandu.

Helikatni struktury nasyntetizované prof. Scottem (University of Warwrick, UK) se
ukazaly jako velice u¢inna antimikrobialni agens pisobici i na nékteré gram negativni bakterie.
Zajimavy je také fakt, ze pozorované vlastnosti helikati pii interakci s bakteriemi byly velice
podobné jako u zavedenych antibiotik. Tyto helikaty také siln¢ interaguji s DNA. Pouze dva
helikaty, a to oba enantiomery 1 se vazi na DNA organizovan¢. Ostatni helikaty se vazi nahodné¢.
Vzhledem K polykationnimu charakteru téchto komplexi jsou tyto latky schopny velice G¢inné
kondenzovat DNA. V neposledni fad¢ jsou tyto latky schopny velice G¢inné inhibovat kli¢ové
bunécné enzymy, jako je RNA polymeraza ¢i topoisomeraza 1.

Oxidativni poskozeni DNA pfi aerobni respiraci a oxidativnim stresu se objevuje v Siroké

paleté nemoci. Castym piikladem je oxidativni poskozeni pyrimidinovych bazi, zejména
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cytosinu. 5-hydroxyuridin a 5-methylhydroxyuridin jsou dva zastupci takovychto poSkozeni.
Zatimco 5-hydroxyuridin je znamy svou mutagenni aktivitou, 5-methylhydroxyuridin je
povazovan za slibnou epigenetickou znacku. Tento rozdil je velice zajimavy vzhledem
K minimalnimu rozdilu v jejich struktufe. Vliv inkorporace téchto 1ézi do DNA byl studovan
simulaci translézové syntézy a z hlediska termodynamiky metodou ,,Microscale* termoforézy.
Bylo zjisténo Zze, polymerazy schopné snadno obejit poskozeni zplsobené¢ 5-
methylhydroxyuridinem a to pravdépodobné zplsobuje jeho men$i mutagenitu, coz je

konzistentni s jeho roli jako epigenetické znacky.
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ABSTRACT

Cancer is the most widespread disease of modern times. Approximately two-fold rise
of cancer patients is expected in the next 30 years. This unpleasant trend combined with the
current status of development leads to the rapid development of new and more effective
chemotherapeutics. Metal-based drugs represent an integral part of modern chemotherapy of
cancer. The most successful and one of the most used chemotherapeutics is cisplatin. Discovery
of its biological activity by Barnett Rosenberg started the synthesis of new cytostatic drugs based
on transition metals. The goal of this enormous project was the discovery of cytostatic drugs with
higher efficiency and a larger portfolio of sensitive tumours in comparison with cisplatin. There
is also a great effort to reduce undesirable side effects of the drug such as nephrotoxicity or
ototoxicity. Another significant problem is so-called acquired resistance. These complications are
the main driving force for the development of new drugs. A way to modify cytostatic drugs is for
example change of central atom, change of oxidative state of the central atom, or altering of the
ligand geometry. Recently modification of the cytostatic drug by biologically active ligands grew
in popularity.

One of those derivates is very prominent  {[cis-Pt(NHs).Cl](4,4"-
methylenedianiline)}?*. It is a new polynuclear platinum-based drug. Its antitumor efficiency is
comparable with cisplatin for cells sensitive to cisplatin. Notably, this complex is efficient in cells
resistant to cisplatin. Another important property of this complex is also a creation of DNA
distortions similar to those induced by cisplatin, even though adducts on DNA made by this
complex are dramatically different. Interstrand crosslinks produced by this complex are formed
exclusively in the 3°-3° direction, compared to the 5’-5’ direction observed in conventional
platinum-based drugs.

Another path for developing new structures of metal-based drugs is to design structure
that is not based on drugs used so far. Example of these structures are so-called metallohelicates,
helical structures designed and synthesized by prof. Hannon (University of Birmingham, UK).
These metallohelicates are chiral structures composed of three relatively rigid organic ligands and
two metal ions.

Helicate structures developed and synthesized by prof. Scott (University of Wawrick,
UK) have shown very promising antimicrobial activity towards gram-negative bacteria. The
observed activity and properties of the helicates are very similar to some conventional antibiotics.
These structures also interact with DNA. The organized bond was observed only in both
enantiomers of helicate 1. Oher helicates were bound unorganized. Moreover, these helicates are
very potent agents that condense/aggregate DNA. Interestingly, a decrease of activity of key
cellular enzymes such as RNA polymerase or topoisomerase | in the presence of helicates has

been observed.
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Oxidative damage of the DNA during aerobic respiration and oxidative stress is
involved in various diseases. A typical example is oxidative damage of pyrimidine bases,
especially cytosine. Two representatives are 5-hydroxyuridine and 5-methylhydroxyuridine.
While 5-hydroxyuridine is known for its mutagenic activity, 5-methylhydroxyuridine is
considered as potent epigenetic marker. This difference is very interesting because there is only
a slight difference in their structures. The effect of incorporation these two lesions into DNA was
observed by microscale thermophoresis and simulation of translesion synthesis. The results have
shown that polymerases were able simply to bypass damage caused by 5-methylhydroxyuridine,
which is probably responsible for its lesser mutagenicity. The observed results are in agreement
with the role of 5-methylhydroxyuridine as an epigenetic marker.
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1. Uvod

1.1. Vyzva moderni mediciny — rakovina

Rakovina je pojmenovani skupiny onemocnénti, které se vyznacuji abnormalnim bunéénym
délenim. Tento stav je zplsoben poSkozenim genetické informace, které narusi kontrolu
bunécéného cyklu. K rozsiteni onemocnéni dochazi v ptipadé, ze se poskozené bunky zacnou
nekontrolovatelné délit a formovat rizné stupné nadord. Lécenim rakoviny se rozumi odstranéni
vSech rakovinnych bunék. Hlavni zptisoby 1é¢by jsou opera¢ni zakrok a radiaéni terapie pro
lokalizované nadory a chemoterapie pro nadory nelokalizované. Velice Casto dochazi ke
kombinaci riznych zplsobd 1écby a vytvoreni ,,1é¢ebného baliCku®, ktery je vhodny k 1é¢bé
pacienta a zjisténého nadoru [Internetové zdroje — [11]].

Chemoterapeutikum zastavi $ifeni nadorového bujeni zabitim rychle se délicich bunék.
Idealnim chemoterapeutikem je latka, ktera zabije pouze buiky rakovinné. V praxi je snaha o
zni¢eni nadoru sco mozna nejmensimi dasledky pro pacienta [1]. U¢inna protinadorové
chemoterapeutika mohou pochdzet z riznych zdrojii. Prvnim zdrojem jsou chemické bojové
latky, jako je naptiklad yperit [2]. Druhym zdrojem jsou piirodni latky, jako jsou napiiklad vinca
alkaloidy [3]. V neposledni fadé koordina¢ni komplexy kovi, zejména platiny jsou povazovany

vvvvvv

dopadem na klinickou 1é¢bu rakoviny je cisplatina.

1.2. Historie protinddorovych léCiv na bdzi kovt

Prvni zdznam o cisplating je bezmala 175 stary [5]. Poprvé byla syntetizovana roku 1844
Vv laboratofi némeckého chemika Michaela Peyrona. Pii pokusu o syntézu komplexu platiny
znamém jako Magnusova zelend sil, Peyron ziskal dva produkty, zeleny a zluty. Zelenym
produktem je Peyrontv chlorid, ktery se pozdéji proslavil pod nazvem cisplatina. Po izolaci
zlutého produktu se zjistilo, ze ackoliv je k Peyronovu chloridu izomerni, ma jiné vlastnosti.
Vysledky svého objevu publikoval v ném¢iné v ¢asopise Annalen der Chemie und Pharmacie [6].
lety v laboratofi Barnetta Rosenberga na Michiganské statni univerzité ve Spojenych statech [7,
8]. Hlavnim z4jmem prof. Rosenberga byl vyzkum vlivu elektromagnetického pole na bunééné
déleni u bakterii a savéich bun¢k. Béhem prvnich experimentd s E. coli pouzival elektrody
vyrobené z platiny. Po vystaveni bakterii elektromagnetickému poli se bakterie staly velice
dlouhymi filamenty na rozdil od normalniho stavu, kdy vypadaji jako malé ty€inky. Tohoto efektu

nebylo dosazeno vystavenim bakterii elektromagnetickému poli, ale mohly za n¢&j produkty
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vzniklé elektrolyzou na platinovych elektrodach. Detailni analyzou byl identifikovan aktivni
komplex zodpovédny za pozorovany efekt: cis - [Pt"(NHs).Cl;] pozd&ji pojmenovéan jako
cisplatina (Obr. 1) [7, 8].
H3N\ /CI
AN
HzN Cl

Obrdazek 1: Struktura cisplatiny (nakresleno v programu ChemSketch)

Po objeveni biologické aktivity na bunkach byla testovana Uc¢innost cisplatiny na rtizné
typy rakoviny. [7] Cisplatina je velice G¢inna pfi 16€bé nadort hlavy, krku a zejména rakoviny
varlat. Velké mnozstvi pacientti Gspésné 1éCenych cisplatinou odstartovalo zajem o nova lé¢iva

obsahujici kovy.

1.3. DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) se spolu s ribonukleovou kyselinou (RNA), proteiny,
lipidy a sacharidy fadi mezi zakladni typy biomolekul, které jsou esencialni pro v§echny znamé
formy zivota. DNA je nositelkou genetické informace. V sekvenci DNA jsou uloZeny instrukce
pro funkci, vyvoj a rast organismu. O duilezitosti DNA také vypovida fakt, ze je jako jedina

molekula v bunice opravovana.

1.3.1. Chemické sloZeni DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je dlouhy linearni polymer slozeny ze dvou fetézca,
které obsahuji étyfi typy nukleotidovych jednotek. [9] Kazdy nukleotid obsazen v DNA se sklada
se tii Casti: fosfatového zbytku, deoxyribdzy a jedné ze Ctyi bazi. Baze jsou aromatické planarni
heterocyklické molekuly, které je mozno rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina jsou purinové
baze: adenin (A) a guanin (G), druhé skupina jsou pyrimidinové baze: cytosin (C) a thymin (T).

Vazbou baze na cukerny zbytek vznikne tzv. nukleosid. (Obr. 2)

13
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Obrazek 2: A: struktura nukleotidu. B: struktury bazi obsazenych v DNA. (nakresleno
v programu ChemSketch.)

Baze je v nukleotidu kovalentn¢ navazana skrze dusik N9 u purinit nebo dusik N1 u pyrimidint
glykosidickou vazbou na uhlik C1¢ deoxyribozy. Cislovani jednotlivych atomd je stanoveno
konvenci, kde se atomy cukerného zbytku ¢isluji ¢isly s apostrofem. Nukleotid vznikne ptidanim
jedné nebo vice fosfatovych skupin na uhlik C5¢ deoxyribozy. Nukleotidy v fetézci jsou vzajemné
kovalentné pospojovany skrze fosfatové zbytky a hydroxylovou skupinu deoxyribozy, ¢imz
vytvofti tzv. cukr-fosfatovou kostru DNA. Konce DNA lze od sebe velice jednoduse rozlisit. Jeden
konec je zakonCen fosfatem a konec druhy je zakoncen hydroxylovou skupinou. Tato polarita
fetézce DNA je zndzornéna oznacenim jednoho konce 5° (fosfat na uhliku 5 deoxyribozy) a
druhého konce 3° (hydroxylova skupina na uhliku 3¢ deoxyribdzy). Dle konvence se sekvence
polynukleotidového fetézce udava ve sméru 5 — 3°.

Vlastnosti polynukleotidového fetézce vyznamné ovliviiuje konformace cukr-fosfatové
kostry [10, 11, 12]. Flexibilita polynukleotidu je ovlivnéna zejména faktem, ze 1ze rotovat okolo
Sesti vazeb v kazdém nukleotidu. Vzhledem k velmi vyznamnym sterickym omezenim je pocet
moznych konformaci omezen. Cukr-fosfatova kostra obsahuje Sest proménnych torsnich thli: o,

B, v, 8, €, { spolu s glykosidickym uhlem y a péti torsnimi uhly rib6zového cyklu 11 — 15 (Obr. 3).
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Baze

Obrazek 3: Schéma torznich uhli nukleotidii. (Prevzato a upraveno z: [10])

Uhlikové atomy deoxyribozy nelezi ve stejné roving. Pét torsnich uhla 1 — 15 by v piipadé
naprosto planarniho cyklu bylo rovno nule. Tato konformace by ale byla vysoce nevyhodna. Ke
snizeni energie dochazi pii vychyleni alesponi jednoho uhlikového atomu mimo rovinu cyklu,
¢imz vznikne ,,zvrasnéni* (pucker) deoxyribozového cyklu. Atomy nejcasteji vychylené mimo
rovinu cyklu jsou C2¢ a C3°. V pripadé, Ze se vychyleny atom nachazi na stejné strané roviny
cyklu, hovofime o této konformaci jako —endo. V piipadé opa¢ném hovoiime o konformaci —exo.
Konformace cukerného cyklu je z hlediska DNA velice dulezita, protoze definuje relativni

orientaci fosfatovych skupin. (Obr. 4)

B P
, Po 0
( C{S' 2 paze
>9M\ W 7.1 A \S/}A/
* -
\“'-1 P 2' 3
0
p’

Obrazek 4: Konformace cukerného zbytku v nukleotidu. 4: Konformace C3‘-endo,

B:Konformace C2*-endo. (Prevzato a upraveno z: [13], Internetové zdroje — [12])
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povazovan za uhel zodpovédny za konformacni vlastnosti DNA. Na zakladé rotace kolem
glykosidické vazby se baze muze nachazet ve dvou konformacich. Prvni, s vysokou energii, se

nazyva — syn. Druha, s nizkou energii, se nazyva -anti. (Obr. 5) Vzhledem Kk energetické bariéfe
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pro piechod z jedné konformace do druhé je konformace -anti vyhodnéjsi pro pyrimidinové baze.
Purinové baze jsou schopny piejit z konformace -anti do konformace -syn. Energeticky je
v nukleotidech -syn konformace nejvice piistupna pro guanin. Konformace —anti je pfirozena pro
vSechny konformace DNA. Jedinou vyjimkou je Z-DNA, kde se purinové baze nachazi

v konformaci —syn.

A NH, B NH,

=
N'L Ny 4 - J
o Pt 8]
' " D\T l 0 N
oO=pP—0 O=P—0
, T~ | TN
oH oH
| |
R R

Obrazek 5: Konformace —syn (A) a —anti (B). (nakresleno v programu ChemSketch)

1.3.2. Struktura DNA

Jednotlivé fetézce DNA jsou spojeny vodikovymi vazbami mezi bazemi [15]. Na zakladé
experimentalnich dat bylo Chargaffem prokazano, ze molarni poméry adenin:thymin a
cytosin:guanin jsou ve shodé [16]. Tato skute¢nost vedla Watsona a Cricka k domnénce, ze kazda
z purinovych a pyrimidinovych bazi je spojena specifickymi vodikovymi vazbami a vytvoii tak
planarni par bazi, ktery drzi dvousroubovici DNA pohromadé.

Par adenin:thmyin (A°T) je spojen dvéma vodikovymi vazbami, v porovnani sparem
guanin:cytosin (G+C), ktery je spojen tfemi vodikovymi vazbami (Obr. 6) [10]. Zakladem
Watson-Crickova uspotadani je pedpoklad, Ze cukerné zbytky jsou navazany na stejné strané
baze. DalSim predpoklad souvisi s velikosti paru bazi. Pro dvousroubovicové uspotfadani dle
Watson-Crickova modelu je nezbytné, aby pary AT a G*C mély témé&f identické rozméry.
Vzdalenosti C1° — C1¢ jsou 10,48 A pro A*T a 10,67 A pro G+C par. V piirozené se vyskytujici
DNA se témét vzdy adenin paruje s thyminem a cytosin s guaninem. Nestandartni parovani bazi

se muze vyskytnout jak v syntetické DNA, tak teoreticky i v DNA pfirodni.
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Obrazek 6: Schéma A+T (A) a G+C (B) pdri dle Watson-Crickova modelu. (nakresleno

v programu ChemSketch)

1.3.3.  Konformace pdru badzi

Ackoli jsou jednotlivé baze planarni molekuly, pary bazi (pb) vykazuji zna¢nou miru

flexibility. Tato flexibilita je zCasti zpiisobena bazemi a vlastnostmi paru bazi, ale z vétsi casti

zavisi na prostiedi. Tyto morfologické projevy byvaji vétSinou diskutovdny na urovni

dinukleosidi spojenych vodikovymi mustky, zatimco vétsi konformacéni zmény mohou byt

diskutovany na Grovni molekuly DNA.

K popsani geometrickych zavislosti v ramci paru bazi bylo vytvofeno mnozstvi rota¢nich

a transla¢nich parametri. Tyto parametry 1ze rozd¢lit do dvou skupin.

1) Parametry pro par bazi [10]

Vrtulovy zkrut (Propeller twist, w) je definovan jako dihederalni tthel mezi
normalovymi vektory jednotlivych bazi pii zkrutu v roviné podélné osy paru bazi
(Obr. 7a). Za ptirozenych podminek ma tento thel zaporné znaménko. Za normalni
podminky povazujeme rotaci po sméru hodinovych ruci¢ek nejbliz§i baze
pozorované z podélné osy. Podélnou osou je pro purin-pyrimidinové pary bazi vektor
prochazejici atomem C8 purinu a atomem C6 pyrimidinu pti Watson-Crickové
parovani. Pfi vyskytu neobvyklého parovani bazi je mozno aplikovat analogickou
definici.

Buckle (k) je dihederalni thel podél kratké osy paru bazi. Podminkou je hodnota
vrtulového zkrutu rovna 0°. Uhel ma pozitivni znaménko, paklize je distorze
konvexni ve sméru 5¢ — 3¢ v fetézci. (Obr. 7b)

Inclination (n) je thel mezi podélnou osou paru bazi a rovinou kolmou k podéIné
ose dvousroubovice. Kladné znaménko tohoto tihlu je definovano jako kladné pro
pravoto¢ivou rotaci okolo vektoru vychazejiciho z podélné osy dvousroubovice a
sméfujiciho k velkému zlabku. (Obr. 7¢)

Plosny posun (X and Y displacements) definuje transformaci v roviné paru bazi jako
vzdalenost stfedu roviny od podélné osy dvousroubovice. Kladnym posunem ve
sméru x rozumime posun k velkému zlabku. Posun v 0se y je posun kolmy k posunu
ve sméru osy X a je kladny, pokud je ve sméru k prvnimu fetézci dvousroubovice.

17



A

B S

Obrazek 7: Konformacni parametry prirazené pdru bazi. A: Vrtulovy zkrut. B: Buckle. C:

A

Inclination.

2) Parametry paru bazi vzhledem k sousednimu paru bazi [10]

- Twist (Q) je uhel mezi nasledujicimi pary bazi, ktery je méfeny jako zména
orientace vektortt C1‘ — C1° jednotlivych part bazi. (Obr. 8a)

- Roll (p) je dihederalni tihel pro rotaci paru baze okolo podéIné osy paru baze
vzhledem ke svému sousedovi. (Obr. 8b)

- Tilt (v) je dihederalni uhel pro rotaci paru baze podél osy kolmé na podélnou osu
paru bazi vzhledem ke svému sousedovi. (Obr. 8c)

- Slide je relativni posunuti paru bazi ve srovnani se sousednim parem bazi smérem
Kk prvnimu fetézci dvousroubovice. (Obr. 8d)

Obrdazek 8: Konformacni parametry prirazené pdaru bazi vzhledem k paru sousednimu. A: Twist.

B: Roll. C: Tilt, D: Slide.

1.3.4.  Kanonické formy DNA

Geneticka informace je uloZzena ve formé dlouhych dvouietézcovych molekul DNA [17].
Vodikové vazby mezi piislusSnymi nukleotidy udrzuji komplementarni fetézce DNA
organizované jako pravotoCivou Sroubovicovou strukturu nazyvanou B-DNA. Strukturni
piechody do dalSich forem DNA mohou nastat pii vyskytu urcitych sekvenci a mohou mit vyznam
pro interakci DNA s proteiny, enzymy ¢i se mohou podilet na regulaci genové exprese. Tyto

struktury se mohou také podilet na formaci nukleozomu a jinych supramolekularnich struktur,
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které obsahuji DNA. Pravoto¢ivé formy A- a B- DNA jsou tvoieny ndhodnymi/nespecifickymi

sekvencemi, zatimco levoto¢iva Z-DNA vyzaduje specifickou sekvenci (Obr. 9).

Obrazek 9: Srovnani kanonickych forem DNA. Zleva: A-DNA, B-DNA, Z-DNA (Prevzato

Z Internetové zdroje — [13])

Zakladni strukturni parametry zakladnich kanonickych struktur DNA jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: Strukturni parametry kanonickych forem DNA. (Prevzato a upraveno z:[17])

Strukturni parametr A-DNA B-DNA Z-DNA
Zakladni jednotka 1pb 1pb 2 pb
Rotace pravotoCiva  pravotociva  levotoCiva
Pocet pb/otocka 1A 105 A 12A
Vzdalenost pb 2,55 A 34 A 37A
Délka otocky 28,2 A 34 A 444 A
Néklon pb k ose 20° -6° 7°
Rotace pb 32,7° 34,3° -30°
Primér dvousroubovice 23 A 20 A 18 A
Glykosidick4 vazba dA, dC,dT anti ant ant

dG anti anti syn
Konformace cukerného  dA, dC, dT | C3‘-endo C2¢-endo C2‘-endo
zbytku dG C3¢-endo C2¢-endo C3‘-endo
1.3.4.1. B-DNA

B-DNA je pojmenovani piifazené nejéastéji se vyskytujici formé DNA [17, 18]. Jedna se

o pravotodivou dvojitou Sroubovici o priméru 20 A tvofenou dvéma antiparalelnimi fetézci.

Retézce jsou spojeny vodikovymi vazbami na zékladé Watson-Crickova modelu. Jedna ototka
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B-DNA obsahuje piiblizné 10,5 paru bazi, které jsou pfiblizné kolmé na osu dvojité Sroubovice.
Vzdalenost dvou nasledujicich parti bazi je 3,4 A. Na dvojité Sroubovici DNA Ize pozorovat dva
Zlabky, velky a maly. Pfestoze jsou rozméry téchto zlabku napfi¢ kanonickymi strukturami DNA
ruzné, z pohledu baze je velky Zlabek vzdy na stejné strané pro dany par bazi. Cukerné zbytky
vyskytujici se v B-DNA preferuji konformaci C2°-endo pro jak purinové, tak pyrimidinové baze.
Baze jsou vice pristupné z velkého zladbku, coz vysvétluje, pro¢ proteiny tihnou k vazbé na
specifické sekvence. DNA struktura je v konformaci B- flexibilni v zavislosti na sekvenci a
prostedi, ve kterém se vyskytuje [19]. Napriklad sekvence bohaté na adenin vedou k velice

uzkému malému zlabku a vyssimu vrtulovému zkrutu, coZ vyusti v ohyb dvousroubovice.

1.3.4.2. A-DNA

Piechod z B-DNA do A-DNA nastava pii nizké relativni vlhkosti, naptiklad pfi pfidani
alkoholu [12, 17, 18]. Tento ptechod je reverzibilni a déje se na mikrosekundové skale. Tyto dvé
konformace sdileji pravotoCivé vinuti, ale v dalSich parametrech nalézame odliSnosti.
V porovnani s B- konformaci je konformace A- nizsi a Sir$i. Na jednu otocku dvousroubovice
pfipada 11 part bazi vzdalenych 2,55 A a primér je 23 A. Dalsim rozdilem je 20° naklon paru
bazi vzhledem k ose dvousroubovice. Zlabky A-DNA nejsou tak hluboké jako u B-DNA a
cukerné zbytky nukleotidu se vyskytuji v konformaci C3-endo v porovnani s C2°-endo u B-
DNA. Baze jsou také vytlateny vice k obvodu Sroubovice, coz vytvoii 9 A Sirokou ,,diru“ ve
sttedu dvousroubovice. A- dvousroubovice se bézné vyskytuje u hybridu DNA — RNA ¢i u dvou

fetézcové RNA z diivodu hydroxylové skupiny na C2° uhliku rib6zového cyklu.

1.3.4.3. Z-DNA

Levotociva Z-DNA byla nalezena zejména v sekvencich poly(dCdG) a poly(dTdG) [12,
17, 18]. V porovnani s B-DNA je Z-DNA uzsi (18 A) a baze jsou vytladeny k okraji
dvousroubovice. Dal§im rozdilem je pfitomnost pouze jednoho hlubokého a izkého Zzlabku. Na
rozdil od A- a B- konformace zde neni zékladni jednotka 1 par bazi, ale opakujici se 2 pary bazi.
Na jednu oto¢ku dvousroubovice pfipadd 12 pard bazi a jejich primérna vzdalenost je 3,7 A.
Cukr-fosfatova kostra neni pravidelna, ale je uspofadana ,,cik cak®. Cukerny zbytek se nachazi
v konformaci C2°-endo pro pyrimidinové baze a v konformaci C3‘-endo Vv ptipadé purinovych
bazi. Purinové baze se v Z-DNA nachazi v konformaci -syn. Elektrostatické repulzni sily cukr-
fosfatové kostry jsou v porovnani s B-DNA vyssi, zejména diky ,,cik cak® usporadani. Z-DNA je
proto stabilizovana vysokou koncentraci soli a pfitomnosti polyvalentnich iontl, které jsou ve
stinéni repulze fosfatovych skupin G€innéjsi nez ionty monovalentni. Pocitacova analyza lidského

genomu, ktera zahrnovala 137 kompletnich gend, urcila 329 sekvenci tvoticich Z-DNA [17].

20



1.3.5.  Neobvyklé formy DNA

Studie z posledni dekady ukazaly, ze DNA je dynamicka molekula a jeji struktura zavisi
na nukleotidové sekvenci, okoli a celkové topologii [20]. Tento strukturni polymorfizmus
pokryva Skalu od malych distorzi ve struktufe DNA az po zménu poctu fetézcu. Pii
fyziologickych podminkach jsou tyto neobvyklé struktury obecné termodynamicky nevyhodné
V porovnani s B-DNA.

Zatimco sekvence DNA koduje genetickou informaci, kli¢ k expresi a regulaci této
informace leZi v rozpoznani struktury [21]. V pfirodé je geneticka informace zpracovavana a
regulovana skrze plejadu proteinti, jejichz vazba na DNA je soucasti komplexnich biologickych
regulacnich drah. Moznost stimulovani ¢i zabrdnéni exprese genetické informace za pouziti
externi latky poskytuje nové moznosti pti 1é€bé a prevenci nemoci. Syntetické latky, které jsou
schopny selektivné interagovat s neobvyklymi strukturami, jsou predmétem intenzivniho
vyzkumu. Tradi¢né se selektivni interakci mysli rozpoznani specifické nukleotidové sekvence,

V tomto ptipad¢ se ale jedna o rozpoznani specifického strukturniho motivu.

1.3.5.1. DNA vyduté

Nukleové kyseliny jsou schopné piijmout zna¢né mnozstvi riznych struktur lisicich se od
dvousroubovice [22, 23]. Struktury sloZzené z nesparovanych nukleotidd, jako jsou vyduté, jsou
dalezité pro regulaci biologickych procesii. Vyduti se rozumi misto v DNA, kde jeden nebo vice
nukleotidii zistane v ramci dvousroubovice nesparovanych. (Obr. 10) Vyduté se mohou lisit
velikosti od jednoho po fetézec nekolika nesparovanych nukleotidd, které tvoii flexibilni smycku

vytla¢enou z dvousroubovice DNA.

A B Bn

5 CGCATCCCCTACGC cniCP X oy

C
1 5 CO cY.Y CGe
GCGTAGGGGATGCGs GCGTP* 1 EGATGCGH:.

Piné sparovany duplex Xi-Bn-Xz

Obrdzek 10: Schéma vyduté na DNA. A: Plné sparovany duplex, B: Vydut X1-Bn-Xi, kde B = A,

T, G, C a n udava pocet nesparovanych nukleotidii.

Tyto struktury mohou vzniknout diky replika¢nim a rekombinaénim chybam ¢i pfi opravé
poskozeni DNA zplsobené ionizujicim zafenim nebo kancerogeny. Vyduté jsou casto

meziprodukty pii replikaci DNA. Tyto struktury jsou cilem opravnych enzymu pifi nedokonalé
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homologni rekombinaci a ma se za to, ze hraji dilezitou roli u mnoha nemoci jako napiiklad
rakovina, svalova dystrofie ¢i Alzheimerova choroba [24, 25]. Mezi proteiny vykazujici vysokou
afinitu k vydutim patii nadorovy supresorovy protein p53 [26] a také proteiny MutS a RecA, které
se podili na opravé DNA [27, 28].

1.3.5.2. Tricestna rozhrani

Tticestna rozhrani jsou nejjednodussimi bézné se vyskytujicimi rozvétvenymi
strukturami DNA [29]. Jsou slozeny ze tii dvousroubovicovych ramen spojenych tzv. spojovacim
bodem. Spojovaci bod tvoii kavita, v niz se mohou vyskytovat nesparované baze, ptislusejici tfem
fetézcim, ze kterych se tficestné rozhrani sklada. Rozhrani se klasifikuji pomoci poctu
nesparovanych nukleotidd. Ticestna rozhrani vyskytujici se v RNA jako strukturni a funkéni
motivy hraji dtlezitou roli v buné¢nych procesech, zejména pii translaci a sestiihu. V DNA
vznikaji pti vyuziti fagh pti rekombinaci. Tricestné rozhrani se také vyskytuji v geneticky
nestabilnich sekvencich spojenych s onemocnénimi, jako je napiiklad Huntingtonova choroba.
Diky jejich Siroké skale funk¢nich aktivit jsou tficestnd rozhrani podrobena velice detailnim

strukturnim studiim.

1.3.6.  Energetika dvousroubovice DNA

Studium energetiky a tani dvousroubovice je jednim z hlavnich témat zajmu biofyzikt
Vv poslednich 60 letech [30]. Proces tani dvousSroubovice, nebo také denaturace, je hlavnim
zdrojem informace o energetice dvousroubovice DNA. Denaturaci lze chapat jako rovnovazny

ptrechod rigidni dvousroubovicové struktury na dvé flexibilni vlakna DNA (Obr. 11)

Obrazek 11: Schéma tani DNA (Prevzato a upraveno z: [30])

Jednim ze zakladnich parametrti dvousroubovice DNA je takzvana teplota tani [31]. Teplota tani
je definovana jako teplota, pfi které je 50 % molekul DNA ve vzorku denaturovano. PouZziva se
zejména k popisu stability dvousroubovice DNA. Stabilita dvousroubovice DNA skladajici se ze

dvou kovalentnich fetézcti spojenych Watson-Crickovymi vodikovymi vazbami zavisi na délce,
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bazovému slozeni, sekvenci, pH, teploté a iontové sile prostiedi. Proces tani DNA je dualezity
nejen pro popis vlastnosti, ale hraje dilezitou roli v pfi replikaci a transkripci DNA.
Termodynamickymi parametry DNA se rozumi entalpie AH, entropie AS a Gibbsova

energie AG. [32] Souvislost mezi témito veli¢inami udava vztah 1.

AG =AH-TAS 1)

Termodynamicka informace skrytd v kiivkach tani napomaha pochopeni zavislosti stability
dvousroubovice na sekundarni a primarni struktufe DNA [33].

Dalsi pristup pro ziskani termodynamickych parametrit DNA je jejich pifimé méteni.
Prvni metodika je kalorimetrické stanoveni [34, 35]. Pfi kalorimetrickém méfeni se méfi teplo,
které bylo uvolnéno ¢i dodano systému.

Nejnovejsi metodikou pro stanoveni termodynamickych parametrti je ,,Microscale®
termoforéza (MST) [36]. V této metodice je vyuzito zmény hybnosti molekuly Vv teplotnim
gradientu v zavislosti na hmotnosti a solvata¢ni obalce molekuly. Tento efekt se nazyva
termodifuze nebo také Sorretuv efekt [37]. Zména je pak méfena jako pokles fluorescence
signalni molekuly. Nesmirnou vyhodou této metody je moznost prace v extrémné nizkych
koncentracich a objemech, coz je umoznéno zejména pouzitim kapilar misto kyvet. Detailnéji je

princip znazornén na obrazku 12.
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Obrazek 12: Schéma Microscale thermoforézy. Schematica reprezentace MST optiky. Typicky

signal experimentu MST. Zpocatku jsou molekuly homogenné distribuoviny a je detekovina

konstantni ,, pocatecni fluorescence“. V ramci prvni sekundy po aktivaci IR laseru je pozorovain

, I-Jump*, coz odpovida rychlé zmenée viastnosti fluoroforu v disledku rychlé zmény teploty.

Nasledné miize byt detekovan termoforeticky pohyb fluorescencné znacenych molekul ze

zahratého objemu vzorku. Typicky je zména fluorescence merena po dobu 30 s. Po deaktivaci IR-

laseru dochdzi k inverznimu T-Jumpu a ndslednému , zpétnému rozptylu* molekul, ktery je

pohanén pouze hromadnou difuzi. (Prevzato a upraveno z: [36])

Vystupem termoforézy je vysoce presné urceni disociacni konstanty kg, kterou dava do souvislosti

s termodynamickymi veli¢inami vztah 2.

AG=-RTIn kg

1.3.7.  Oxidativni poskozeni DNA

()

Poskozeni zptisobené oxidaci bazi pii aerobni respiraci a oxidativnim stresu se objevuje

v Siroké paleté nemoci a v neposledni fadé ma vliv na starnuti. [38]. V buiikach je tento typ

poskozeni zpusoben reaktivnimi formami kysliku (ROS).
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Piikladem takového poSkozeni jsou derivaty pyrimidinovych bazi 5-hydroxyuridin
(HdU) a 5-methylhydroxyuridin (HMdU) (Obr.13) [39]. HdU vznikd zejména oxidativni

deaminaci cytozinu pii vystaveni reaktivnim formam kysliku.

A © B

O
HN | OH HN |
A P
H H

H

Obrdzek 13: A: HMdU a B: HdU (nakresleno v programu ChemSketch).

HMdU vznika oxidaci thyminu a také enzymatickou oxidaci thyminu. Inkorporace HdU vede
k pfidani adeninu do komplementarniho fetézce, coz vyusti za zaménu G:C paru za par A:T [40].
Inkorporace HdU je tedy povazovana za premutagenni. Pfi inkorporaci HMdU také preferenéné
dochazi pridani adeninu do komplementarniho fetézce, ale nedochazi k zadméné paru. Tato
inkorporace je tedy povazovana za nemutagenni.

Zajimavou vlastnosti HdU je, Ze nenaruSuje strukturu dvousroubovice DNA. DNA
polymerazy rutinné obchazi toto poskozeni a preferencné inkorporuji proti HAU adenin. Tato 1éze
je pii vyskytu v DNA mutagenni, ale ne cytotoxicka [41]. HdU je schopné formovat stabilni par
s A, G, CiT, coz poukazuje na vysoky mutagenni potencial [42].

Pritomnost HMdU nenarusuje sekundarni strukturu DNA, ale zvySuje flexibilitu a
narusuje interakce DNA-protein [39]. V tomto ptipadé formovani mutagenni 1éze nesouvisi
s inkorporaci HMdU, ale s procesem odstranéni z DNA pomoci repara¢nich enzymii a naslednych
chybach v opravé. HMdU je jednim z epigenetickych modifikaci DNA, které byly v posledni
dobé objeveny. Tento derivat pyrimidinu je v porovnani s HdU cytotoxicky a ma antiviralni

aktivitu [43, 44].

1.4. Mechanismus plsobeni IéCiv na bdzi platiny

Od objevu protinadorového tc¢inku cisplatiny bylo vynaloZeno nemalé Gsili k objasnéni jejiho
mechanismu ptsobeni [45]. Prvnim problém se ukazalo stanoveni biologického cilového mista
pusobeni. Buiika obsahuje vice komponent schopnych reakce s cisplatinou, zejména nukleové
kyseliny, proteiny, fosfolipidy a v neposledni fadé cytoskelet. AZ pozdéjsi experimenty uréily
DNA jako cilové misto ptisobeni cisplatiny a ptibuznych protinadorové uc¢innych farmak.

Mechanismus pusobeni je jiz n€kolik dekad prfedmétem intenzivniho vyzkumu [46].
ZjednoduSené reakéni schéma zahrnuje Ctyii klicové kroky: vstup do builky, aktivace 1éCiva,

vazba na DNA a bunééna reakce na poskozeni vedouci k bunécné smrti.
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Stabilita cisplatiny je v krevnim fecisti zaji§téna vysokou koncentraci chloridovych anionti
[7, 47, 48]. Cisplatina vstupuje do burniky zejména pasivni difuzi, kdy vstup agens do buiky
proporcné roste s rostouci koncentraci v médiu. Na dal§i moznost vstupu do buniky poukézaly
experimenty zabyvajici se inhibici aktivniho transportu buiky. Nejslibnéjsimi kandidaty na
transportéry podilejici se na vstupu cisplatiny do buiiky jsou transportéry medi Ctrl a Ctr2.

Po vstupu cisplatiny do buriky dochazi k jeji aktivaci. Aktivaci je myslena tzv. hydratace
cisplatiny, kdy jsou odstupujici chloridové ligandy nahrazeny vodou v disledku nizsi koncentrace
chloridovych iontli (mén¢ nez 20 mM) v cytoplazmé. Schéma vstupu cisplatiny do buiiky a jeji

aktivace je zobrazeno na obrazku 14.

Aktivni transport //
™~ /( Jadro }
o »

.wCl  Hydrolyza  NHj, .Cl
Pt
NHy  TYH,0"

Obrazek 14: Schéma puisobeni cisplatiny. (Prevzato a upraveno z: [T])

1.4.1. DNA jako cilové misto plisobeni

Piestoze cisplatina ochotné reaguje s rozlicnymi latkami v buiice, je jeji protinadorova
aktivita spojena s vazbou na DNA [49, 50]. Nejvice nukleofilnimi misty na DNA jsou atomy
dusiku N7 na purinech. Cisplatina se na DNA vaze ve dvou krocich. Jako prvni dochazi
k monofunk¢ni vazbé hydratované cisplatiny na dusik N7 guaninu. Ve druhém kroku se vytvoii
druha vazba mezi cisplatinou a dusikem N7 sousedniho guaninu nebo adeninu, ¢imzZ dojde ke
vzniku tzv. pfi¢né vazby.

Cisplatina navazana na DNA tvoti 3 hlavni adukty (Obr. 15) [49]. Prvnim a nejcast&j$im

aduktem je 1,2-GG pficna vazba, jehoz zastoupeni je ptiblizné 60 — 65 %. Vnitrofetézcova pricna
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vazba 1,2-GG zptsobuje rozvinuti dvousroubovice o 13° a dale ji ohyba o 34° smérem do velkého
zlabku [51]. Druhym typem aduktu je 1,2-AG pfi¢na vazba, ktera se vyskytuje pfiblizné v 25 %
ptipadl. Vnitrofetézcova pricna vazba 1,2-AG deformuje dvousroubovici DNA podobné jako
1,2-GG pticna vazba. DNA obsahujici 1,2-GG nebo 1,2-AG vykazuje vlastnosti charakteristické
pro A DNA. Poslednim vnitrofetézcovym typem aduktu na DNA vyskytujicim se mén¢ nez v 10
% ptipadu je 1,3-GXG pfi¢na vazba, kde X reprezentuje tymin, cytosin a adenin. Pfi¢na
vnitrofrtézcova vazba 1,3-GXG rozviji dvousroubovici 0 23° a ohyba ji 0 53° smérem do velkého
zlabku.

Méng Casté jsou monofunkéni adukty a mezifetézcové piicné vazby. Mezifetézcové
pii¢né vazby kovalentné spoji ob& vldkna DNA a vznika tak vysoce toxicky adukt [52]. Toxicita
tohoto aduktu spociva v zamezeni rozvolnéni vlaken DNA, coz vede k blokaci replikace a
transkripce DNA. Pokud nedojde k opravé tohoto poskozeni, mize dojit k chromozomalnim
zménam, zlomim v DNA a Kbuné&né smrti. Vytvofeni mezifetézcové vazby rozviji
dvousroubovici o 76° - 86° a ohyba ji 0 20° - 40°smérem do malého zlabku [53]. Monofunkéni
adukty jsou nejméné zastoupené, a také v tomto ptipadé dochazi k deformaci dvousroubovice

DNA. Deformace DNA je zavisla na nukleotidové sekvenci v okoli vazby.

Obrazek 15: Adukty cisplatiny s DNA. A: vnitroretézcova pricna vazba 1,2-GG, B:

meziretézcova pricnd vazba, C: monofunkcni adukt, D.: Vazba DNA-Protein. (Prevzato z: [54])

1.4.2. Bunécnd odpovéd na poskozeni DNA komplexy platiny

Po vazb¢ cytostatik na bazi platiny dojde k lokalni zmén¢ sekundarni struktury DNA
[55]. V DNA dochazi k ohybu, rozvijeni dvousroubovice a zkraceni fetézce. Vyse zminéné
zmény ve struktufe DNA jsou natolik vyznamné, ze vedou k zastaveni transkripce a replikace a

Vv koneéném dusledku k bunééné smrti.
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Distorze v sekundarni struktufe DNA jsou rozpoznavany bunénymi proteiny [7].
Nekteré z téchto proteinti se podileji na opravé DNA. Jedna se naptiklad o proteiny p53 a ATR.
Protein p53 je zodpovédny za spusténi procesu apoptdzy v piipade, ze je DNA nendvratné
poskozena [56]. Kinaza ATR je jednim z hlavnich regulatord bunééné odpovédi na poskozenou
DNA [57]. Dalsimi proteiny, které rozpoznavaji poskozeni DNA indukované cytostatiky na bazi
platiny jsou proteiny z takzvané ,,High Mobility Group” (HMG) [58]. HMG proteiny jsou
dalezitymi proteiny pro funkci a strukturu chromatinu. Po navazani cisplatiny nebo piibuzného
1é¢iva a vytvoreni 1,2-GG nebo 1,2-AG pficné vazby dojde k rozpoznani strukturniho motivu
(Obr.16). Nasledné dochazi k navazani HMG proteintt na strukturni motiv vytvofeny zménou
sekundarni struktury DNA. Z celé rodiny proteini maji nejvyssi afinitu k témto strukturnim

motiviim proteiny HMG1 a HMG?2.

\ HMG protein

/ H;N Pyt Oprava poskozeni
/ i .

Rozpoznani poskozeni

\

Inhibice transkripce genu X

Transkripce genu X neni g HiN~p, —G Bt Mot
spravné regulovana H;N —Pt=—¢, P ]

Obrdzek 16.: Schéma vazby HMG proteinii na poskozenou DNA (Prevzato a upraveno z: [59,
60])

Pravdépodobnym vysvétlenim provéazanosti HMG proteini a citlivosti buiky k léCivu je
specificka vazba na adukty 1éCiv na bazi platiny [54]. Dojde k takzvanému stinéni aduktu, diky
¢emu je chranén pred opravnymi mechanismy buiiky.

Dalsi ¢ast metabolismu, ktery je ovlivnény tvorbou adukti cisplatiny, jsou replikace a
transkripce [61]. Tyto dva procesy jsou klicové v zivote rychle se mnozicich nadorovych bunék.
Experimentalnimi daty bylo prokazano, ze ovlivnéni transkripce a replikace hraje dulezitou roli

Vv protinadorové aktivité cisplatiny.
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Nejnovéjsi studie taktéz ukazaly, ze cisplatina v bunice indukuje reaktivni formy
kysliku. [62] V tomto ptipadé nastava bunétna smrt souéasnym spusténim nékolika signalnich
drah reagujicich na nértst reaktivnich forem kysliku. Tyto drdhy jsou zavislé na typu nadorové

buiiky. Vznik téchto forem kysliku je zavisly na koncentraci a dob¢€ plisobeni cisplatiny v buiice.

1.4.3. Oprava poskozené DNA

Poskozeni zplisobené komplexy platiny je opravovano tzv. nukleotidovou excisni
opravou (NER) [63]. Jedna se o dilezity mechanismus pro odstranéni poskozeni deformujici
dvousroubovici DNA. Tento opravny mechanismus se sklada ze dvou dil¢ich mechanismui:
globalni opravy genomu (GGR) a opravy spojené s transkripci (TCR) [64]. GGR rozpoznava a
opravuje genom jako celek, TCR se specializuje na opravu transkribovanych gent. Poskozeni
v DNA je rozpoznano heterodimerem XPC-HR23B v ptipadé GGR a blokaci RNA polymerazy
Il v pfipadé TCR. Dalsi kroky jsou spole¢né pro oba mechanismy. Nasledujici krok obsahuje
separaci vldken dvousroubovice specifickymi helikazami. Separaci nasleduje vystépeni
poskozeného mista na obou stranach nukleazami XPF/ERCCI. Po vystépeni oligonukleotidu (cca
30 pb) je vznikla mezera zaplnéna DNA polymerazou € za pouziti neposkozeného fetézce jako
ptedlohy.

Dalsi metodou opravy je tzv. translézova syntéza (TLS) [64]. PoSkozeni zplisobené
cisplatinou je objemné a muze blokovat postupujici replikaci DNA zablokovanim DNA
polymeraz. Stagnace muze vyustit v tvorbu dvouretézcovych zlomt. Toto vazné poskozeni DNA
muze vést K hrubému pteskupeni DNA nebo piimo k bunétné smrti. Aby se buiika vyhnula
zablokovani replikace, je schopna tolerovat poskozeni pomoci TLS. Pfi TLS jsou vyuzivany
specializované polymerazy z rodin Y a B. Samotnou toleranci poskozeni umoziiuje rozmérné

aktivni misto polymerazy, které dokaze pojmout 1ézi, a absence korekéni schopnosti.

1.5. Vyvoj novych IéCiv na bdzi kovi

Ptestoze cisplatina je jednim z nejic¢inngjsich 1€k, ma jeji pouziti limitace. [62] Ackoliv
se cisplatina vyuziva k 1é¢bé, je to stale jed. Pacienti, kterym je cisplatina podana, trpi vaznymi
vedlej$i Géinky patii nefrotoxicita (poSkozeni ledvin), neurotoxicCita a V neposledni fadé
poskozeni sluchu. VySe zminéné toxické ucinky cisplatiny jsou zavislé zejména na podané davce.
Pomoci spravného davkovani a dopliikové 1é€by dochazi ke zmirnéni vedlejSich ¢inkd.

Dalsi limitaci cisplatiny je bunééna rezistence [65]. Odolnost butiky viic¢i 1é¢ivu muze byt
ziskana pii chronickému vystaveni nebo se muze projevit jako vnitfni vlastnost buniky. Miru

rezistence jedince k 1é¢ivu je velice tézké odhadnout.
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Mechanismy rezistence jsou disledkem zmén uvniti buiky, které se snaZi zabranit
cisplating¢ interagovat s DNA, spustit signalni drahy vedouci k bun&né smrti nebo obé dvé
zminéné moznosti. Prvnim mechanismem je snizena akumulace 1é¢iva v bunice [66]. Piedeslé
studie ukazuji pokles koncentrace cisplatiny ptiblizné o 20—70 % v zavislosti na bunééné linii. Je
nutné podotknout, ze vzhledem ke komplexnosti mechanismu resistence nelze piedpokladat
linearni zavislost mezi poklesem koncentrace cisplatiny a mirou rezistence linie. Pfedpoklada se,
ze divodem snizené akumulace je snizeni absorpce 1é¢iva, zvySeni vylouceni 1é¢iva z buiiky nebo
oboji [67]. SniZeni absorpce 1é¢iva se povazuje za prevladajici mechanismus, pfesny proces ale
stale z{stava nejasny.

Druhym mechanismem resistence je inaktivace 1é¢iva v bunce [Siddik 2003].
Aktivovana forma cisplatiny v burice reaguje nejen s DNA, ale i s proteiny obsahujici nukleofilni
SH skupinu. Pfi chronickém vystaveni cisplatiné nardstd koncentrace buné¢nych proteint
obsahujicich SH skupinu. Vysledkem je redukce mnozstvi cisplatiny schopné reakce s DNA, coz
vyusti ve snizeni aktivity 1éCiva.

Tento mechanismus neni univerzalni pro vSechny bunécné linie, a pokud je pfitomen, tak dochézi
ke zvySeni rezistence 1,5-2krat. Toto mirné zvysSeni je povaZovano za vyznamné, protoze
inaktivita aduktl transplatiny je zptisobena zejména diky jejich rychlé oprave.

Pravé vyse zminéné nedostatky cisplatiny vedly k syntéze stovek novych komplexi
V honb¢ za ¢inngj$im cytostatikem se SirSim ucinnym spektrem nador a menSimi vedlej$imi

ucinky.

1.5.1. Protinddorové ucinnd analoga cisplatiny

Od predstaveni cisplatiny jako velice t¢inného cytostatika bylo klinicky testovano vice
jak 23 analog [69]. Vétsina prvnich pokust byla netspé$na z divodu nedostateéné rozpustnosti,
nizké aktivity nebo neptedpokladanych zavaznych vedlejsich ti¢inkl. V klinické praxi je krome
cisplatiny pouzivano 5 jejich analog [70]. Celosvétove jsou pouzivany karboplatina a oxaliplatina,
zatimco lobaplatina, nedaplatina a heptaplatina jsou pouzivany zejména v jihovychodni Asii
(Jizni Korea, Japonsko a Cina.) Tyto derivaty cisplatiny zpiisobuji buné¢nou smrt na zakladé
podobného mechanismu jako cisplatina.

Karboplatina (Obr. 17) byla prvnim komplexem vyvinutym ve snaze zmirnit vedlejsi
ucinky zpisobené 1écbou [49 ,71]. U tohoto analoga cisplatiny jsou odstupujici ligandy

nahrazeny stabiln¢j$im cyklobutandikarboxilatem.
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Obrazek 17: Karboplatina (nakresleno v programu Chemsketch)

Tato zména vyustila v mensi toxicitu farmaka, coz umoziuje podat pii 1é€be vyssi davku.
Dalsi vyhodou je mensi reaktivita komplexu s glutationem [49]. Karboplatina tvoii podobné
spektrum aduktti na DNA jako cisplatina a je ucinna ve stejném spektru nadort. Diky své
niz8i toxicité nahradila cisplatinu pii 1écbé nékterych nadorti. Karboplatina je sice méné
toxicka, ale nevyhody jako nitrozilni podavani a uzké spektrum senzitivity nadori jsou stejné
jako u cisplatiny.

V ptipadé oxaliplatiny (Obr. 18) doslo k nahrazeni jak odstupujiciho ligandu, tak
ligandu neodstupujiciho [70].

NHz O~ C//O
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Obrazek 18: Oxaliplatina (nakresleno v programu Chemsketch)

V praxi se vyuziva zejména v kombinaci s 5-fluoruracilem pii 1é¢bé rakoviny tlustého stieva.
Nespornou vyhodou je mensi zavislost pti vstupu do buiky na transportéru Crtl. Dalsi
vlastnosti je, Ze i pies nizsi reaktivitu s DNA je oxaliplatina ve vysledku vice cytotoxicka nez
cisplatina [7, 49]. Tato vlastnost souvisi s dynamikou vazby na DNA. Oxaliplatina je sice
méné reaktivni nez cisplatina, ale vykazuje vyssi ucinnost pii stejném poctu aduktii na DNA.
Vedlejsi ucinky oxaliplatiny jsou neurotoxicita a neuropatie, které se umocnuji s rostouci
davkou lé¢iva [59, 70, 71].

Nedaplatita, heptaplatina a lobaplatina (Obr. 19) jsou strukturn¢ velice podobné

karboplatin€ a oxaliplating, tudiz mtzeme piedpokladat tvorbu podobného typu adukti [70].
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Obrazek 19. A: Nedaplatina, B: heptaplatina, C: lobaplatina (nakresleno v programu
Chemsketch)

Publikovana data u vSech tii derivati indikuji vazbu na guaniny v DNA, ale pro vytvoieni
aduktu je potteba vyssiho Casu, nez je tomu u cisplatiny. Nedaplatina je vyuzivana zejména
v Japonsku pro 1é¢bu rakoviny varlat, vajeénik a krku [71]. V porovnani s cisplatinou a
karboblatinou nevykazuje vyssi ucinnost, ale je méné neurotoxickda a méné poskozuje
ledviny. Nevyhodou je potencidlni zpisobeni trombocytopenie (snizeni tvorby trombocytl
v krvi). Heptaplatina je vyuzivana zejména v Jizni Koreji za ti¢elem 1é€by rakoviny traviciho
traktu [71]. Dle nashromazdénych dat by heptaplatina mohla mit vyssi cytostatickou aktivitu
a zaroven nizsi toxicitu nez cisplatina. Bylo také zjisténo, ze je méné nefrotoxicka. Mezi
vedlejsi ucinky patii zejména embryotoxicita, ktera byla zjisténa na pokusnych mysich.
Lobaplatina je schvalena pro 1é¢bu rakoviny prsu, leukémie a rakoviny plic v Ciné [71]. Déle
se testuje v Evropské unii, USA, Australii a Brazilii jako farmakum pro 1é¢bu zejména nadora
prsu, jicnu a vajecnikli. Hlavni vyhodou tohoto farmaka je fakt, ze je €inné i na nadory

rezistentni k cisplatin¢ a karboplating.

1.5.2.  Polynukledrni komplexy platiny

I pfes pokroky v minimalizaci toxickych vedlejSich ucinkd a ptrekonani resistence
nadorovych bunék zlstava spektrum citlivych nadortit pro vSechna cytostatika odvozena od
cisplatiny téméf neménné [72]. Jednim z vysvétleni je fakt, ze vSechna analoga cisplatiny tvofi
s DNA velice podobné adukty.

Dusledkem je snaha vyvinout komplexy s geometrii liSici se od ,klasické“ geometrie
cisplatiny. Polynuklearni komplexy platiny jsou nova metalofarmaka, ktera jsou strukturné
naprosto odlisna od cisplatiny a jejich analog [73, 74]. Tyto komplexy obsahuji dvé nebo vice
reakénich center, ktera jsou spojena aromatickymi nebo alifatickymi fetézci a od cisplatiny se lisi
nejen svou geometrii, ale i mechanismem puisobeni.

Mezi vlastnosti té€chto komplexti patii vzdalené odstupujici ligandy, dlouhé
vnitrofetézcoveé a mezitetézcové pticné vazby, které ovliviuji strukturu DNA. V neposledni fadé

je nutno zminit, Ze tato poskozeni jsou rozeznavana specifickymi proteiny a jsou opravovana
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jinymi mechanismy neZ adukty cisplatiny a jejich analog. Tyto nové komplexy tvoii kompletné
novy smér uvazovani pii syntéze novych cytostatik a nabizeji vysoky potencial pfi vyvoji novych
protinadorove ucinnych agens.

Mezi velice slibné zastupce patii komplex {[cis-Pt(NHs).Cl]2(4,4-methylenedianilin)}*
(Obr. 20)

Cl Cl

| Ha Ha |

Obrazek 20: Komplex {[cis-Pt(NH3).Cl]2(4,4-methylenedianilin)}** (nakresleno v programu
Chemsketch)

Tento komplex je resistentni K deaktivaci nukleofilnimi latkami obsahujicimi siru [73, 75].
Hodnoty ICso u bunék rakoviny vaje¢niku jsou porovnatelné s hodnotami cisplatiny. V piipadé
bunék resistentnich jsou hodnoty ICso podstatné niz$i, nez je tomu u cisplatiny. Mezi
nejzajimavejsi aspekty tohoto komplexu patii rozdilné vlastnosti mezifetézcové pficné vazby
V porovnani se stejnym typem aduktu u cisplatiny. Tento komplex byl detailn€ studovan v ¢lanku
3.

1.5.3.  Komplexy dalsich téZkych kovi

Dalsi alternativou, jak pozménit design komplext, je nahrazeni platiny jinym tézkym
kovem [76, 77]. Prvnim vhodnym kandidatem je ruthenium, zejména diky stabilnim a dobie
predikovatelnym strukturam, které lze ziskat uvazlivym vybérem ligandii. Dva komplexy

ruthenia dosahly klinickych testil. Jedna se o NAMI-A a KP1019 (Obr. 21) [78].
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Obrdzek. 21: Komplexy A: NAMI-A a B: KP1019 (B) (nakresleno v programu Chemsketch)

Oba komplexy brani tvorb¢é metastaz a jsou ucinné proti nadorim v pokrocilém stadiu. Dalsi

vlastnosti je, ze jsou relativné malo toxické. Pfedpoklada se, Ze tyto komplex jsou inertni a

33



k aktivaci dochazi az pomoci redukce v nadorovych buiikach. Jak NAMI-A. tak KP1019 jsou
schopny vazby na DNA, ale jejich mechanismus tc¢inku se lisi. NAMI-A ovliviiuje regulaci
bunééného cyklu, zatimco KP1019 zptsobuje pfimou apoptézu pomoci formace reaktivnich
forem kysliku.

Dalsimi komplexy neobsahujicimi platinu, které¢ byly testovany v klinickych testech

jsou komplexy titanu [76, 77]. Jedna se o budotitan a titanocen dichlorid (Obr. 22).
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Obrazek 22: A: Budotitan a B: Titanocen (nakresleno v programu Chemsketch)

Titanocen byl testovan ve fazi II klinického testovani a byla zjisténa jeho akumulace v jadie
bun¢k. Rozdilem od cisplatiny je extracelularni aktivace, ktera mize wvyustit ve vznik
multijadernych komplext pii zachovani aktivity. U komplext titanu je také dokazana kovalentni

vazba na DNA, ale o pfesném mechanismu ucinku toho neni moc znamo.

1.5.4. Helikdaty

Dalsi cestou je navrh novych struktur metalofarmak, které nejsou zalozeny na derivatizaci
dosud vyuzivanych cytostatik. Pfikladem téchto novych struktur jsou takzvané "helikaty",
zavitnicové struktury obsahujici rizné atomy kovil navrzené prof. Hannonem (University of
Birmingham, UK). Helikaty jsou chiralni struktury slozené z 2 kovovych atomt a 3 rigidnich
organickych liganda [76, 79]. Tyto helikatni struktury se vyskytuji ve formé dvou optickych

enantiomerd, a to pravotocivého (P, A) a levotocivého (M, A) (Obr. 23).
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Obrazek 23: 3D struktura helikatii. A: Levotocivy opticky isomer . B: Pravotocivy opticky

isomer (Prevzato a upraveno z: [80])

Helikaty byly navrZeny k nekovalentni vazbé do velkého zlabku DNA. Navrzené komplexy maji
rozméry podobné motiviim, U kterych je znama vazba do velkého zlabku DNA (alfa Sroubovice
v proteinech a tzv. zinkovy prst). Je diillezité zminit, Ze pro vazbu do malého zlabku jsou helikaty
prilis velké. Svou vazbou ovliviwyji sekundarni strukturu DNA [78]. Pii vazbé na DNA dochazi
v pfipadé obou enantiomert k ohybu a rozvijeni DNA. Helikaty ohybaji DNA o pfiblizné 45°.
Déale M enantiomer rozviji o 32° a P enantiomer o 22°. Pokud srovname miru rozviti
dvousroubovice zpusobenou helikaty s dal$imi neinterkalujicimi latkami, zjistime, Ze helikaty
rozviji velice G¢inng€. Zajimavou vlastnosti helikatt se ukazala jejich schopnost velice ¢inné
kondenzovat DNA [79]. Tato schopnost je zptisobena vysokym kladnym nabojem helikatt (4+).
Bylo prokazano, ze M enantiomer ma schopnost kondenzovat jednotlivé molekuly DNA (Obr.
24).
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Obrazek 24: Kondenzace jednotlivych molekul DNA enantiomerem M. A: plazmid pSP73
V pritomnosti 0,625 uM enantiomeru M, B: plazmid pSP73 v pritomnosti 1,25 uM enantiomeru
M (prevzato a upraveno z: [79])

Prestoze je naboj shodny se sperminem, ktery se pouziva ke kondenzaci DNA, je aktivita M
enantiomeru podstatné vyssi. Dale je zajimavé, Ze na rozdil od konvencnich kondenzaénich latek
tento komplex nevyvolava mezimolekulovou agregaci.

Velkym piekvapenim bylo objeveni druhého vazebného modu [76, 80, 81]. Helikaty se
nevazi jen do dvousroubovice DNA, ale piekvapive se vazi i do neobvyklych struktur DNA, jako
jsou trojcestné rozhrani, vyduté€ a kvadruplexy. Vazbou do neobvyklé struktury nedoslo u helikatu

K vyrazné zméné struktury a dokonale do ni zapadl. (Obr. 25)

Obrazek 25: Vazba helikatu do tricestného rozhrani. A: Pohled ze strany velkého zlabku, B:

pohled ze strany malého zlabku, C:postranni pohled. (Prevzato a upraveno z: [82])

Helikaty kromé interakce s DNA inhibuji dulezité bunééné enzymy [79]. V piipadé RNA

polymerazy jsou koncentrace M a P enantiomert nutné k zastaveni transkripce piiblizné 233krat
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a 117krat mensi, neZ je tomu u sperminu. Piedpoklada se, ze alespon Caste¢né se na tomto jevu
podili schopnost helikatu kondenzovat DNA.

Helikaty inhibuji ¢innost topoisomerazy I pfi koncentracich pro M 500krat a pro P
250krat nizsi, nez je tomu u sperminu. Tyto nizké koncentrace jsou velice blizké koncentracim
inhibitord topoisomerazy I pouzivanych pii 1é¢bé rakoviny. Pfi takto nizkych koncentracich
nejsou helikaty schopny kondenzovat DNA, tudiz efekt inhibice topoizomerdzy nemtize byt

vysvétlen kondenzaci DNA.
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2. Cile prace

Disertacni prace se sklada z n¢kolika c¢asti. Prvni ¢ast se zabyva novymi helikatnimi
strukturami, tzv. flexikatd, a jejich interakci jak s DNA, tak s bunéénymi proteiny. Druh4 ¢ast se
zabyva vazbou komplexu {[cis-Pt(NHs).Cl]x(4,4¢- methylendianilin)}** na DNA. Posledni ¢4st
prace se zabyva vlivem mutace v sekvenci DNA na termodynamické parametry dvousroubovice
DNA.

Cilem disertacni prace je popsdni vazby novych metalofarmak na DNA. Vyuziti
ziskanych poznatkd povede k dokonalej$imu popisu mechanismu vazby a mechanismu ptisobeni
téchto farmak. Studie provedené v této praci prispély k feSeni projekti zaméfenych na
problematiku novych metalofarmak a na problematiku molekularni farmakologie pii terapii

nadorovych onemocnéni.
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3. Material a metody

Vsechny pouzité chemikalie byly p.a. Cistoty.

Ve v8ech experimentech byla pouzita Mili-Q voda.

3.1.1. Chemikalie

3.1.1.1. Poutzité komplexy

Metalohelikaty (flexikaty) — poskytnuty prof. P. Scottem, University of Warwick, UK [83]
{[cis-Pt(NHs).Cl]2(4,4¢- methylendianilin)}?* — poskytnut prof. Z. Guem, Nanjing University [84]

3.1.1.2. Pouzitd DNA a oligonukleotidy

DNA z teleciho thymu (ctDNA) — od firmy Sigma (Praha, Ceska republika)

Plazmid pSP73KB (2455 pb) — byl izolovan dle standardni procedury

Plazmid pBR322 (4361) — od firmy New England Biolabs (Beverly, MA, USA)

Syntetické deoxyribonukleotidy (Publikace 4) — od firmy VBC Genomics (Viden, Rakousko)
Syntetické deoxyribonukleotidy (Publikace 2) — od firmy Eurofinc Genomics (Ebersberg,
Némecko)

Syntetické deoxyribonukleotidy obsahujici (HdU) nebo (HMdU) (Publikace 2) — od firmy
TriLink biotechnoligies (San Diego, CA, USA)

3.1.1.3. Poutzité enzymy
Escherichia coli RNA polymeraza a ptislusny pufr— od firmy New England Biolabs (Beverly,
MA, USA)
EcoRI restrikéni endonukleaza a ptislusny pufr — od firmy New England Biolabs (Beverly,
MA, USA)
DNA topoisomeraza I — od firmy Takara Bio Inc. (Otsu, Shiga, Japonsko)

3.1.1.4. Poutzité chemikdlie
Agarodza — od firmy Serva elektroforesis (Heidelberg, Némecko)
ATP, CTP, GTP, TTP - od firmy New England Biolabs (Beverly, MA, USA)
Ethidium bromid — od firmy Serva elektroforesis (Heidelberg, Némecko)
HEPES — od firmy Sigma (Praha, Ceska republika)
UTP-y-AmNS — od firmy Jena Bioscience (Jena, Némecko)

39



3.1.2. Metody

3.1.2.1. Teplotni stabilita DNA

Zmeéna stability CtDNA Vv ptitomnosti zkoumanych komplexi byla méfena jako zména
absorbance pfi 260 nm (1 nm bandwidth, average time 10 s, heating rate: 0,4 °C min™) v zavislosti
na teploté. Méfeni probihalo v Sesti 1cm kyvetach o maximalnim objemu 1,2 ml. Reakéni pufr
obsahoval Tris (10 mM, pH 7,4). Mé&feni probéhlo ve spektrofotometru 4000 UV/vis od firmy
Varian Cary za pouziti Peltierova drzaku na 6 kyvet. Hodnoty teploty tani (Tm) byly spocéteny v

ovladacim softwaru jako prvni derivace ziskanych kiivek.

3.1.2.2. Vytésnovani Ethidium bromidu
Vzorek obsahujici 3,9 x 10°® M ctDNA a 1,3 x 10® M ethidium bromid (EtBr) byl

ptipraven v 1 cm kyveté v celkovém objemu 2,5 ml. Reakéni pufr obsahoval Tris (10 mM, pH
7,4). Malé mnozstvi komplexu byly pfipipetovany do roztoku na pozadovanou koncentraci a
vzorek byl promichan pipetou. Vzorek byl inkubovan 3 min pii pokojové teploté. Fluorescence
byla métena pomoci spektrofluorimetru Varian Cary Eclipse. Excita¢ni a emisni vlnové délky
byly nastaveny na 546 a 595 nm, §térbiny (slits) byly nastaveny na 10 nm a average time byl

nastaven na 3 s.

3.1.2.3. Staticky rozptyl svétla

Vzorek obsahujici 1,5 x 10 M ctDNA byl pfipraven v 1 cm kyveté v celkovém objemu
2,5 ml. Jako pufr byl pouzit kakodylat sodny (10 mM, pH 7). Mala mnozstvi komplexu byla
pfipipetovana do roztoku na pozadovanou koncentraci a promichana pipetou. Vzorek byl
inkubovan 3 min pii pokojové teploté. Rozptyl byl méfen pomoci spektrofluorimetru Varian Cary
Eclipse. Excita¢ni a emisni vinové délky byly nastaveny na 305 a 305 nm, $térbiny (slits) byly

nastaveny na 5 nm a average time byl nastaven na 3s.

3.1.2.4. Linedrni dichroismus

Vzorek obsahujici 2 x 10* M ctDNA byl pfipraven v celkovém objemu 1,2 ml. Jako
pufr byl pouzit Tris (10 mM, pH 7,4). Malé mnozstvi komplexu byly pfipipetovany do roztoku
na pozadovanou koncentraci a promichany pipetou. LD signal byl méten spektropolarimetrem J-
715 (rozsah: 750 — 220 nm, rychlost 500 nm/min, §térbiny: 2 nm, krok: 0,5 nm, accumulation: 2,

average time: 0,25 s).
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3.1.2.5. Cirkuldrni dichroismus

Vzorek obsahujici 2 x 10° M oligonukleotid s piipravenym aduktem byl pfipraven
Vv celkovém objemu 600 ul. Reakéni pufr obsahoval Tris (10 mM, pH 7,4), NaCl (0,1 M) aEDTA
(0,1 mM). CD signal byl méten pii 25 °C spektropolarimetrem J-715 (rozsah: 220 — 320 nm,

krok: 1 nm, average time: 5s).

3.1.2.6. Mikroskopie atomdrnich sil (AFM)

Roztok obsahujici 6,25 x 10® M linearni plazmidovou DNA pSP73KB by smichén s
komplexy na pozadovanou koncentraci v celkovém objemu 10 pl. Reakéni pufr obsahoval MgCl12
(4 mM), KCI1 (4 mM), HEPES (3,2 mM, pH 7,4). Smés byla inkubovana 4 min pii pokojové
teploté. Kapka (4 ul) vzorku byla nanesena na ¢erstve odstépenou slidovou desti¢ku a inkubovana
2 min. Desticka byla opatrn¢ oplachnuta 1 ml MiliQ vody a okamzité osusena stlaCenym

vzduchem. Snimani bylo provedeno na MultiMode 8 mikroskopu atomarnich sil.

3.1.2.7. Inhibice transkripce DNA

Plazmid pBR322 o koncentraci 3 x 10° M (0.96ug/ul) byl pouzit jako templat. Uridin-
5'-trifosfat-y-(sulfo-1-naphthyl)amid (UTP-y-AmNS) byl pouZit ke sledovani transkripce.
Transkripce byla provedena v Tris (10 mM, pH 7,6), ATP (0,1 mM), CTP (0,1 mM), GTP (0,1
mM), UTP-gamma-AmNS (0,01 mM), KCI (100 mM), MgCl; (5 mM), DTT (2mM) a rizné
koncentrace komplexii v reakénim objemu 28 pl. Po 10 min preinkubaci bylo pfidano 0,5
jednotky E. Coli RNA polymerazy a transkripce provedena pii 37°C po dobu 2 h. Reakce byla
zastavena ptidanim 42 pl 40 mM EDTA. Fluorescence byla méfena pomoci spektrofluorimetru
Varian Cary Eclipse. Excita¢ni a emisni vlnové délky byly nastaveny na 330 a 463 nm, $térbiny

(slits) byly nastaveny na 10 nm a average time byl nastaven na 3s.

3.1.2.8. Inhibice EcoRI

Roztok obsahujici 1,56 x 10* M plazmidovou DNA pSP73KB byl smichan s komplexy
na pozadovanou koncentraci v celkovém objemu 10 pl. Reakéni pufr obsahoval Tris (10 mM, pH
7,9), MgCl, (10 mM), NaCl (50 mM) a DTT (1 mM). Po 10 min inkubaci pfi 37°C byla pfidana
1 jednotka EcoRI. Vzorky byly inkubovany 1 h pii 37°C. Reakce byla zastavena pfidanim 0,5 ul
0,5 % SDS. Vzorky byly analyzovany elektroforézou v nativnim agarézovém gelu (1%) v 1x
TAE pufru. Gely byly obarveny ethidium bromidem a zobrazeny za pouziti Carestream GelLogic

system.
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3.1.2.9. Inhibice Topoisomerazy |

Roztok obsahujici 1,56 x 10* M plazmidovou DNA pSP73KB byl smichan s komplexy
na pozadovanou koncentraci v celkovém 10 pl. Reakéni podminky byly pouzity Tris (35 mM, pH
8), KCI (72 mM), MgCl (5 mM) a DTT (5 mM). Po 10 min inkubaci pfi 37°C byla piidana 1
jednotka topoizomerazy I. Po 1 h inkubaci pii 37°C byla reakce zastavena piidanim 0,5 ul 0,5 %
SDS. Vzorky byly analyzovany elektroforézou v nativnim agarézovém gelu (1%) v 1x TAE pufru
— Tris (40 mM, kys. Octova (20 mM), EDTA (1 mM). Gely byly obarveny ethidium bromidem a

zobrazeny za pouziti Carestream GelLogic system.

3.1.2.10. Purifikace oligonukleotidi

Oligonukleotidy obsahujici sekvenéné specifickou mutaci thyminu za HdU nebo HMdU
byly ptecistény iontové-vyménnou HPLC, jak bylo popsano v ptedchozi praci [85]. Koncentrace
byla stanovena métenim optické hustoty. Extin¢ni koeficienty byly generovany pomoci IDT

OligoAnalyzer [https://www.eu.idtdna.com/calc/analyzer] na zaklad¢ jejich sekvence.

3.1.2.11. Microscale Termoforéza (MSD)

Primer znaceny Cy5 na 5° konci o koncentraci 2 nM byl smichan se zkoumanym
fetézcem v rozsahu koncentraci 0.03 — 10 nM) Reakéni podminky byly pouzity fosfatovy pufr
(10 mM, pH 7), NaCl (150 mM), Tween 20 (0.05%). Reak¢éni smési byly pieneseny do
klasickych kapilar. Vazebné kiivky byly méteny v teplotnim rozsahu 295 — 308 K s krokem 1-5
K. Méfeni pro kazdou teplotu bylo spusténo po 180 s dlouhé inkubaci. Méteni probihalo za
pouziti ptistroje NanoTemper technoligies Monolith NT1157<, MST power bylo nastaveno na
medium (40 %), LED power bylo nastaveno na 5 — 20 %. Konstanty Kq byly pro kazdou teplotu
vypoéteny fitovanim termoforetické kiivky a vyneseny jako In(1/Kg) proti 1/T (K) do van’t
Hoffova grafu. Entalpie AH byla vypoctena z linearniho fitu jako sklon m=-H%R. Za
predpokladu, Ze AH je v malém linearnim rozsahu van’t Hoffova grafu konstantni, mize byt AS

pfimo stanovena jako y°=S°/R, kde R je universalni plynova konstanta [36].
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4. Vysledky a diskuze

Experimentalni cast predkladané disertacni prace je zalozend na 4 clancich
publikovanych v mezinarodnich zurnalech. Vysledky jsou pak rozdéleny do nékolika kategorii
dle problematiky ptislusnych ¢lankt. Kopie publikaci jsou soucasti piiloh prace.

Prvni ¢ast prace se zabyva vlastnostmi novych metalohelikatnich struktur, tzv. flexikatu.
Objektem zajmu je celkové chovani téchto struktur v bufice a zakladni popis jejich interakce
s DNA a bunéénymi proteiny.

Druhda ¢ast je zaméfena na popis interakce dinuklearniho komplexu platiny s DNA,
ktera je biologickym cilem dané latky. Cilem prace byl zejména popis vazby tohoto komplexu na
DNA.

V posledni casti textu prace je shrnuty vliv mutace Vv primarni strukture DNA na
termodynamické parametry dvousSroubovice. Jednd se o pfirozené se vyskytujici mutace
zpusobené oxidativnim stresem, kdy thymin mutuje na 5-hydroxyuridin nebo 5-

hydroxymethyluridin.

4.1. Optically pure metallogelicates that accumulate in
cell nuclei, condense/aggregate DNA and inhibit

activities of DNA processing enzymes. (Publikace 1)

Tato prace navazuje na praci naSeho zahranicniho partnera prof. Scotta. Zatimco
predesla prace [83] byla zaméfena zejména na syntézu metalohelikatd a jejich interakci
s mikrobialnimi patogeny, tato prace je zaméfena na interakci danych helikati s DNA, ktera je
potencialnim farmakologickym cilovym mistem této skupiny latek. Na zaklad€ ptedchozich
pozorovani byla tato prace zaméfena zejména na schopnost kladné nabitych helikati
kondenzovat/agregovat DNA [79]. Znalost mechanismu kondenzace DNA je nepostradatelna pro
pochopeni jeji role v regulaci genové exprese u zivych organismu. Dale komplexy vazici se na
DNA ovliviyji aktivitu dtlezitych enzymatickych procest, které probihaji piimo na DNA. Proto
byl v ramci této prace studovan vliv metalohelikati (Obr. 25) na transkripéni aktivitu RNA

polymerazy II a aktivitu dal$ich enzymu pracujicich s DNA.
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Obrazek 25: Schéma metalohelikatii a struktury ligandii 1 1. (Znaceni helikatii prevzato
z: [86])

Vysledky piedeslé prace prokazaly, ze studované helikaty jsou schopny vstoupit do
bakterialnich bun€k. V této praci je studovan vliv helikatd na buiiky eukaryotni. Jako model byly
pouzity buiiky rakoviny tlustého stteva HCT116p53**. Koncentrace iontii Zeleza v bufice byly
stanoveny metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) po
vystaveni buiiky obéma enantiomerim helikatd 1 a 5 o koncentraci 10 uM po dobu 6 hodin.
Koncentrace 10 uM byla zvolena jako kompromis mezi vysokou toxicitou helikatd a detekénimi
limity metody ICP-MS. Vysledky naznacuji, Ze geometrie spojovaciho ligandu ovliviiuje vstup
helikatu do bunky, zatimco enantiomerni vinuti helikatu nikoliv.

Dale byla zkoumana akumulace helikatli v precisténych a lyzovanych jadrech
HCT116p53**. Vysledky ukazaly, ze 42 — 84 % helikati A-1, A-1, A-5 a A-5 je akumulovéno
Vv jadie a muze tedy interagovat s jadernou DNA. Byla pozorovana vyssi akumulace enantiomert
helikatu 5 Vv porovnani s enantiomery helikatu 1. Dal§im rozdilem je rtuzna akumulace
jednotlivych enantiomert. Enantiomeru A ptislusného helikatu bylo v jadfe nalezeno pfiblizné o
10 % vice nez enantiomeru A.

Vzhledem k diilezitosti interakce helikatti s DNA a kvuli K jejich mechanismu pusobeni
byla studovana nachylnost bunék HCT116p53*"* k poskozeni jejich DNA helikaty. Pro studium
poskozeni byl pouzit tzv kometovy test (Comet assay). V alkalické verzi tohoto testu byla po
vystaveni bunék HCT116p53** helikatim A-1, A-1, A-5 a A-5 zjiténa absence jak
jednotetézcovych, tak dvouretézcovych zlomi. Helikaty také neprojevily schopnost omezeni
tvorby ,,ohonu“ u bunék vystavenych peroxidu vodiku, coz naznacuje neschopnost helikati tvorit
nezvratné adukty na DNA.

Predeslé prace identifikovaly helikaty jako latky vazici se na DNA, aniz by zptsobily

jeji poskozeni. K dal§imu prozkoumani vazebnych vlastnosti metalohelikati na DNA byla
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studovana jejich piima reakce s CtDNA. Vazebna afinita helikatd 1 — 7 byla stanovena metodou
vytésiiovani ethidium bromidu. VSechny zkoumané helikaty prokazaly vysokou afinitu k CtDNA.

Investigace spekter linearniho dichroismu ctDNA v pfitomnosti helikatii odhalila, ze
oba enantiomery helikatu 1 se na DNA vazi ve specifické orientaci pravdépodobné do velkého
zlabku. Vazba helikatl 2 — 7 se zda byt ndhodna na zakladé interakce mezi kladné nabitym
helikatem a zaporne nabitymi fosfatovymi skupinami v DNA. Redukce signalu DNA pfi 260 nm
pfi nariistajici koncentraci helikati naznacuje zvyseni flexibility DNA ve vzorku nebo jeji
zkraceni vlivem jejiho svinuti ¢i monomolekuarni kondnezaci/multimolekularni agregaci.

Experimenty zabyvajici se agregaci/kondenzaci DNA prokazaly, ze helikaty 2 — 7 jsou
pti nizkych koncentracich schopny kondenzovat DNA, coz je pravdépodobné zptisobeno
elektrostatickou vazbou Kladné nabitych helikatt na zaporné nabitou kostru DNA. V porovnani
je helikat 1 vyrazné slabsi kondenzacni/agrega¢ni agens. Toto tvrzeni bylo je$té podpoteno
zobrazenim linearizovaného plazmidu v pfitomnosti helikatti pomoci mikroskopie atomarnich sil.
Tato skute¢nost je v souladu s hypotézou, Ze se helikat 1 preferenéné vaze do velkého zlabku
DNA, ¢imz je vyrazné snizena jeho schopnost vyvolat multimolekularni agregaci/kondenzaci
DNA. Misto toho je posilena schopnost helikatu 1 kondenzovat jednotlivé molekuly DNA. Tato
schopnost byla jiz diive pozorovana u heilikatt [Fea(L)s]Cis (L = CosH20Na) [87]. Vysledky
ukazuji, ze agregacni/kondenzacni vlastnosti téchto helikatli nejsou fizeny pouze vysokym
elektrostatickym nabojem, ale spiSe velikosti a tvarem kazdého helikatu, ktery ovliviiuje
vazebnou orientaci a misto vazby na DNA.

Latky schopné kondenzovat DNA jsou casto pouzivany k naruSeni kritickych
enzymatickych pochodil tykajicich se DNA. Enzymatické studie ukazaly, ze aktivita enzymu
pracujicich s DNA je zna¢né snizena. Pro studii byla pouzita RNA polymeraza, topoisomeraza |
a restrikéni enzym EcoRI. Aktivity téchto enzymil byly snizeny helikaty 2 — 7 podstatn€ vice nez
helikatem 1. Tato skute¢nost je ve shodé s pozorovanim schopnosti helikati 2 — 7 vyrazné ménit

strukturu DNA do té miry, az ptestane byt substratem pro zminéné enzymy.

4.2. Translesion DNA synthesis across lesions induced by
oxidative products of pyrimidines. An insight into the
mechanism by  microscale  thermophoresis.

(Publikace 2)

Tato prace byla zaméfena na studium simulované translézové syntézy pies poskozeni
tvofené HdU nebo HMdU metodou microscale termoforézy (MST). Termodynamické zmény

spojené s replikaci pies léze tvorené HAU nebo HMdAU wukazuji, ze HdU sparované
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nekomplementarnimi bazemi narusuje dvousroubovici DNA podstatné méné nez dT nebo HMdU.
Déle bylo ukazéano, ze translézova syntéza pies 1ézi HAU byla mén¢ extenzivni a potencidlné vice
mutagenni nez u léze HMdU. Tato sledovana zvy$ena misinkorporace polymeraz Pol n, KF-, and
HIV-1 RT pies 1ézi HAU je v souladu s rozdilnym stabilizaénim efektem HdU a HMdU.

Hodnoty Ky pti inkorporaci dAMP oproti HAU byly nizsi nez pii inkorporaci dGMP,
dCMP a dTMP. Toto zjisténi je v souladu s ostatnimi vysledky ukazujicimi, Ze adenin je v DNA
preferenéné inkorporovan proti 1ézi HdU. Vysledky jak MST, tak in vitro translézové syntézy
naznacuji, ze 1éze HAU v DNA mize zpusobit zaménu cytozinu za thymin.

Hodnoty Kg pfi inkorporaci AAMP oproti HMdU byly nizsi nez pii inkorporaci dGMP,
dCMP a dTMP. Dale vysledky ukazuji, Ze DNA polymerazy jsou schopny hladce obejit
poskozeni tvofené HMdU. Vyse zminéné naznacuje, Ze toto poskozeni je méné mutagenni a méné
ovlivituje replikaci DNA, coz je konzistentni s roli HMdU jako epigenetické znacky v DNA.
Celkove vysledky této studie potvrdily predeslé vysledky ukazujici vysokou mutagenitu 1ézi HdU

a méné mutagenni vlastnosti 1éze HMdU.

4.3. Metallohelicates that kill Gram-negative pathogens
using intracellular antimicrobial peptide pathways.

(Publikace 3)

Tato prace byla zamétena na sérii novych ve vodé rozpustnych metalohelikatt (Obr.
26). Tyto metalohelikaty vznikaji samosestavenim z jednoduchych nepeptidovych komponent

okolo dvou iontl Zeleza. Tyto helikaty se vyskytuji jako dva optické enantiomery A a A.

XA -0
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Obrazek 26.: Schéma metalohelikatii a struktury ligandii a — h. (Znaceni helikatu prevzato
z: [83])
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Mezi vlastnosti téchto komplext patii opticka Cistota, velmi dobra rozpustnost ve vod¢, moznost
syntézy pomoci samosestaveni v multigramovém méfitku a velice podobné strukturni vlastnosti
jako maji kationni antimikrobialni peptidy (CAMPs). Tato série 5b — h navazuje na metalohelikat
5a [88], ktery jako jediny z piedeslé série vykazoval antimikrobialni aktivitu. Pro zjisténi
antimikrobidlni aktivity byla pouzita standartni procedura stanoveni minimalni inhibicni
koncentrace (MIC). Zatimco proti gram-pozitivnim mikrobiim vykazovala vétSina komplext
relativné vysokou aktivitu, E. coliaS. aureus se ukazaly jako vyzva. Obecné vSechny enatiomery
A vykazovaly vys$si u€innost nez jejich A protéjsky, prestoze zejména u E. coli byly rozdily
v u¢innosti malé. Komplex A-5b vykazoval nejvyssi aktivitu, kdy byl smrtici efekt dané latky u
E. coli pozorovan jiz po 20 — 40 minutach. Zajimavy je taktéz fakt, Ze bunky E. coli ve stacionarni
fazi jsou na piisobeni komplexu méné nachylné nez aktivné rostouci buiiky. Podobné vlastnosti
jsou pozorovany u zavedenych antibiotik.

Nejvyssi selektivitu a aktivitu vici E. coli vykazoval jiz zminény nejkratsi helikat (12.4
A) A-5b. 1zomerni prot&jsek A-5b dosahoval mirné nizsich hodnot. Rozdilng helikéty s del$imi
spojovacimi ligandy, zejména pokud obsahovaly etherovou skupinu, jsou vice selektivni pro S.
aureus. V tomto ptipadé mély vysokou aktivitu a selektivitu oba enantiomery 5h i enantiomer A-
5d.

Na zakladé téchto vysledku byla testovana uéinnost enantiomertt 5b vuéi $irSimu
spektru gram-negativnich patogent. Soucasti tohoto screeningu byly klinicky izolované kmeny
Klebsiella. pneumoniae, Acinetobaceter baumannii a Enterobacter cloacae. Komplex A-5b
prokazal velice slibnou aktivitu viéi patogentim, zejména vaci kmenim E. coli. Jako velice
zajimavy se ukazal rozdil v citlivosti mezi dvéma testovanymi izolaty K. pneumoniae. Na zakladé
celkového screeningu byl A-5b vybran pro podrobngjsi studium tGcinku.

Rezistentni kmeny vznikaji, pokud se v populaci vyskytnou mutantni buiiky, které jsou
farmakem méné ovlivnéné. Notoricky znamy gram-negativni patogen EEHC O157:H7 Sakai byl
vystaven ucinnym koncentracim A-5b Vv takzvanych selekénich experimentech. Cilem téchto
experimentd bylo stanovit, zda je mozné izolovat mutanty, ktefi se spontanné stali rezistentnimi.
Mutantni kmeny byly rozdéleny do 4 podtypt na zaklad¢ rozdili vac¢i kmenu, ktery mutace
neobsahuje. Mezi rozdily patii defekty v genech zapojenych do udrzby a modifikace vnéjsi
bunééné membrany.

Dva ze étyf podtypa ziskaly mutace spojené s enzymy, které ovliviuji biofyzikalni
vlastnosti liposacharidd ve vnéj§i membrané bakterialnich bunék, a tim vytvoii toleranci ¢i
odolnost vii¢i antimikrobialnimu u¢inku metalohelikatu.

Treti podtyp ztratil schopnost produkce ptfenasece vitaminu B12 kodovaného genem
btuB. Vsechny kmeny ziskaly mutaci, ktera vedla k pfedéasnému zastaveni translace pro tento
gen, coz vyusti ve zkraceni BtuB proteinu a jeho nefunkénost. Predpokladame, Ze tento prenasec

ptispiva ke vstupu A-5b do periplasmy. Pfestoze tato mutace vede ke snizeni vstupu
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metalohelikatu, mtze také vést ke snizeni zdravi kmenu a v kone¢ném disledku z néj udélat kmen
neskodny.

Ctvrty podtyp nevykazoval zadné chromozomaélni zmény, ale u téchto kmenti doglo ke
ztraté plazmidu pO157. Tento plazmid je dilezity zejména proto, Ze jeho kodujici geny jsou
minimalné ¢astecné zodpoveédné za velmi vysokou aktivitu tohoto kmenu E. coli. Ztrata tohoto
plazmidu opét vyusti v jeho neskodnost.

Pro studium schopnosti metalohelikati volné vstupovat do buiky, byl nasyntetizovan
fluorescenéné znaceny derivat helikatu A-5b. Byla pozorovana velice mala fluorescence ve
stacionarni fazi E. coli, zatimco u rychle se délicich bunék byla pozorovana akumulace
Vv cytoplazmé a v oblasti pola bakteridlnich bunék. Déle nebyla pozorovana preferencni lokalizace
helikatu v bunééné membrané a pozorované zabarveni nebylo homogenni. Lze tedy usuzovat
diferencovany vstup helikatu do bunky. Dale byla pozorovana redukce fluorescence fluorescencni
znacky DAPI, ktera se vaze na DNA. Nasledna analyza obrazki naznacuje kompetitivni vazbu
na DNA.

Na zakladé¢ pozorovani fluorescence DAPI byla studovana interakce A-5b s DNA.
Interakce s DNA byla u metalohelikati pozorovana v ptedeslych pracich [88]. Studiem
vytésiiovani ethidium bromidu z DNA z teleciho thymu byla ziskana hodnota zdanlivé vazebné
konstanty Kapp 1.2 x 108 M. Déle byl pozorovan narist teploty tani DNA z teleciho thymu
Vv ptitomnosti helikatu A-5b. Studiem spekter linearniho dichroismu DNA v piitomnosti helikatt
bylo zjisténo, Ze pouze komplexy 5a a 5b se vazi organizované a ne pouze na zakladé
elektrostatiky. Vazebnym mistem je pravdépodobné velky zlabek DNA. Dale studie linearniho
dichroismu poukazaly na koncentra¢né zavislé deformace struktury DNA, coz bylo potvrzeno
investigaci pomoci mikroskopie atomarnich sil na plazmidu pSP73. Déle byla studovéana afinita
helikatu 5b ke G-kvadruplexim DNA. Jedna se o strukturu podilejici se na transkripci dtileZitych
genu v bakteriich, mimo jiné i v E.coli. Bylo zji$téno, ze oba enantiomery helikatu 5b nejen
zna¢éné stabilizuji G-kvadruplex, ale preferuji i vazbu do kvadruplexu pfed vazbou do velkého
zlabku.

4.4. Unique structural properties of DNA interstrand

cross-links formed by a new antitumor dinuclear

Pt(11) complex. (Publikace 4)

V ptedeslé praci [ 73] byl zkouman dvoujaderny komplex platiny {[cis-Pt(NH3).Cl]2(4,4°-
methylendianilin)}** (komplex 1), ktery nalezi do nové generace slibnych protinadorové t¢innych

polynuklearnich komplext platiny rezistentnich k dekompozici sirovymi nukleofily. Komplex 1
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je Géinny vaci buikdm rakoviny vajeéniktt s hodnotami ICsp srovnatelnymi s konvenéni
cisplatinou pro linii citlivou na cisplatinu a pro linii na cisplatinu rezistentni vykazhuje v provnani
s cisplatinou podstatné lepsi hodnoty cytotoxicity. Tato skuteénost je piipisovana schopnosti
formovani mezifetézcovych mistk odliSnych od cisplatiny a jejich naslednému rozeznani
bunéénymi proteiny.

Vysledky této prace ukazuji, ze se komplex 1 preferenéné vaze na guaninové zbytky.
Dulezitéjsi je poznatek, Ze za kompeti¢nich podminek jsou vSechny typy mezitetézcovych mistkl
zkoumaného komplexu 1 ve sméru 3°-3‘. Zajimavy fakt je, Ze mezifetézcové mustky
mononuklearnich nebo dalSich polynuklearnich komplext platiny jsou formovany vyhradné ve
sméru 5°-5¢ pii podminkach pouzitych v této praci. Diivody unikatni orientace aduktu komplexu
1 na DNA ziistavaji neobjasnény.

V této praci byla také studovana zména konformace DNA vyvolana tvorbou 1,4-GG
mezifetézcového mustku mezi komplexem 1 a DNA. Bylo zjisténo, Ze tento adukt ohyba
velice podobnd poskozeni zpusobeném hlavnimi adukty tvofenymi cisplatinou. 1,4-GG
mezifetézcovy mustek komplexu 1 tvofi lokdlni konformacni distorze objevené pouzitim
chemickych sond, cirkularniho dichroismu (CD) a UV absorb¢nich experimentt.

Inhibice transkripce zpiisobena komplexy platiny je dulezitd ¢ast mechanismu jejich
protinadorové aktivity. Hlavni transkripcni komponentou je RNA polymeraza II. Je tedy ziejmé,
ze mezifetézcové mistky tvofené komplexem 1 mohou zablokovat RNA polymerazu II, ale
zaroven pusobi také jako substrat pro rozpoznadni HMG proteiny [73]. Dosli jsme k zavéru, ze
diky rozpoznani aduktu komplexu 1 na DNA hraje HMG protein dulezitou roli v
jeho protinadorovém u¢inku. Zavérem lze fici, Ze cytotoxické ucinky komplexu 1 jsou
pravdépodobné zptisobeny jak inhibici RNA polymerazy II, tak stinénim aduktd komplexu 1
vazbou HMG proteind.
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5.zaveér

Disertacni prace je sestavena jako souhrn Ctyt publikovanych praci. Tii se zabyvaji
studiem mechanismtl G&inku komplexti zaloZenych na piechodnych kovech. Ctvrta prace se
zabyva zménou termodynamickych parametri dvousroubovice DNA zplsobenou mutaci
Vv primarni struktufe DNA a jejich vlivem na replikaci DNA.

DNA je povazovana za farmakologické cilové misto farmak zalozenych na bazi kovu,
metalohelikaty nejsou vyjimkou. Jedna se o chiralni struktury sloZené z 2 iontt kovu a 3 rigidnich
organickych ligandG. Helikaty diskutované v této praci byly syntetizovany prof. Scottem
(University of Warwick, UK). Jako prvni byla testovana akumulace helikat v jadrech bunék
HCT116p53*"*. Vysledky ukazaly, ze 42 — 84% helikatti je akumulovéno v jadfe a mize tedy
interagovat s jadernou DNA. Vsechny helikaty prokazaly vysokou afinitu k ctDNA a zaroven
bylo zjisténo, ze vazba helikati na DNA nezplsobuje jednotetézcové a dvouietézcové zlomy.
Podrobngjsi investigace odhalila u enantiomert helikatu 1 specifickou organizaci vazby na DNA
v kontrastu s nahodnou vazbou zbylych komplexii. Dale byl pozorovan pokles intenzity signalu
LD pti 260 nm v zavislosti na nartistajici koncentraci helikati, coz miize byt vysvétleno zvySenim
flexibility DNA ve vzorku nebo jejim zkracenim vlivem jejiho svinuti ¢i monomolekuérni
kondnezaci/multimolekularni agregaci. Dalsi experimenty prokazaly schopnost helikatl
agregovat DNA pii nizkych koncentracich, srovnatelnych s dal§imi pouzivanymi kondenza¢nimi
agens. Latky schopné kondenzovat DNA jsou <asto pouzivany k naruseni kritickych
enzymatickych pochodii tykajicich se DNA. Enzymatické studie ukazaly, ze aktivita enzymu
pracujicich s DNA je znacné snizena v pfitomnosti helikatu.

Oxidované nukleotidy reprezentuji jeden z hlavnich zdroji poSkozeni DNA fyzikalnimi
a chemickymi agens. HdU a HMdU reprezentuji nejcastéjsi formu oxidovanych pyrimidint
v DNA, pricemz tyto oxidace jsou zplisobeny zejména reaktivnimi formami kysliku. HdU je
znam svou mutagenni aktivitou (C — T), zatimco HMdU je povazovan za epigenetickou znacku.
v souladu s vysledky simulované translézové syntézy. Dale bylo prokazano, ze translézova
syntéza ptes 1ézi zpisobenou HdU miZe zpusobit zaménu AT paru za par CG. Dale vysledky
ukazuji, ze DNA polymerazy jsou schopny hladce obejit poSkozeni tvofen¢ HMdU. Vyse
zminéné naznacuje, Ze toto posSkozeni je méné mutagenni a méné ovlivituje replikaci DNA, coz
je konzistentni s roli HMdU jako epigenetické znacky v DNA. Vysledky této studie celkove
potvrdily ptedeslé vysledky ukazujici vysokou mutagenitu 1ézi HAU a mén€ mutagenni vlastnosti
1éze HMdU.

Prikladem novych potencialnich protinadoroveé ucinnych agens jsou takzvané helikaty.
Jedna se o chiralni struktury slozené z 2 iontd kovu a 3 rigidnich organickych ligandi. Helikaty

diskutované v této praci byly syntetizovany prof. Scottem (University of Warwick, UK) a
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poskytnuty pro ucely této prace. Poskytnuté komplexy strukturné navazuji na predeslou sérii.
Prvnim cilem bylo ovéfeni, zda helikaty z této skupiny také vykazuji antimikrobidlni aktivitu
,stejné jako tomu bylo u helikatu 5a z predchozi série. Vysledky potvrdily relativné vysokou
aktivitu vic¢i gram-negativnim mikrobiim u vsech zkoumanych helikati. U gram negativnich
mikrobl vynikaly oba enantiomery helikatu 5b jak aktivitou, tak selektivitou.

Dvoujaderné komplexy platiny jsou povazovany za velice slibna protinadorové G¢inna
agens nové generace. Zkoumany komplex {[cis-Pt(NHs).Cl]2(4,4¢- methylendianilin)}?** prokézal
ucinnost proti vybranym bunéénym liniim srovnatelnou s cisplatinou. V liniich resistentnich
k cisplatiné ukazal u¢innost vys§i. Vysoce zajimavou vlastnosti se ukazala geometrie
mezifetézcové vazby komplexu na DNA. Zatimco konven¢ni metalofarmaka zaloZena na plating
se preferenéné vazou ve sméru 5°-5°, nami zkoumany komplex se preferen¢né vaze ve sméru 3°-
3¢, Prestoze ma mezifetézcovy mustek naprosto odlisnou geometrii, jeho tvorba vyusti ve velice
podobné poskozeni DNA jako u cisplatiny. Zavérem lze fici, Ze cytotoxické ucinky komplexu 1
jsou pravdépodobné zptisobeny jak inhibici RNA polymerazy 11, tak i stinénim aduktt komplexu
1 vazbou HMG proteinti.

Pfinosem disertacni prace je popsdni vazby novych metalofarmak na DNA. Vyuziti
téchto poznatkii vedlo k dokonalejsimu popisu mechanismu vazby a mechanismu ptisobeni téchto
farmak. Studie provedené v této praci prisp€ly k feseni projektti zaméfenych na problematiku
novych metalofarmak a na problematiku molekularni farmakologie pii terapii nadorovych

onemocnéni.

51



6. Seznam poulité literatury

[1] Connors T. (1996): Anticancer drug development: The way forward, Oncologist, 1(3),

180-181.

[2] Smith S. L. (2017): War! What is it Good for? Mustard gas medicine, CMAJ, 189(8),
E321-E322.

[31 Moudi M., GoR,, YienC.Y., Nazre M. (2013): Vinca alkaloids, Int J Prev Med, 4(11),
1231-1235.

[4] Kostova l. (2006): Platinum complexes as anticancer agents, Recent patents on Anticancer
Drug Discovery, 1(1), 1-22.

[5] Kauffman G. B. (2010): Michele Peyrone (1813 — 1883), Discover of cisplatin. Platinum
Metals Rev. 54, 250-256.

[6] Peyrone M. (1844): Ueber die Einwirkung des Ammoniaks auf Platinchluriir, Annlen der
Chemie und Pharmacie 51, 1-29.

[71 Kelland L. R. (2007): The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy, Nat. Rev.
Cancer 7(8), 573-578.

[8] Rosenberg B., van Camp L., Krigas T. (1965): Inhibition of cell division in escherchia
coli by electrolysis products form a platinum electrode, Nature 205, 698-699.

[9] Alberts, B. et al.(1998): Zdklady bunécné biologie, 2. vydani, Usti nad Labem: Espero
Publishing, 183-188, ISBN 80-902906-2-0.

[10] Neidle S. (2008): The building-blocks of DNA and RNA, Principles of Nucleic Acid
Structure, ed S. Neidle. New York, NY: Academic Press, 20-37, ISBN 9780123695079.

[11] Altona C., Sundaralingam M. (1972): Conformational analysis of the sugar ring in
nucleosides and nucletides. A new description using the concept of pseudorotaion, J. Am.
Chem. Soc. 94(23), 8205-8212.

[12] Ho P. S., Carter M (2011): DNA structure: Alphabet soup for the cellular soul, DNA
replicaton — current advances (edited by Hervé Sligmann), 3-26, ISBN 978-953-307-593-
8.

[13] Zeng G., Lu X,, Olson W. K. (2009): Web 3DNA—a web server for the analysis,
reconstruction, and visualization of three-dimensional nucleic-acid structures, Nucleic
Acids Res. 37, W240-W246.

[14] Foloppe N., Hartmann B., Nilsson L. MacKerell Jr. A. D. (2002):
Intrinsicconformational energetics associated with the glycosyl torsion in DNA: A quantum
mechanical study, Biophysical Journal 82, 1554-15609.

[15] Watson J. D., Crick F. H. C. (1953): Molecular structure of nucleic acids: A structure of
deoxyribose nucleic acid, Nature 171, 737-738.

52


http://nar.oxfordjournals.org/content/37/suppl_2/W240.full
http://nar.oxfordjournals.org/content/37/suppl_2/W240.full

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

Chargaff E. (1950): Chemical specificity of nucleic acids and mechanism of their
enzymatic degradation, Experientia 6, 201-209.

Potaman V. N., Siden R. R. (2005): DNA: Alternative conformations and biology, DNA
Conformation and Transcription (edited by Takashi Ohyama), Springer US, 3-17, ISBN
978-0-387-29148-2

Ussery D. W. (2002): DNA Structure: A-, B- and Z-DNA Helix Families. Encyclopedia of
Life Sciences, John Wiley & Sons, Ltd. Chichester, U.K.

Koo H., Wu H., Crothers (1986): DNA bending at adenine « thymine tracts, Nature 320,
501-506.

van Holde K., Zlatanova J. (1993): Unusual DNA structures, chromatin and
transcription, BioEssays 16, 59-68.

Cerasino L., Hannon M. J., Sletten E. (2007): DNA three-way junction with a dinuclear
iron (1) supramolecular helicate at the center: A NMR structural study, Inorg. Chem. 46,
6245-6251.

Baase W. A., Jose D., Ponedel B. C., von Hippel P. H., Johnson N. P. (2009): DNA
models of trinucleotide frameshift deletions: the formation of loops and bulges at the
primer-template junction, Nucleic Acids Research 37, 1682-1689.

Kunkel T. A., Bebenek K. (2000): DNA replication fidelity, Annu. Rev. Biochem 69, 497-
529.

McNally E.M, Duggan D., Gorospe J. R., Binemann C. G., Fanin M., Pegoraro E.,
Lidov H. G., Noguchi S., Ozawa E., Finkel R. S., Cruse R. P., Angelini C., Kunkel L.
M., Hoffman E. P. (1996): Mutations that disrupt the carboxyl-terminul of gamma-
sarcoglycan cause muscular distrophy, Hum. Mo. Genet. 5, 1841-1847.

Li J., Yen C. Liaw D., Podsypanina K., Bose S., Wang S. I., Puc J., Meliaresis C.
Rodgers L., McCombie R., Binger S. H., Giovanella B. C., Ittmann M., Tycko B.,
Hibshoosh H., Wigler M. H., Parsons R. (1997): PTEN, a putative protein tyrosine
phasphatase gene mutated in human brain, breast and prostate cancer, Science 275, 1943-
1947.

Degtyareva N., Subramanian D., Griffith J. D. (2001): Analysis of the binding of p53 to
DNAs containing mismatched and bulged bases, The Journal of Biological Chemistry 27,
8778-8784

Malkov V. A,, Biswas I., Camerini-Otero R. D., Hsieh P. (1997): Photocross-linking of
the NH2-terminal region of Taw MutS protein to the major groove of a hetroduplex DNA,
J. Biol. Chem., 272, 23811-23817.

Wang Y. H., Bortner C. D., Griffith J. (1993): RecA binding to bulge and mismatch
containing DNAs. Certain single base mismatches provide strong signals for RecA binding
equal to multiple base bulges, J. Biol. Chem 268, 17571-17577.

53



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Wu B., Girard F., van Buuren B., Schleucher J., Tessari M., Wijmenga S. (2004):
Global structure of a DNA three-way junction by solution NMR: towards prediction of 3H
fold, Nuccleic Acids Res. 32, 3228-3239.

Vologodskii A., Frank-Kamenetskii M. D. (2018): DNA melting and energetics of the
double helix, Physics of Life Reviews 25, 1-21.

Bueren-Calabuig J. A., Giraudon C., Galmarini C. M., Egly J. M., Gago F. (2011):
Temperature-induced melting of double-stranded DNA in the absence and presence of
covalently bonded antitumour drugs: insight from molecular dynamics simulations,
Nucleic Acids Research 39, 8248-8257

SantaLucia Jr. J. (1998): A unified view of polymer, dumbbell, and oligonucleotide DNA
nearest-neighbor thermodynamics, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 1460-1465.

Howard K. P. (2000): Thermodynamics of DNA duplex formation: a biophysical chemistry
laboratory experiment, J. Chem. Educ. 77, 1469.

Vaitiekunas P., Crane-Robinson C., Privalov P. L. (2015): The energetic basis of the
DNA double helix: a combined microcalorimetric approach, Nucleic Acids Research 43,
8577-8589.

Florian J., Brabec V. (2011): Thermodynamics of translesion synthesis ocrass a major
DNA adduct of antitumor oxaliplatin: Differential scanning calorimetric study, Chemistry
a European Journal 18, 1634-1639.

Jerabek-Willemsen M., André T., Wanner R., Roth H. M., Duhr S., Basske P.,
Breitsprecher D. (2014): MicroScale thermophoresis: Interaction analysis and beyond,
Journtal of Molecular Structure 1077, 101-113.

Rahman M. A., Saghir M. Z. (2014): Thermodiffusion or Soret effect: Historical review,
International Journal of Heat and Mass Transfer 73, 693-705

Daviet S., Couvé-Privat S., Gros L., Shinozuka K., Ide H., Saparbaev M., Ishchenko
A. A., (2007): Major oxidative products of cytosine are substrates for the nucleotide
incision repair pathway, DNA Repair (Amst) 6, 8-18.

Hrabina O., Brabec V., Novakova O. (2019): Translesion DNA synthesis across lesions
induced by oxidative products of pyrimidines: An insight into the mechanism by
microscale. International Journal of Molecular Sciences 20, 5012

Kreutzer D. A., Essigmann J. M. (1998): Oxidized, deaminated cytosines are a source of
C —T transitions in vivo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 3578-3582.

Greim H., Albertini R. J. (2015): Cellular response to the genotoxic insult: the question
of threshold for genotoxic carcinogens, Toxicol. Res. 4, 36-45.

Thivjyanathan V., Soasunderam A., Volk D. E., Gorenstein D. G. (2005): 5-
hydroxyuracil can form stable base pairs with all four bases in DNA duplex, Chem.
Commun. 3, 400-404.

54



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

Boorstein R. J., Teebor G. W. (1989): Effects of 5-hydroxymethyluracil and 3-
aminobenzamide on the repair and toxicity of 5-hydroxymethyl-2 “-deoxyuridine in
mammalian cells, Cancer Research 49, 1509-1514.

Shiau G. T., Schinazi R. F., Chen M. S, Prusoff W. H. (1980): Synthesis and biological
activities of 5-(hydroxymethyl, azidomethyl or aminomethyl)-2 deoxyuridine and related
5 “-substitued analogs, J. Med. Chem. 23, 127-133.

Jamieson E. R., Lippard S. J. (1999): Structure, recognition, and processing of cisplatin-
DNA adducts, Chem. Rev. 99, 2467-2498.

Johnstone T. C., Suntharalingam K., Lippard S. J. (2014): The next generation of
platinum drugs: targeted Pt(I1) agents, nanoparticle delivery and Pt(IV) prodrugs, Chem.
Rev. 116, 3436-3486.

Makovec T. (2019): Cisplatin and beyond: molecular mechanisms of action and drug
resistence developmnet in cancer chemotherapy, Radiol. Oncol 53, 148-158.

Dasari S., Tchounwou P. B. (2014): Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanism
of action, Eur. J. Pharmacol. 5, 364-378.

Brabec, V., Kasparkova, J. (2005): Platinum-based drugs, In Gielen, M. and Tiekink, E.
R. T. (eds.), Metallotherapeutic Drugs and Metal-Based Diagnostic Agents: The Use of
Metals in Medicine. John Wiley & Sons, Ltd, Chichester, pp. 489-506.

Brouwer J., van de Putte P., Fichtinger-Schepman A. M., Reedijk J. (1981): Base-pair
substitution hotspots in GAG and GCG nucleotide suquences in Escherichia coli K-12
induced by cis-diamminedichloroplatinum (11), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78(11), 7010-
7014.

Gelasco A., Lippard S. J. (1998): NMR solution structure of a DNA dodecamer duplex
containing a is-diammineplatinum(l1) d(GpG) intrastrand cross-link, the major adduct of
the anticancer drug cisplatin. Biochemistry , 37, 9230-9239

Jenssen D., Vare D., Groth P., Carlsson R., Johansson F., Erixon F. (2012): DNA
interstrand crosslinks induce a potent replication block followed by formation and repair
of double strand breaks in intact mammalian cells. DNA Repair, 11, 976-985.

Jamieson E. R., Jacobson M. P., Barnes C. M., Chow C. S., Lippard S. J. (1999):
Structural and kinetic studies of a cisplatin-modified DNA icosamer binding to HMG1
domain B. Journal of Biological Chemistry 274, 12346-12354.

Fuertez M. A., Castilla J., Alonso C., Pérez J. M. (2003): Cisplatin biochemical
mechanism of action: from cytotoxicity to induction of cell death through interconnections
between apoptotic and necrotic pathways, Current Medical Chemistry 10, 257-256.
Lippard S. J., Keck M. V. (1992): Unwinding of supercoiled DNA by platinum-ethidium

and related complexes. Jurnal of American Chemical Society, 114, 3386-3390.

55



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]
[68]

[69]

[70]

Han J., Chung Y., Park S. W., Kim J. S., Rhyu M., Kim H., Lee K. S. (1999): The
relationship between cisplatin-induced apoptosis and p53, bcl-2 and bax expression in
human lung cancer cells, The Korean Journal of Internal Medicine 14, 42-52.
Hutcherson R. J., Kemp M. G., (2019): ATR kinase inhibition sensitizes quiescent human
cells to the lethal effects of cisplatin but increases mutagenesis, Mutat. Res., 816-818.
Cryer J. E., Johnson S. W., Engelsberg B. N., Billings P. C. (1996): Analysis of HMG
protein binding to DNA modified with the anticancer drug cisplatin, Cancer Chemother
Pharmacol 38, 163-168.

Brabec V., Kasparkova J. (2005): DNA interactions of platinum anticancer drugs. Recent
advances and mechanisms of action. In Metal Compounds in Cancer Chemotherapy, Pérez
J. M., Fuertes M. A., Alonso C. (Eds.), 87-218.

Zamble D. B, et al. (1999): The response of cellular proteins to cisplatin-damaged DNA,
in Cisplatin. Chemistry and Biochemistry of a Leading Anticancer Drug, B. Lippert, VHCA,
WILEY-VCH: Ziirich, Weinheim., Editor.p.73-110.

Todd R. C., Lippard S. J. (2009): Inhibition of transcription by platinum antitumor
compounds, Meallomics 1, 280-291.

Florea A. M., Biisselberg D. (2011): Cisplatin as an anti-tumor drug: cellular
mechanisms of activity, drug resistence and induced side effects, Cancers (Basels) 3, 1351-
1371.

Malina J., Kasparkova J., Brabec V. (2002): Recognition of major DNA adducts of
enantiomeric cisplatin analogs by HMG box proteins and nucleotide excision repair of
these adducts, Chem. Biol. 9, 629-638.

Rocha C. R. R,, Silva M. M., Quinet A., Cabral-Neto J. B., Menck C. F. M. (2018):
DNA repair pathwasy and cisplatin resistence: an intimate relationship, Clinics. 73, e478s.
Siddik Z. H. (2003): Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of resistence,
Oncogene 22, 7265-7279

Kelland L. R. (1991): New platinum antitumor complexes, Critical Reviews in
Oncology/Hematology 15, 191-219.

Kelland L. R. (2000): Preclinical perspectives on platinum resistence. Drugs, 59(4), 1-8.
Kelland L. R., Mistry P., Abel G., Freidos F., Loh S. Y., Roberts J. J., Harrap K.
(1992): Establishment and characterization of an in vitro model of acquired resistence to
cisplatin in a human testicular nonseminomatous germ cell line, Cancer Research 52,
1710-1716.

Kelland L. R. (1993): New platinum antitumor complexex, Crit. Rev. Oncol Hematol 15,
191-2109.

Brabec V., Hrabina O., Kasparkova J. (2017): Cytotoxic platinum coordination
compounds. DNA binding agents. Coordination Chemistry Reviews 351, 2-31

56



[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

(80]

[79]

(80]

[81]

Boulikas T., Panto, A., Bellis E. Christofis P. (2007): Designing platinum compounds in
cancer: structures and mechanism. Cancer Therapy, 5, 537-583

Wong E., Giandomenico C. M. (1999): Current status of platinum-based antitumor
drugs, Chem. Rev. 99, 2451-2466.

Zerzankova L., Kostrhunova H., Vojtiskova M., Novakova O., Suchankova T., Lin
M., Guo Z., Kasparkova J., Brabec V. (2010): Mechanistic insights into antitumor effects
of new dinuclear cis Pt" complexes containing aromatic linkers, Biochemical
Pharmacology 80m 344-351.

Olivova R., Kasparkova J., Vrana O., Vojtiskova M., Suchankova T., Novakova O.,
He W., Guo Z., Brabec V. (2011): Unique DNA binding mode of antitumor trinuclear
tridenate platinum (11) compound, Mol. Pharm 8, 2368-2378.

Hrabina O., Kasparkova J., Suchankova T., Novohradsky V., Guo Z., Brabec V.
(2017): Unique structural properties of DNA interstrand cross-links formed by a new
antitumor dinuclear Pt(11) complex. Metallomics 9, 494

Hannon M. J. (2007): Metal-based anticancer drugs: From a past anchored in platinum
chemistry to a post-genomic future of diverse chemistry and biology, Pure Appl. Chem. 79,
2243-2261.

Pages B. J., Ang D. L., Wright E. P., Aldrich-Wright J. R. (2015): Metal complex
interactions with DNA, Dalton Trans. 44, 3005-3526.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2008): DNA binding of dinuclear iron (1)
metallosupramolecular cylinders. DNA unwinding and sequence preference., Nucleic
Acids Res. 36, 3630-3638.

Meistremann I., Moreno V., Prieto M. J., Moldrheim E., Sletten E., Khalid S., Rodger
P. M., Peberdy J. C., Rodger A., Hannon M. J. (2002): Itramolecular DNA coiling
mediated by metallo-supramolecular cylinders: differential binding of P and M helical
enantiomers, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 5069-5074.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2008): DNA binding of dinuclear iron (II)
metallosupramolecular cylinders. DNA unwinding and sequence preference., Nucleic
Acids Res. 36, 3630-3638.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2015): Iron(ll) supramolecular helicates condense
plasmid DNA and inhibit vital DNA-related enzymatic activities, Chemistry 21, 11189-
11195.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2007): Recognition of DNA three-way junctions by
metallosupramolecular cylinders: gel electrophoresis studies, Chemistry 13, 3871-3877.
Malina J. Hannon M. J., Brabec V. (2014): Recognition of DNA bulges by dinuclear iron
(1) metallosupramolecular helicates, FEBS J. 281, 987-997.

57



(82]

(83]

[84]

[85]

(86]

(87]

(88]

Oleksi A., Blanco A. G., Boer R., Uson 1., Aymami J., Rodger A., Hannon M. J., Coll
M. (2006): Molecular recognition of a three-way DNA junction by a
metallosupramolecular helicate, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 45, 1227-1231.

Simpson D., Hapeshi A., Rogers N.J., Brabec V., Clarkson G.J., Fox D., Hrabina O.,
Kay G., King A., Malina J., Millard A., Moat J., Roper D.I., Song H., Waterfield N.,
Scott P. (2019): Metallohelices that kill Gram-negative pathogens using intracellular
antimicrobial peptide pathways. Chemical Science 10, 9708-9720

FanD., Yang X., Wang X., Zang S., Mao J., Ding J., Lin L., Guo Z. (2007): A dinuclear
monofunctional platinum (1I) complex with an aromatic linker shows low reactivity
towards glutathione but high DNA binding ability and antitumor aktivity, J. Biol. Inorg.
Chem. 12, 655-665.

Brabec V., Reedijk J., Leng M. (1992): Sequence-dependent distortions induced in DNA
by monofunctional platinum(l1) binding, Biochemistry 31, 12397-12402.

Hrabina O., Malina J., Kostrhunova H., Novohradsky V., Pracharova J., Rogers N.,
Simpson D.H., Scott P., Brabec V. (2020): Optically pure metallohelices that accumulate
in cell nuclei, condense/aggregate DNA, and inhibit activities of DNA processing
enzymes. Inorganic Biochemistry — v tisku

Hannon M. J., Moreno V., Prieto M. J., Moldrheim E., Sletten, E., Meistermann 1.,
Isaac C. J., Sanders K. J., Rodger A (2001).: Intramolecular DNA coiling mediated by a
metallo-supramolecular cylinder. Angew. Chem., Int. Ed., 40, 879—-884.

Howson S. E., Bolhuis A., Brabec V., Clarkson G. J., Malina J., Rodger A., Scott P.
(2011): Optically pure, water-stable metallo-ielical ,flexicate* assemblies with antibiotic
aktivity, Nature Chemistry 4, 31-36.

Internetové zdroje:

[11]

[12]

[13]

National Cancer Institute (2018):  Dostupné z: https://www.cancer.gov/about-

cancer/understanding/what-is-cancer

x3DNA (2013): Dostupné z: https://x3dna.org/highlights/sugar-pucker-correlates-with-

phosphorus-base-distance

wikipedia (2014):Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dnaconformations.png

58


https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://x3dna.org/highlights/sugar-pucker-correlates-with-phosphorus-base-distance
https://x3dna.org/highlights/sugar-pucker-correlates-with-phosphorus-base-distance
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dnaconformations.png

7.Seznam poulZitych zkratek
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CY5
CtDNA
CTP
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EtBr

GGR
GTP
HdU
HMG
HMdU
HPLC
ICP-MS
Kd

LD
MIC
MST
NER
Pb
RNA
ROS
SDS

T

TCR
TTP
UTP
UTP-gamma-AmNS
uv

adenin

adenosin trifosfat

cytosin

kationni antimikrobialni proteiny
cirkularni dichroismus
fluorescencni znacky cyanine 5
DNA z teleciho thymu

cytosin trifosfat

deoxyribonukleotidova kyselina

fluorescencni znacka 2-(4-amidinophenyl)-1H -indol-6-carboxamid

dithiotreithol

ethidium bromid

guanin

globalni oprava genomu

guanosin trifosfat

5¢-hydroxyuridin

proteiny rodiny high mobility group
5¢-methylhydroxyuridin

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
disociacni konstanta

linearni dichroismus

minimalni inhibi¢ni koncentrace
microscale termoforéza

nukleotidova excisni oprava

par bazi

ribonukleotidova DNA

reaktivni formy kysliku

dodecilsiran sodny

thymin

oprava spojena s transkripci (transcription coupled repair)
thymidin trifosfat

uridin trifosfat
uridin-5'-trifosfat-y-(sulfo-1-naphthyl)amid

ultrafialové zareni
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ABSTRACT: The water-compatible optically pure metallohelices “§ . A [ DMA binding | .
made by self-assembly of simple nonpeptidic organic components | Tt /ﬁ'c;ﬁ - T * | DNA condensation
e [

around Fe(ll) ions are now recognized as a distinct subchss of & [, _,\F':'" .f‘ﬂﬂmga'ﬁc"
helicates that eshibit similar architecture to some natural cationic IE'- A "Lﬂ [ —

B . . = i g . inhibitian of
antimicrobial peptides. Notably, a new series of metallohelices was (R J . DMA processing

recently shown to exhibit biological activity, displaying high, | fiL f k_c;:} " enzymes
structure-dependent activity against bacteria It is also important - ™ )
that, thanks to their properties such metallohdices can exhibit N e,
specific interactions with biomacromolecules. Here, following our EEEI 'Ix:'i- "‘-_o":{.-
prior report on the metallohelices that have high, strcture-

dependent activity against bacteria, we investigated the interactions CH; & CHOW 8
of the series of iron(ll) metallchelices with DMNA, which is a

potential phammacological target of this class of coordination compounds The results obtained with the aid of biophysical and
molecular biology methods show that the investigated metallohelices accumubate in eukaryotic cells and that a significant fraction of
the metallohelices acoumulates in the cell mucleus, allowing them to interact also with nudear DNA. Additionally, we have
demonstrated that some metallobelices have a high affinity to DMA and are able to condense/aggregate DMNA molecules more
efficiently than conventional DN A-condensing agents, such as polyamines. Moreover, this capability of the metallobelices correlates
with their effidency to inhibit DN A-relited enzymatic activities, such as those connected with DNA transcription, catalysis of DMNA
reluation by DNA topoisomerse L and cleavage by restriction enzymes.

B INTRODUCTION phobicity and biological function can be affected by changes of
substituent groups, which offers the posibility to determine
factors responsible for their specific effidency observed.
Motably, this new series of metalohelices has been already
shown to exhibit biological activity, displaying high, strocture-
multidentate ceganic ligands, ramed helicates, can have 2 dependem.: activity aga..inst hacte:ja,“jnc]ud.ing clinically
similar sze to a-helical peptides, particularly in terms of their Pmbleman.c Gram-negative pathogens. Irluterestlng}y, _ﬂ’&
diameter and cha.rge.""‘ Thanks to these properties, such metallohelices emulate some of the physical properties of
compounds can exhibit specific interactions with biomacro- natural a.:atlomc annmjcm:b;a] PEP_t'dES“ . ) .
malecules ® Recently, various supramoleculir metallchelices In this work, we desaibe the interactions of this series of
have been shown to exhibit mique biological properties; jmn(l].) meta]hhe]jaes.» (Figure 1) “fjrh DNA, “'hj'::_h js_ a
antimicrobial and anticancer properties are examples ™ potential Pharmac.a]ag]ca?] target of this da”_af coardination
Additiorally, some metalloheliz compounds have ako been compounds, by biophysical and molecular biology methods.
shown to bind DNA®" and inhibit enzyme aﬂj\dty.“ We concentrated our effort on the ability of the new
We recently described the design, synthesis, and chamcter- compounds to condense,/aggregate DNA as these +4 cationic
iation of a series of new water-compatible optically pure metallohelices are likely to induce interactions between anionic
metallohelices made by self-assembly of si ‘P]e nonpeptidic
organic components around Fe(Il) ions'" An attrctive Received: January 13, 2020
property of these self-assembled helical metallo-organic
compounds is their ability to change the handednes, size
shape, and charge distribution in the structure by a selection of
subcomponents for the self-assembly. Moreover, their hydro-

Supramolecular chemistry makes it possible to prepare
functional, highly complex chemical systems from components
assembled by intermolecular forces.! Some chiral assemblies of
two or more metal atoms linked by short or relatively rigid
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Abstrack Oxidative stress in cells can lead to the accumulation of reactive oxygen species and
oxidation of DNA precursors. Oxidized nucleotides such as 2-deoxyribo-5-hydroxvuridin (HAU)
and 2"-deoxyribo-5-hydroxymethyluridin (HMdU) can be inserted inko DNA during replication and
mpair HAU and HMdU have attracted particular inkenest because they have different effects on
damaged-DNA processing enzymes that control the downstream effects of the lesions. Hemein, we
studied the chemically simulated transkesion DNA synthesis (TLS) across the lesions formed by HAU
or HMdU using microscale thermophoresis (MST). The thermodynamic changes associated with
meplication across HdU or HMAU show that the HAU paired with the mismatched deoxyribonucleoside
triphosphates disturbs DNA duplexes considerably less than thymidine (dT) or HMdU. Momeover, we
also demonstrate that TLS by DNA poly merases across the kesion derved from HdU was markedly
less extensive and potentially more mutagenic than that across the lesion formed by HMdAU. Thus,
DNA polymerization by DNA polymerase n {poln), the exonuclease-deficient Klenow fragment of
DNA polymerase I (KF), and reverse transcriptase from human immunodeficiency virus tyvpe 1
(HIV-1 RT) across these pyrimidine lesions correlated with the different stabilization effects of the
HdU and HMdU in DNA duplexes revealed by MST. The equilibrium thermodynamic data obtained
by MST can explain the influence of the thermodynamic alterations on the ability of DNA polymerases
to bypass lesions induced by oxidative products of pyrimidines. The results also highlighted the
usefulness of MST in evaluating the impact of oxidative products of pyrimidines on the processing of
these lesions by damaged DNA processing enzymes.

Keywords: oxidized nucleotides; 2-deoxyribo-53-hydroxyuriding 2-deoxyribo-5-hydroxy methy -
uridin; translesion DNA synthesis; DNA poly merases; microscale thermophonesis

1. Introduction

Oxidized nuckeosides represent one of the main classes of damage induced in DNA by physical
and chemical agents [1]. Examples of such oxidized nucleosides are 2-deoxyribo-5-hydroxyuridin
(HAU) and 2'-deoxyribo-5-hydroxy methy luridin (HMAU) (Figure 1). Both HAU and HMdU represent
the most common oxidized pyrimidine 2'-deoxyribonuckeosides found in DNA generated by reactive
oxygen species (ROS), constantly formed by endogenous processes such as aerobic respiration and
phagocytosis and by exposure to ionizing radiation [2—4]. The difference between the structures of
HAU and HMdU is only seen in the absence of the methylene (CH,) group in HdU. Despite this
relatively small difference in structume, the presenoe of HAU and HMAU in double-helical DNA is
detrimental to the cell in different ways. HAU is produced by the oxidative de-amination of oy tosines

Inf. J. Mol. 5c. 2019, 2, 5012; doi: 103390 ms20205012 www.mdpicom/joumal ijms
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A range of new water-compatible opticaly pure metaliohelices - made by self-assembly of simple non-
peptidic organic components around Fe lons — exhibit similar architecture to some natural cationic
antimicrobial peptides [CAMPs) and are found to hawe high, structure-dependent actiity against
bactera, including clinically problematic Gram -negatie pathogens. A key compound is shown to fresly
enter rapidly dividing E coll cells without significant membrane disruption, and localize in distinet focl
near the poles. Several related obsenations of CAMP-lke mechanisms are made via blophysica
measurements, whole genome sequencing of tolerance mutants and transcriptomic anaysk. These
include: high selectivity for binding of G-guadruplex DNA over double stranded DMA; inhibition of both
DMA gyrase and topolsomerase | in vitro; curing of a plasmid that contributes to the wery high virulence
of the E. coll strain used; activation of warlous two-component sensorfregulator and acid response
pathways; and subsequent attempts by the cell to lower the net negative charge of the surface. This
impact of the compound on multiple structures and pathways comesponds with our inability to lsolate
fully resistant mutant strains, and supports the idea that CAMP-inspired chemica scaffolds are 3 realistic
approach for antimicrobial drug discovery, without the practical bamiers to development that are
azzociated with natural CAMPE,
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Antimicrobial peptides are part of the innate immune
systems of plants and animals that evolved to defend against
Bacteria naturally evolve resisance to most antimicrobial a range of microbes® They are typieally small molecules,
compounds, and the widespread careless use of antibiotics is  comprising 10-50 amino acids. The majority — the so-called
exacerbating the situation. When coupled with a dearth of cationic antimicrobial peptides (CAMPs) - have an excess of
diseovery of new antimicrobial drugs, antimicrobial resistance  both cationic and hydrophobic subunits arranged into
has emerged as a grave threat to current and future medical  secondary structures, such that the folded assembly exhibits an
practice and sodocconomic activity, as recently highlighted by amphipathic or patchy charge distribution. While the surfaces
numerous organizations and governments. of eukaryotic cell membranes are typically neutral, those of
bacteria are intrinsically anionic due to the incorporation of
negatively charged phospholipids, teichoic acid or lipopolysac
charides [LPS).** Therefore, CAMPs have strong electrostatic
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interactions with baeterial eell membranes but not those of the
host cells, providing generalised specificity. In some cases, the
site of action is the membrane itself, with the CAMP inducing
fatal changes in membrane structure and fluidity, or the crea-
tion of ungated pores allowing uncontrolled solute exchange
with the environment.”* Alternatively, CAMPs may cross the
membrane barrier and interact with intracellular targets with
lethal consequences™** or indeed have combinations of modes
of action*** CAMPs and derivatives have been investigated as
clinical antibiotics,“~* but unfortunately their pharmacold-
netic profiles tend to be unfavourable and large scale manu-
facture presents a challenge.** Nevertheless it is worth noting
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ABSTRAKT

Chorobam moderni doby jakoZto nejrozSifenéj$im a nejvice
zakefnym onemocnénim vévodi rakovina. V dalsich 30 letech se
predpokladd az dvounasobny nardst pacientli trpicich touto
nemoci. Tento neptiznivy trend spolu se souasnym stavem vedou
k pfekotnému vyvoji novych a efektivnéjsich chemoterapeutik.
Nedilnou soucasti moderni chemoterapie rakoviny jsou komplexy
chemoterapeutik je cisplatina. Objev jeji biologické aktivity
Barnetem Rosenbergem odstartoval syntézu novych cytostatik na
bazi prechodnych kovi. Cilem této rozsahlé védecké studie je
objeveni cytostatik s vyssi ucCinnosti a vyssi paletou citlivych
nadord. Dale je vyvijena snaha o minimalizaci nezadoucich
ucinkd, jako je nevolnost, nefrotoxicita, ototoxicita a v neposledni
fade tzv. ziskana rezistence k 1é€bé€. Vyse zminéné komplikace pii
1é¢bé konvencnimi cytostatiky jsou hlavni hnaci silou ve vyvoji
novych 1é¢iv. Mezi moznosti modifikace cytostatik patii napiiklad
zaména centralniho atomu, zména oxidacniho stavu centralniho
atomu ¢i zména geometrie ligandii. V posledni dob¢ je také velice
popularni modifikace cytostatika riznymi biologicky aktivnimi
ligandy, které podporuji dualni nebo multimodalni efekt 1é¢iva.

Jednim ztéchto komplexii je wvelice slibny {[cis-

Pt(NH;).Cl]2(4,4'-methylenedianilin)}?*. Jedna se o novy Jednim



z téchto komplextt je velice slibny {[cis-Pt(NH3).Cl]2(4,4"-
methylenedianilin)}?*. Jedna se o novy polynuklearni komplex.
Jeho protinadorova G¢innost je srovnatelna s cisplatinou a u bunék
na cisplatinu necitlivych dokonce vyssi. Ukazujeme, Ze jeho dalsi
zajimavou vlastnosti je tvorba podobné deformace v sekunddrni
strukture DNA ve srovnani s cisplatinou, pfestoze tvofi
diametralné odlisny typ aduktti na DNA. Také je nutné zminit,
ze na rozdil od konvencnich cytostatik tvori mezitetézcové vazby
vyhradné ve sméru 3°-3°.

Dalsi cestou je navrh novych struktur metalofarmak, které
nejsou zalozeny na derivatizaci dosud vyuzivanych cytostatik.
Prikladem téchto novych struktur jsou takzvané "helikaty",
zavitnicové struktury obsahujici riizné atomy kovl navrzené prof.
Hannonem (University of Birmingham, UK). Helikaty jsou
chirdlni struktury slozené z 2 kovovych atomt a 3 rigidnich
organickych ligandt.

Helikatni struktury nasyntetizované prof. Scottem (University
of Warwrick, UK) se ukazaly jako velice u¢innd antimikrobialni
agens pusobici 1 na neékteré gram negativni bakterie. Zajimavy je
také fakt, Ze pozorované vlastnosti helikatd pii interakci
s bakteriemi byly velice podobné jako u zavedenych antibiotik.
Tyto helikaty také siln€ interaguji s DNA. Pouze dva helikaty,
atooba enantiomery 1 se vazi na DNA organizovan¢. Ostatni

helikaty se véazi ndhodné. Ukdyali jsme, Ze vzhledem



Kk polykationnimu charakteru téchto komplext jsou tyto latky
schopny velice u¢inné¢ kondenzovat DNA. V neposledni fade¢ jsou
tyto latky schopny velice U¢inn€ inhibovat klicové bunécné
enzymy, jako je RNA polymeraza ¢i topoisomeraza 1.

Oxidativni poskozeni DNA pfi aerobni respiraci a oxidativnim
stresu se objevuje v §iroké paleté nemoci. Castym piikladem je
oxidativni poSkozeni pyrimidinovych bazi, zejména cytosinu. 5-
hydroxyuridin a 5-methylhydroxyuridin jsou dva zastupci
takovychto poskozeni. Zatimco 5-hydroxyuridin je znamy svou
mutagenni aktivitou, 5-methylhydroxyuridin je povazovan
za slibnou epigenetickou znaCku. Tento rozdil je velice zajimavy
vzhledem K minimalnimu rozdilu v jejich struktufe. Vliv
inkorporace téchto 1ézi do DNA jsme studovali simulaci
translézové syntézy a zhlediska termodynamiky metodou
,Microscale termoforézy. Bylo zjisténo Zze, nékteré DNA
polymerazy jsou schopné snadno obejit poSkozeni zptisobené 5-
methylhydroxyuridinem, coz pravdépodobné zplsobuje jeho
mensi mutagenitu. Ziskan¢ vysledky jsou konzistentni s roli 5-

methylhydroxyuridinu jako epigenetické znacky.



ABSTRACT

Cancer is the most widespread disease of modern times.
Approximately two-fold rise of cancer patients is expected in the
next 30 years. This unpleasant trend, combined with the current
status of development, leads to the rapid development of new and
more effective anticancer chemotherapeutics. Metal-based drugs
represent an integral part of modern chemotherapy of cancer. The
most successful and one of the most used chemotherapeutics
is cisplatin. Discovery of its biological activity by Barnett
Rosenberg started the synthesis of new cytostatic drugs based
on transition metals. The goal of this enormous project was
the discovery of cytostatic drugs with higher efficiency and
a broader portfolio of sensitive tumours in comparison with
cisplatin. There is also a great effort to reduce undesirable side
effects of the drug such as nephrotoxicity or ototoxicity. Another
significant problem is the so-called acquired resistance. These
complications are the main driving force for the development
of new drugs. A way to modify cytostatic drugs is for example
change of the central atom, change of oxidative state of the central
atom, or altering of the ligand geometry. Recently modification
of the cytostatic drug by biologically active ligands grew

in popularity.



One of those derivates is very prominent {[cis-
Pt(NH;).Cl]2(4,4'-methylenedianiling) }?*. It is a new polynuclear
platinum-based drug. Its antitumor efficiency is comparable with
cisplatin for cells sensitive to cisplatin. Notably, this complex
is efficient in cells resistant to cisplatin. We show that another
important property of this complex is also a creation of DNA
distortions similar to those induced by cisplatin, even though
adducts on DNA made by this complex are dramatically different.
Interstrand crosslinks produced by this complex are formed
exclusively in the 3’-3” direction, compared to the 5’-5” direction
observed in conventional platinum-based drugs.

Another way how to develop new structures of metal-based
drugs is to design a structure that is not based on drugs used so far.
Examples of these structures are so-called metallohelicates, helical
structures designed and synthesized by prof. Hannon (University
of Birmingham, UK). These metallohelicates are chiral structures
composed of three relatively rigid organic ligands and two metal
ions.

Helicate structures developed and synthesized by prof. Scott
(University of Wawrick, UK) have shown very promising
antimicrobial activity towards gram-negative bacteria. The
observed activity and properties of the helicates are very similar to
some conventional antibiotics. These structures also interact with

DNA. The organized bond was observed only in both enantiomers
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of helicate 1. Oher helicates were bound unorganized. Moreover,
we show that these helicates are very potent agents that
condense/aggregate DNA. Interestingly, a decrease of activity
of key cellular enzymes such as RNA polymerase or topoisomerase
I in the presence of helicates has been observed.

Oxidative damage of the DNA during aerobic respiration and
oxidative stress is involved in various diseases. A typical example
is oxidative damage of pyrimidine bases, especially cytosine. Two
representatives are 5-hydroxyuridine and 5-methylhydroxyuridine.
While 5-hydroxyuridine is known for its mutagenic activity, 5-
methylhydroxyuridine is considered a potent epigenetic marker.
This difference is very interesting because there is only a slight
difference in their structures. We demonstrate that the effect of
incorporation of these two lesions into DNA can be observed by
microscale thermophoresis and simulation of translesion synthesis.
The results have shown that polymerases can simply bypass
damage caused by 5-methylhydroxyuridine, which is probably
responsible for its lesser mutagenicity. The observed results are in
agreement with the role of 5-methylhydroxyuridine as

an epigenetic marker.
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1. Uvod

1.1. Vyzva moderni mediciny -

rakovina

Rakovina  je  pojmenovani skupiny ~ onemocnéni,
které se vyznacuji abnormalnim bunéénym délenim. Tento stav je
zpasoben poskozenim genetické informace, které narusi kontrolu
bunécného cyklu. K rozsifeni onemocnéni dochazi v ptipadé, Ze se
poskozené buiiky za¢nou nekontrolovateln¢ de€lit a formovat riizné
stupné¢ nadord. LéCenim rakoviny se rozumi odstranéni vSech
rakovinnych bun¢k. Hlavni zplsoby 1écby jsou operacni zakrok
aradiacni terapie pro lokalizované nadory a chemoterapie pro
nadory nelokalizované. Velice casto dochdzi ke kombinaci
riznych zpisobt 1écby a vytvoireni ,,lé¢ebného balicku®, ktery
je vhodny k 1é¢b¢ pacienta a zjisténého nadoru [Internetové zdroje

—[11]].

1.2. Historie protinddorovych léCiv na

bdzi kovi

Prvni zdznam o cisplatiné je bezmala 175 stary [1]. Poprvé byla

syntetizovana roku 1844 v laboratofi némeckého chemika
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Michaela Peyrona. Pti pokusu o syntézu komplexu platiny znamém
jako Magnusova zelena stl.

zacCala bezmala bez mala pted 60 lety v laboratoii Barnetta
Rosenberga na Michiganskeé statni univerzité ve Spojenych statech
[2, 3]. Hlavnim z4jmem prof. Rosenberga byl vyzkum vlivu
elektromagnetického pole na bunécné deleni u bakterii a sav¢ich
bunék. Béhem prvnich experimentt s E. coli pouzival elektrody
vyrobené z platiny. Po vystaveni bakterii elektromagnetickému
poli se bakterie staly velice dlouhymi filamenty na rozdil
od normalniho stavu, kdy vypadaji jako malé tyCinky. Tohoto
efektu nebylo dosazeno vystavenim bakterii elektromagnetickému
poli, ale mohly za n& produkty vzniklé elektrolyzou na
platinovych elektrodach. Detailni analyzou byl identifikovan
aktivni komplex zodpovédny =za pozorovany efekt: cis -

[Pt"(NHs)2Cl] pozd&ji pojmenovén jako cisplatina (Obr. 1) [2, 3].
HxN
SN /CI
/Pt\
HsN Cl

Obrdazek 1: Struktura cisplatiny (nakresleno v programu
ChemSketch)
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Po objeveni biologické aktivity na bunikach byla testovana ti¢innost
cisplatiny na rtzné typy rakoviny. [2] Cisplatina je velice u¢inna
pti 1écbé naddord hlavy, krku a zejména rakoviny varlat. Velké
mnozstvi pacientd UspéSné léenych cisplatinou odstartovalo

zajem o nova léciva obsahujici kovy.

7 . 4 / Ve V4 . o

1.3. Viyvoj novych IéCiv na bdzi kovi
Prestoze cisplatina je jednim z nejucinngjSich 1€k, ma jeji
pouziti limitace. [4] Ackoliv se cisplatina vyuziva k 1écbe, je to
stale jed. Pacienti, kterym je cisplatina podana, trpi vaznymi

Vv wew

vedlej$imi  ucinky. Nejbézné&j§imi jsou snizena Krvetvorba,
nefrotoxicita (poSkozeni ledvin), neurotoxicita a v neposledni fadé
poskozeni sluchu. Vyse zminéné toxické cinky cisplatiny jsou
zavislé zejména na podané davce. Pomoci spravného davkovani
a doplitkové 1écby dochazi ke zmirnéni vedlejsich tcinki.

Ve

1.3.1. Protinddorové ucinnd analoga

cisplatiny

Od piedstaveni cisplatiny jako velice u€¢inného cytostatika bylo
Klinicky testovano vice jak 23 analog [5]. VétSina prvnich pokust

byla netispésna z diivodu nedostatecné rozpustnosti, nizké aktivity
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nebo neptedpokladanych zavaznych vedlejSich u¢inkt. V klinické
praxi je kromé cisplatiny pouzivano 5 jejich analog [6].
Celosvétove jsou pouzivany karboplatina a oxaliplatina, zatimco
lobaplatina, nedaplatina a heptaplatina jsou pouZzivany zejména
v jihovychodni Asii (Jizni Korea, Japonsko a Cina.) (Obr. 2) Tyto
derivaty cisplatiny zptisobuji buné¢nou smrt na zdkladé podobného

mechanismu jako cisplatina.

3N 4 \C UNH? HC/
~nNH O,c

Obrazek 2: A: karboplatina, B: oxaliplatina, C: nedaplatina, D:
heptaplatina, E: lobaplatina. (nakresleno v programu
ChemSketch)
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1.3.2.  Polynukledrni komplexy platiny

I pfes pokroky v minimalizaci toxickych vedlej§ich ucinki
a prekonani resistence nadorovych bunék zistdvad spektrum
citlivych nadort pro vSechna cytostatika odvozend od cisplatiny
témet neménné [7]. Jednim z vysvétleni je fakt, Zze vSechna analoga
cisplatiny tvofi s DNA velice podobné adukty.

Dusledkem je snaha vyvinout komplexy s geometrii liSici se
od ,klasické” geometrie cisplatiny. Polynuklearni komplexy
platiny jsou nova metalofarmaka, ktera jsou strukturné naprosto
odli$na od cisplatiny a jejich analog [8, 9]. Tyto komplexy obsahuji
dvé nebo vice reak¢nich center, ktera jsou spojend aromatickymi
nebo alifatickymi fetézci a od cisplatiny se lis§i nejen svou
geometrii, ale i mechanismem ptisobeni.

Mezi vlastnosti téchto komplexti patii vzdalené odstupujici
ligandy, dlouhé vnitrofetézcové a mezifetézcové pricné vazby,
které ovliviiuji strukturu DNA. V neposledni fadé je nutno zminit,
ze tato poskozeni jsou rozeznavana specifickymi proteiny a jsou
opravovana jinymi mechanismy nez adukty cisplatiny a jejich
analog. Tyto nové komplexy tvoti kompletn€ novy smér uvazovani
pfi syntéze novych cytostatik a nabizeji vysoky potencial pti vyvoji
novych protinddorove u€innych agens.

Mezi velice slibné zastupce patii komplex {[cis-

Pt(NHs).Cl].(4,4-methylenedianilin) }?* (Obr. 3)
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Cl Cl

| Hs Hy |
HoN—Ft—N CH, N=—Pt—NH;

Obrazek 3: Komplex {[cis-Pt(NH3).Cl]2(4,4-

methylenedianilin)}?* (nakresleno v programu ChemSketch)

Tento komplex je resistentni k deaktivaci nukleofilnimi latkami
obsahujicimi siru [8, 10]. Hodnoty ICso u bunék rakoviny
vajeéniku jsou porovnatelné s hodnotami cisplatiny. V ptipadé
bungk resistentnich jsou hodnoty 1Csy podstatné nizsi, nez je tomu
u cisplatiny. Mezi nejzajimavejsi aspekty tohoto komplexu patii
rozdilné vlastnosti mezifetézcové piicné vazby v porovnani
se stejnym typem aduktu u cisplatiny. Tento komplex byl detailné

studovan v ¢lanku 4.

1.3.3. Helikaty

Dalsi cestou je navrh novych struktur metalofarmak, které
nejsou zalozeny na derivatizaci dosud vyuzivanych cytostatik.
Prikladem téchto novych struktur jsou takzvané "helikaty",
zavitnicové struktury obsahujici riizné atomy kovl navrzené prof.
Hannonem (University of Birmingham, UK). Helikaty jsou
chirdlni struktury slozené z 2 kovovych atomt a 3 rigidnich

organickych ligandd [11, 12]. Tyto helikatni struktury se vyskytuji
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ve formé dvou optickych enantiomert, a to pravoto¢ivého (P, A)

a levoto¢ivého (M, A) (Obr. 4).

A B

Obrazek 4: 3D struktura helikatii. A: Levotocivy opticky isomer .

B: Pravotocivy opticky isomer (Prevzato a upraveno z: [14])

Helikaty byly navrzeny k nekovalentni vazbé do velkého zlabku
DNA. Navrzené komplexy maji rozméry podobné motiviim,
u kterych je zndma vazba do velkého zlabku DNA (alfa Sroubovice
Vv proteinech a tzv. zinkovy prst). Je dllezité zminit, ze pro vazbu
do malého zlabku jsou helikaty pfilis velké. Svou vazbou ovliviiuji
sekundarni strukturu DNA [13]. Pfi vazbé na DNA dochazi
Vv piipad€ obou enantiomerii k ohybu a rozvijeni DNA. Helikaty
ohybaji DNA o pfiblizn¢ 45°. Dale M enantiomer rozviji o 32° a P
enantiomer o 22°. Pokud srovndme miru rozviti dvousroubovice
zpusobenou helikaty s dalSimi neinterkalujicimi latkami, zjistime,

ze helikaty rozviji velice ucinn€. Zajimavou vlastnosti helikatt
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se ukazala jejich schopnost velice u¢inné kondenzovat DNA [12].

Tato schopnost je zplisobena vysokym kladnym nabojem helikata

(4+). Bylo prokazano, ze M enantiomer ma schopnost kondenzovat

jednotlivé molekuly DNA (Obr. 5).

Obrazek 24: Kondenzace jednotlivych molekul DNA enantiomerem
M. A: plazmid pSP73 v pritomnosti 0,625 uM enantiomeru M, B:
plazmid pSP73 v pritomnosti 1,25 uM enantiomeru M (prevzato

a upraveno z: [12])

Prestoze je naboj shodny se sperminem, ktery se pouziva
ke kondenzaci DNA, je aktivita M enantiomeru podstatné vyssi.
Dale je zajimavé, Ze na rozdil od konvencnich kondenzacnich latek
tento komplex nevyvolava mezimolekulovou agregaci.

Velkym ptekvapenim bylo objeveni druhého vazebného modu

[11, 14, 15]. Helikaty se nevazi jen do dvousroubovice DNA,
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ale prekvapivé se vazi i do neobvyklych struktur DNA, jako jsou

trojcestné rozhrani, vyduté a kvadruplexy. Vazbou do neobvyklé

struktury nedoslo u helikatu k vyrazné zmén¢ struktury a dokonale
do ni zapadl. (Obr. 6)

Obrdazek 6: Vazba helikatu do tricestného rozhrani. A: Pohled ze
strany velkého zlabku, B: pohled ze strany malého zlabku,
C:postranni pohled. (Prevzato a upraveno z: [16])

Helikaty krom¢ interakce s DNA inhibuji diilezité bunécéné
enzymy [12]. V piipadé RNA polymerazy jsou koncentrace M a P
enantiomerd nutné k zastaveni transkripce pfiblizn¢ 233krat
a 117krat mensi, nez je tomu u sperminu. Pfedpoklada se,
ze alespon Castecné se na tomto jevu podili schopnost helikatu
kondenzovat DNA.

Helikaty inhibuji ¢innost topoisomerazy I pti koncentracich pro
M 500krat a pro P 250krat nizsi, nez je tomu u sperminu. Tyto

nizké koncentrace jsou velice blizké koncentracim inhibitorQ
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topoisomerazy I pouzivanych pfi 1é€beé rakoviny. Pii takto nizkych
koncentracich nejsou helikaty schopny kondenzovat DNA, tudiz

efekt inhibice topoizomerdzy nemutze byt vysvétlen kondenzaci
DNA.

1.4. Mechanismus pusobeni lécCiv na

bazi platiny

Od objevu protinddorového ucinku cisplatiny bylo vynalozeno
nemalé usili k objasnéni jejiho mechanismu ptsobeni [17]. Prvnim
problém se ukdzalo stanoveni biologického cilového mista
pusobeni. Bunka obsahuje vice komponent schopnych reakce
s cisplatinou, zejména nukleové kyseliny, proteiny, fosfolipidy
a v neposledni fadé cytoskelet. AZ pozdé€jsi experimenty urcily
DNA jako cilové misto piasobeni cisplatiny a pfibuznych
protinadorove ucinnych farmak.

Mechanismus ptsobeni je jiz nékolik dekad predmétem
intenzivniho vyzkumu [18]. Zjednodusené reakéni schéma
zahrnuje Ctyti kliCové kroky: vstup do burky, aktivace 1éCiva,
vazba na DNA a buné¢na reakce na poSkozeni vedouci k bunééné
smirti.

Stabilita cisplatiny je v krevnim fecisti zajiSténa vysokou
koncentraci chloridovych aniontti [2, 19, 20]. Cisplatina vstupuje

do buiiky zejména pasivni difuzi, kdy vstup agens do bunky
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proporcné roste s rostouci koncentraci v médiu. Na dal$i moznost
vstupu do bunky poukazaly experimenty zabyvajici se inhibici
aktivniho  transportu  builkky.  NejslibnéjSimi  kandidaty
na transportéry podilejici se na vstupu cisplatiny do buriky jsou
transportéry medi Ctrl a Ctr2.

Po vstupu cisplatiny do buiiky dochazi k jeji aktivaci. Aktivaci
je mysSlena tzv. hydratace cisplatiny, kdy jsou odstupujici
chloridové ligandy nahrazeny vodou v disledku nizsi koncentrace
chloridovych ionti (méné nez 20 mM) v cytoplazmé. Schéma

vstupu cisplatiny do buiiky a jeji aktivace je zobrazeno na obrazku
7.

T
-y

.Cl  Hydrolyza NH;,, W al S
Pt
NH “YH,0'

Obrazek T: Schéma piisobeni cisplatiny. (Prevzato a upraveno z:

[21)
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1.5. DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) se spolu s ribonukleovou
kyselinou (RNA), proteiny, lipidy a sacharidy tadi mezi zakladni
typy biomolekul, které jsou esencialni pro vSechny znamé formy
zivota. DNA je nositelkou genetické informace. V sekvenci DNA
jsou ulozeny instrukce pro funkci, vyvoj a rlst organismu.
O dulezitosti DNA také vypovida fakt, Ze je jako jedina molekula
v burice opravovana.

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je dlouhy linearni polymer
sloZzeny ze dvou fetézci, které obsahuji ¢tyfi typy nukleotidovych
jednotek, které spolu s cukernym zbytkem a fosfatovym zbytkem
tvofi tzv nukleotid (Obr. 8). [24]

A B NH, o
?
) CH
O=P—0) o) Baze " HN 3
T~ l [ n Adenin )\ [ cytozin
OH e o/
N ’]‘ 0% N
: " 5
R CH, "THa

N)M NF I
)|\ | N Guanin )\ Thymin
H,N N”/hﬁ“fi‘ o "l‘
R R

Obrdazek 8: A: struktura nukleotidu. B: struktury bazi obsazenych
v DNA. (nakresleno v programu ChemSketch)



Genetickd informace je wulozena ve formé dlouhych
dvouretézcovych molekul DNA [25]. Vodikové vazby mezi
ptislusnymi nukleotidy udrzuji komplementarni fetézce DNA
organizované jako pravotoCivou Sroubovicovou = strukturu
nazyvanou B-DNA. Strukturni pfechody do dal§ich forem DNA
mohou nastat pfi vyskytu urCitych sekvenci a mohou mit vyznam
pro interakci DNA s proteiny, enzymy ¢i se mohou podilet
na regulaci genové exprese. Tyto struktury se mohou také podilet
na formaci nukleozoml a jinych supramolekularnich struktur,
které obsahuji DNA. Pravotocivé formy A- a B- DNA jsou tvofeny
nahodnymi/nespecifickymi sekvencemi, zatimco levotoiva Z-

DNA vyzaduje specifickou sekvenci (Obr. 9).

Obrdzek 9: Srovnani kanonickych forem DNA. Zleva: A-DNA, B-
DNA, Z-DNA (Prevzato z Internetové zdroje — [12])
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1.5.1.  Energetika dvousroubovice DNA

Studium energetiky a tani dvousSroubovice je jednim z hlavnich
témat zajmu biofyzikli v poslednich 60 letech [26]. Proces tani
dvousroubovice, nebo také denaturace, je hlavnim zdrojem
informace o energetice dvousroubovice DNA. Denaturaci lze
chapat jako rovnovazny pifechod rigidni dvousSroubovicové

struktury na dv¢ flexibilni vlakna DNA (Obr. 10)

Obrazek 10: Schéma tani DNA (Prevzato a upraveno z: [26])

Jednim ze zékladnich parametri dvousroubovice DNA je takzvana
teplota tani [27]. Teplota tani je definovana jako teplota, pfi které
je 50 % molekul DNA ve vzorku denaturovdno. Pouziva se
zejména k popisu stability dvouSroubovice DNA. Stabilita
dvousroubovice DNA skladajici se ze dvou kovalentnich fetézct
spojenych Watson-Crickovymi vodikovymi vazbami zavisi
na délce, bazovému slozeni, sekvenci, pH, teploté a iontové sile
prostiedi. Proces tani DNA je dtlezity nejen pro popis vlastnosti,

ale hraje dtlezitou roli v pfi replikaci a transkripci DNA.
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Termodynamickymi parametry DNA se rozumi entalpie AH,
entropie AS a Gibbsova energie AG. [28] Souvislost mezi témito

veli¢inami udava vztah 1.

AG =AH-TAS 1)

Termodynamicka informace skrytd v kiivkdch tani napomaha
pochopeni zavislosti stability dvousroubovice na sekunddrni
a primarni strukture DNA [29].

Dalsi piistup pro ziskani termodynamickych parametri DNA je
jejich ptimé méfeni. Prvni metodika je kalorimetrické stanoveni
[30, 31]. Pti kalorimetrickém méteni se méfi teplo, které bylo
uvolnéno ¢i dodano systému.

Nejnovejsi metodikou pro stanoveni termodynamickych
parametri je ,,Microscale” termoforéza (MST) [32]. V této
metodice je vyuzito zmény hybnosti molekuly v teplotnim
gradientu v zavislosti na hmotnosti a solvata¢ni obalce molekuly.
Tento efekt se nazyva termodifuze nebo také Sorretiv efekt [33].
Zmena je pak métena jako pokles fluorescence signalni molekuly.
Nesmirnou vyhodou této metody je moznost prace v extrémné
nizkych koncentracich a objemech, coz je umoznéno zejména
pouzitim kapildr misto kyvet. Detailnéji je princip zndzornén

na obrazku 11.
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Obrazek 11: Schéma Microscale thermoforézy. SChematica
reprezentace MST optiky. Typicky signal experimentu MST.
Zpocatku jsou molekuly homogenné distribuovany a je detekovana
konstantni ,,pocatecni fluorescence*. Vramci prvni sekundy
po aktivaci IR laseru je pozorovan ,, T-Jump “, coz odpovida rychlé
zmeéné viastnosti fluoroforu v disledku rychle zmény teploty.
Nasledné miize byt detekovan termoforeticky pohyb fluorescencné
znacenych molekul ze zahratého objemu vzorku. Typicky je zmena
fluorescence méiena po dobu 30 s. Po deaktivaci IR-laseru dochdzi
k inverznimu T-Jumpu a naslednému , zpétnému rozptylu*
molekul, ktery je pohanén pouze hromadnou difuzi. (Prevzato a

upraveno z: [32])
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Vystupem termoforézy je vysoce presné urceni disociacni
konstanty kg, kterou dava do souvislosti s termodynamickymi

veli¢inami vztah 2.

AG=-RTIn kg @)

1.5.2.  Oxidativni poskozeni DNA

Poskozeni zplsobené oxidaci bazi pii aerobni respiraci
a oxidativnim stresu se objevuje v Siroké paleté nemoci
a v neposledni fadé¢ ma vliv na starnuti. [34]. V buiikach je tento
typ poskozeni zpiisoben reaktivnimi formami kysliku (ROS).

Piikladem takového poskozeni jsou derivaty pyrimidinovych
bazi 5-hydroxyuridin (HdU) a 5-methylhydroxyuridin (HMdU)
(Obr.12) [35]. HAU vznika zejména oxidativni deaminaci cytozinu

pti vystaveni reaktivnim formam kysliku.

A © B

HN | OH HN |
A 0P
H H

OH

Obrazek 12: A: Struktury HMdU a B: HdU (nakresleno
v programu ChemSketch).
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HMdU vznika oxidaci thyminu a také enzymatickou oxidaci
thyminu.  Inkorporace HdU vede Kkpfidini adeninu
do komplementarniho fetézce, coz vyutsti za zaménu G:C paru za
par A:T [36]. Inkorporace HdU je tedy povazovana
za premutagenni. Pfi inkorporaci HMdU také preferenéné dochdzi
pridani adeninu do komplementarniho fetézce, ale nedochazi
k zaméné¢ paru. Tato inkorporace je tedy povazovana za
nemutagenni.

Zajimavou vlastnosti HdU je, Ze nenaruSuje strukturu
dvousroubovice DNA. DNA polymerazy rutinné obchazi toto
poskozeni a preferencné inkorporuji proti HdU adenin. Tato 1éze
je pti vyskytu v DNA mutagenni, ale ne cytotoxicka [37]. HdU
je schopné formovat stabilni par s A, G, C i T, coz poukazuje
na vysoky mutagenni potencial [38].

Pritomnost HMdU nenarusuje sekundarni strukturu DNA,
ale zvysuje flexibilitu a narusuje interakce DNA-protein [35].
V tomto piipadé formovani mutagenni 1éze nesouvisi s inkorporaci
HMdU, ale s procesem odstranéni z DNA pomoci reparacnich
enzyml a naslednych chybach vopravé. HMdU je jednim
z epigenetickych modifikaci DNA, které byly v posledni dobé
objeveny. Tento derivat pyrimidinu je v porovnani s HdU

cytotoxicky a ma antiviralni aktivitu [39, 40].
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2. Cile prace

Disertacni prace se sklada z n¢kolika casti. Prvni ¢ast se zabyva
novymi helikatnimi strukturami, tzv. flexikatd, a jejich interakci
jak s DNA, tak s bunéénymi proteiny. Druha ¢ast se zabyva vazbou
komplexu {[cis-Pt(NHs).Cl]2(4,4¢- methylendianilin)}** na DNA.
Posledni ¢ast prace se zabyva vlivem mutace v sekvenci DNA
na termodynamické parametry dvousroubovice DNA.

Cilem diserta¢ni prace je popsani vazby novych metalofarmak
na DNA. Vyuziti ziskanych poznatki povede k dokonalejSimu
popisu mechanismu vazby a mechanismu ptsobeni téchto farmak.
Studie provedené vtéto praci prispély kieSeni projektd
zaméfenych na problematiku novych metalofarmak a na
problematiku molekularni farmakologie pfi terapii nadorovych

onemocnéni.
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3. Vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast predkladané disertacni prace je zaloZzena na
4 ¢lancich publikovanych v mezinarodnich Zurnalech. Vysledky
jsou pak rozdéleny do nékolika kategorii dle problematiky
prislusnych ¢lankt. Kopie publikaci jsou soucasti piloh prace.

Prvni Cast prace se zabyva vlastnostmi novych
metalohelikatnich struktur, tzv. flexikati. Objektem zajmu
je celkové chovani téchto struktur v buiice a zakladni popis jejich
interakce s DNA a bunéénymi proteiny.

Druha cast je zaméfena na popis interakce dinuklearniho
komplexu platiny s DNA, ktera je biologickym cilem dané latky.
Cilem prace byl zejména popis vazby tohoto komplexu na DNA.

V posledni casti textu prace je shrnuty vliv mutace v primarni
struktufe DNA na termodynamické parametry dvousSroubovice.
Jedna se o pfirozené se vyskytujici mutace zptisobené oxidativnim
stresem, kdy thymin mutuje na 5-hydroxyuridin nebo 5-

hydroxymethyluridin.
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3.1. Optically pure metallogelicates
that accumulate in cell nuclei,
condense/aggregate DNA and
inhibit  activities of DNA
processing enzymes. (Publikace

1)

Tato prace navazuje na praci naseho zahraniéniho partnera prof.
Scotta. Zatimco piedesla prace [3] byla zaméfena zejména
na syntézu metalohelikati a jejich interakci s mikrobialnimi
patogeny, tato prace je zaméfena na interakci danych helikata
s DNA, ktera je potencidlnim farmakologickym cilovym mistem
této skupiny latek. Na zakladé ptedchozich pozorovani byla tato
prace zaméiena zejména na schopnost kladn€ nabitych helikath
kondenzovat/agregovat DNA [12]. Znalost mechanismu
kondenzace DNA je nepostradatelna pro pochopeni jeji role
v regulaci genové exprese u zivych organismu. Déle komplexy
vazici se na DNA ovliviyji aktivitu dalezitych enzymatickych
procesi, které probihaji pfimo na DNA. Proto byl v ramci této

prace studovan vliv metalohelikati (Obr. 13) na transkripéni
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aktivitu RNA polymerazy II a aktivitu dalSich enzymu pracujicich
s DNA.
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Obrazek 13: Schéma metalohelikatii a struktury ligandu 1 —7.
(Znaceni helikatu prevzato z: [41])

Vysledky predeslé prace prokazaly, ze studované helikaty jsou
schopny vstoupit do bakteridlnich bun€k. V této praci je studovan
vliv helikétli na buiiky eukaryotni. Jako model byly pouzity buiiky
rakoviny tlustého stteva HCT116p53**. Koncentrace iontil Zeleza
v bunice byly stanoveny metodou hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) po vystaveni buniky
obéma enantiomertim helikatt 1 a 5 o koncentraci 10 uM po dobu
6 hodin. Koncentrace 10 uM byla zvolena jako kompromis mezi
vysokou toxicitou helikatii a detekénimi limity metody ICP-MS.

Vysledky naznacuji, ze geometrie spojovaciho ligandu ovliviiuje
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vstup helikatu do buriky, zatimco enantiomerni vinuti helikatu
nikoliv.

Déle byla zkouméana akumulace helikati v preciSténych
a lyzovanych jadrech HCT116p53*"*. Vysledky ukazaly, ze 42 — 84
% helikatd A-1, A-1, A-5 a A-5 je akumulovéano v jadfe a muze
tedy interagovat sjadernou DNA. Byla pozorovana vyssi
akumulace enantiomert helikatu 5 V porovnani s enantiomery
helikdtu 1. Dal$im rozdilem je rGzna akumulace jednotlivych
enantiomerd. Enantiomeru A pfislusného helikatu bylo v jadie
nalezeno pftiblizné o 10 % vice nez enantiomeru A.

Vzhledem k dulezitosti interakce helikati s DNA a kvuli
K jejich mechanismu plsobeni byla studovana nachylnost bunék
HCT116p53** k poskozeni jejich DNA helikaty. Pro studium
poskozeni byl pouzit tzv kometovy test (Comet assay). V alkalické
verzi tohoto testu byla po vystaveni bunék HCT116p53**
helikatim A-1, A-1, A-5 a A-5 zjisténa absence jak
jednofetézcovych, tak dvoufetézcovych zlomu. Helikaty také
neprojevily schopnost omezeni tvorby ,,ohonu“ u bunék
vystavenych peroxidu vodiku, coZ naznacuje neschopnost helikatt
tvofit nezvratné adukty na DNA.

Predeslé prace identifikovaly helikaty jako latky vazici se
na DNA, aniz by zptsobily jeji poSkozeni. K dalsimu prozkoumani
vazebnych vlastnosti metalohelikati na DNA byla studovana jejich

piima reakce s CtDNA. Vazebna afinita helikatd 1 — 7 byla
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stanovena metodou vytésinovani ethidium bromidu. Vsechny
zkoumané helikaty prokazaly vysokou afinitu k ctDNA.

Investigace spekter linearniho dichroismu ctDNA v pfitomnosti
helikatii odhalila, Ze oba enantiomery helikatu 1 se na DNA vazi
ve specifické orientaci pravdépodobné do velkého zlabku. Vazba
helikat 2 — 7 se zda byt ndhodna na zaklad¢ interakce mezi kladné
nabitym helikdtem a zaporné¢ nabitymi fosfatovymi skupinami
v DNA. Redukce signalu DNA ptfi 260 nm pii nardstajici
koncentraci helikatii naznacuje zvyseni flexibility DNA ve vzorku
nebo jeji zkraceni vlivem jejiho svinuti ¢i monomolekuarni
kondnezaci/multimolekularni agregaci.

Experimenty zabyvajici se agregaci/kondenzaci DNA
prokazaly, ze helikaty 2 — 7 jsou pfi nizkych koncentracich
schopny kondenzovat DNA, coz je pravdépodobné zpisobeno
elektrostatickou vazbou kladné nabitych helikatd na zaporné
nabitou kostru DNA. V porovnani je helikat 1 vyrazné slabsi
kondenzac¢ni/agrega¢ni agens. Toto tvrzeni bylo jesté podpoteno
zobrazenim linearizovaného plazmidu v pfitomnosti helikatl
pomoci mikroskopie atomarnich sil. Tato skute¢nost je v souladu
s hypotézou, ze se helikat 1 preferenéné vaze do velkého zlabku
DNA, ¢imz je vyrazné¢ snizena jeho schopnost vyvolat
multimolekularni  agregaci/kondenzaci DNA. Misto toho
je posilena schopnost helikatu 1 kondenzovat jednotlivé molekuly

DNA. Tato schopnost byla jiz dfive pozorovéna u heilikatl
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[Fea(L)s]Cua (L = CasHxoNg) [42]. Vysledky ukazuji,
ze agregacni/kondenzacni vlastnosti téchto helikatii nejsou fizeny
pouze vysokym elektrostatickym ndbojem, ale spiSe velikosti
atvarem kazdého helikatu, ktery ovliviiuje vazebnou orientaci
a misto vazby na DNA.

Latky schopné kondenzovat DNA jsou casto pouzivany
Kk naruseni kritickych enzymatickych pochodu tykajicich se DNA.
Enzymatické studie ukazaly, ze aktivita enzymt pracujicich
SDNA je znatné snizena. Pro studii byla pouzita RNA
polymeraza, topoisomeraza I a restrikéni enzym EcoRI. Aktivity
téchto enzymi byly snizeny helikaty 2 — 7 podstatn¢€ vice nez
helikatem 1. Tato skute¢nost je ve shodé s pozorovanim schopnosti
helikati 2 — 7 vyrazné ménit strukturu DNA do té miry, az pfestane

byt substratem pro zminéné enzymy.
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3.2. Translesion DNA synthesis across
lesions induced by oxidative
products of pyrimidines. An
insight into the mechanism by
microscale thermophoresis.

(Publikace 2)

Tato prace byla zamétena na studium simulované translézové
syntézy pies poskozeni tvofené HdU nebo HMdU metodou
microscale termoforézy (MST). Termodynamické zmény spojené
s replikaci pies 1éze tvofené HdU nebo HMdAU ukazuji, ze HdU
sparované nekomplementarnimi bazemi naruSuje dvousroubovici
DNA podstatné méné nez dT nebo HMdU. Déle bylo ukazéno,
ze translézova syntéza pres 1ézi HdU byla méné extenzivni
a potencialn¢ vice mutagenni nez u léze HMdU. Tato sledovana
zvy$ena misinkorporace polymeraz Pol n, KF-, and HIV-1 RT ptes
1ézi HAU je v souladu s rozdilnym stabiliza¢nim efektem HdU
a HMdU.

Hodnoty Kg pii inkorporaci dAMP oproti HAU byly nizsi nez
pti inkorporaci dGMP, dCMP a dTMP. Toto zji$téni je v souladu

s ostatnimi vysledky ukazujicimi, Ze adenin je v DNA preferencné
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inkorporovan proti 1ézi HdU. Vysledky jak MST, tak in vitro
translézové syntézy naznacuji, ze 1éze HAU v DNA muze zpusobit
zaménu cytozinu za thymin.

Hodnoty Kg pfi inkorporaci dAMP oproti HMdU byly nizsi nez
pti inkorporaci dGMP, dCMP a dTMP. Déle vysledky ukazuji,
ze DNA polymerazy jsou schopny hladce obejit poskozeni tvotené
HMdU. VySe zminéné naznacuje, Ze toto poSkozeni je méné
mutagenni a mén¢ ovliviiuje replikaci DNA, coz je konzistentni
s roli HMdU jako epigenetické znacky v DNA. Celkové vysledky
této studie potvrdily predeslé vysledky ukazujici vysokou

mutagenitu 1ézi HAU a méné mutagenni vlastnosti 1éze HMdU.
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3.3. Metallohelicates that kill Gram-
negative  pathogens using
intracellular antimicrobial

peptide pathways. (Publikace 3)

Tato prace byla zamétena na sérii novych ve vodé€ rozpustnych
metalohelikata  (Obr. 14). Tyto metalohelikaty vznikaji
samosestavenim z jednoduchych nepeptidovych komponent okolo
dvou iontl zeleza. Tyto helikaty se vyskytuji jako dva optické
enantiomery A a A.

1 X
@o’\ Af\/ @ Ar = @ @
Z \/

N- a b c
o \/\J
o NZ . o
o o
_ E= O d h
AM[M2L3]X4 s e
(M=Fe,X=Cl) 5a-h CH, f
CH,CH, ¢

Obrazek 14: Schéma metalohelikatii a struktury ligandu a — h.
(Znaceni helikati prevzato z: [43])

Mezi vlastnosti téchto komplext patii opticka Cistota, velmi dobra

rozpustnost ve vodé, moznost syntézy pomoci samosestaveni

37



v multigramovém méfitku a velice podobné strukturni vlastnosti
jako maji kationni antimikrobialni peptidy (CAMPs). Tato série 5b
— h navazuje na metalohelikat 5a [43], ktery jako jediny z piedeslé
série  vykazoval antimikrobidlni aktivitu. Pro  zjiSténi
antimikrobialni aktivity byla pouzita standartni procedura
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Zatimco proti
gram-pozitivnim mikrobiim vykazovala vétSina komplext
relativné vysokou aktivitu, E. coli a S. aureus se ukazaly jako
vyzva. Obecné vSechny enatiomery A vykazovaly vyS$si uc¢innost
nez jejich A proté&jsky, piestoze zejména u E. coli byly rozdily
v ucinnosti malé. Komplex A-5b vykazoval nejvyssi aktivitu, kdy
byl smrtici efekt dané latky u E. coli pozorovan jiz po 20 — 40
minutach. Zajimavy je taktéz fakt, ze bunky E. coli ve stacionarni
fazi jsou na pusobeni komplexu méné nachylné nez aktivné
rostouci buiiky. Podobné vlastnosti jsou pozorovany u zavedenych
antibiotik.

Nejvyssi selektivitu a aktivitu vaci E. coli vykazoval jiz
zminény nejkratsi helikat (12.4 A) A-5b. Izomerni proté&jsek A-5b
dosahoval mirn¢ niz$ich hodnot. Rozdilné¢ helikaty s del§imi
spojovacimi ligandy, zejména pokud obsahovaly etherovou
skupinu, jsou vice selektivni pro S. aureus. V tomto ptipad¢ mély
vysokou aktivitu a selektivitu oba enantiomery 5h i enantiomer A-
5d.
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Na =zakladé¢ téchto vysledki byla testovana tc¢innost
enantiomerd 5b vuéi SirSimu spektru gram-negativnich patogentl.
Soucasti tohoto screeningu byly klinicky izolované kmeny
Klebsiella. pneumoniae, Acinetobaceter baumannii a Enterobacter
cloacae. Komplex A-5b prokazal velice slibnou aktivitu vuci
patogentiim, zejména vici kmentim E. coli. Jako velice zajimavy
se ukdzal rozdil v citlivosti mezi dv€ma testovanymi izolaty K.
pneumoniae. Na zakladé celkového screeningu byl A-5b vybran
pro podrobnéjsi studium ucinku.

Rezistentni kmeny vznikaji, pokud se v populaci vyskytnou
mutantni buniky, které jsou farmakem méné ovlivnéné. Notoricky
znamy gram-negativni patogen EEHC OI157:H7 Sakai byl
vystaven Géinnym koncentracim A-5b v takzvanych selekénich
experimentech. Cilem téchto experimentd bylo stanovit, zda
je mozné izolovat mutanty, ktefi se spontanné stali rezistentnimi.
Mutantni kmeny byly rozdéleny do 4 podtypt na zakladé rozdilt
vici kmenu, ktery mutace neobsahuje. Mezi rozdily patii defekty
v genech zapojenych do 0drzby a modifikace vnéj$i bunécné
membrany.

Dva ze Ctyt podtypa ziskaly mutace spojené s enzymy, které
ovliviluji biofyzikalni vlastnosti liposacharidii ve vnéj$i membrané
bakteriadlnich bunck, a tim vytvofi toleranci ¢i odolnost vici

antimikrobidlnimu u¢inku metalohelikatu.
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Tteti podtyp ztratil schopnost produkce pienasece vitaminu B12
kodovaného genem btuB. Vsechny kmeny ziskaly mutaci, ktera
vedla k pfed¢asnému zastaveni translace pro tento gen, coz vyusti
ve zkraceni BtuB proteinu a jeho nefunkénost. Predpokladame,
ze tento pienased piispiva ke vstupu A-5b do periplasmy. Piestoze
tato mutace vede ke snizeni vstupu metalohelikatu, maze také vést
ke snizeni zdravi kmenu a v kone¢ném diisledku z néj udélat kmen
neskodny.

Ctvrty podtyp nevykazoval zadné chromozomalni zmény, ale u
téchto kmend doslo ke ztraté¢ plazmidu pO157. Tento plazmid
je dalezity zejména proto, Ze jeho kodujici geny jsou minimalné
¢aste¢n¢ zodpoveédné za velmi vysokou aktivitu tohoto kmenu E.
coli. Ztrata tohoto plazmidu opét vyusti v jeho neSkodnost.

Pro studium schopnosti metalohelikati voIné vstupovat
do buiiky, byl nasyntetizovan fluorescenéné znaceny derivat
helikatu A-5b. Byla pozorovana velice mala fluorescence
ve stacionarni fazi E. coli, zatimco u rychle se délicich buné&k byla
pozorovana akumulace v Cytoplazmé a v oblasti poli bakterialnich
bunek. Dale nebyla pozorovana preferencni lokalizace helikatu
V bunécné membrané a pozorované zabarveni nebylo homogenni.
Lze tedy usuzovat diferencovany vstup helikatu do bunky. Dale
byla pozorovana redukce fluorescence fluorescencni znacky DAPI,
ktera se vaze na DNA. Nasledna analyza obrazkd naznacuje

kompetitivni vazbu na DNA.
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Na zakladé pozorovani fluorescence DAPI byla studovana
interakce A-5b s DNA. Interakce s DNA byla u metalohelikata
pozorovana v predeslych pracich [44]. Studiem vytésiovani
ethidium bromidu z DNA z teleciho thymu byla ziskana hodnota
zdanlivé vazebné konstanty Kapp 1.2 x 108 ML, Dale byl pozorovan
narist teploty tani DNA z teleciho thymu v pfitomnosti helikéatu A-
5b. Studiem spekter linearniho dichroismu DNA v pifitomnosti
helikati bylo zjisténo, Ze pouze komplexy 5a a 5b se vazi
organizovan¢ a ne pouze na zakladé elektrostatiky. Vazebnym
mistem je pravdépodobné velky zlabek DNA. Dale studie
linearniho dichroismu poukazaly na koncentracné zavislé
deformace struktury DNA, coz bylo potvrzeno investigaci pomoci
mikroskopie atomarnich sil na plazmidu pSP73. Dale byla
studovana afinita helikatu 5b ke G-kvadruplexim DNA. Jedna se
o strukturu podilejici se na transkripci dualezitych gent
V bakteriich, mimo jiné i v E.coli. Bylo zji§téno, Ze oba
enantiomery helikatu 5b nejen znac¢né stabilizuji G-kvadruplex,
ale preferuji i vazbu do kvadruplexu pfed vazbou do velkého

zlabku.
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3.4. Unique structural properties of
DNA interstrand  cross-links
formed by a new antitumor
dinuclear Pt(ll) complex.

(Publikace 4)

V piedeslé praci [8] byl zkouman dvoujaderny komplex platiny
{[cis-Pt(NHs).Cl]2(4,4¢- methylendianilin)}** (komplex 1), ktery
nalezi do nové generace slibnych protinadorové uc¢innych
polynuklearnich komplexti platiny rezistentnich k dekompozici
sirovymi nukleofily. Komplex 1 je u¢inny vuci buitkdm rakoviny
vajecnikt s hodnotami 1Csg srovnatelnymi s konvenéni cisplatinou
pro linii citlivou na cisplatinu a pro linii na cisplatinu rezistentni
vykazhuje v provnani s cisplatinou podstatné lepsi hodnoty
cytotoxicity. Tato skutecnost je ptipisovana schopnosti formovani
mezifetézcovych mistkii odlisSnych od cisplatiny a jejich
naslednému rozeznani bunéénymi proteiny.

Vysledky této prace ukazuji, ze se komplex 1 preferencné vaze
na guaninové zbytky. Dulezitéjsi je poznatek, Ze za kompeti¢nich
podminek jsou vSechny typy mezifetézcovych mustkl
zkoumaného komplexu 1 ve sméru 3°-3°. Zajimavy fakt je,

ze mezitetézcové mustky mononukledrnich nebo dalSich
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polynuklearnich komplext platiny jsou formovéany vyhradné
ve sméru 5°-5° pfi podminkach pouzitych v této praci. Divody
unikatni orientace aduktu komplexu 1 na DNA zistavaji
neobjasnény.

V této praci byla také studovana zmeéna konformace DNA
vyvolanad tvorbou 1,4-GG mezifetézcového mustku mezi
komplexem 1 a DNA. Bylo zjisténo, Ze tento adukt ohyba
Zmeéna konformace DNA je velice podobna poskozeni
zplisobeném hlavnimi adukty tvofenymi cisplatinou. 1,4-GG
mezifetézcovy mustek komplexu 1 tvoii lokalni konformacni
distorze objevené pouzitim chemickych sond, -cirkularniho
dichroismu (CD) a UV absorb¢nich experimentt.

Inhibice transkripce zptisobend komplexy platiny je dulezita
¢ast mechanismu jejich protinadorové aktivity. Hlavni transkripéni
komponentou je RNA polymeraza II. Je tedy ziejmé,
Ze mezitetézcové mustky tvorené komplexem 1 mohou zablokovat
RNA polymerazu II, ale zaroven pisobi také jako substrat pro
rozpoznani HMG proteiny [8]. Dosli jsme k zévéru, ze diky
rozpoznani aduktu komplexu 1 na DNA hraje HMG protein
dalezitou roli v jeho protinadorovém ucinku. Zavérem lze fici,
ze cytotoxické ucinky komplexu 1 jsou pravdépodobné zplsobeny
jak inhibici RNA polymerazy II, tak stinénim aduktt komplexu 1
vazbou HMG proteini.
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4.Zaver

Diserta¢ni prace je sestavena jako souhrn ¢tyt publikovanych
praci. Tii se zabyvaji studiem mechanismi U¢inku komplexti
zalozenych na piechodnych kovech. Ctvrtd price se zabyva
zmeénou termodynamickych parametri dvousroubovice DNA
zpusobenou mutaci v primarni struktufe DNA a jejich vlivem
na replikaci DNA.

DNA je povazovana za farmakologické cilové misto farmak
zalozenych na bazi kovi, metalohelikaty nejsou vyjimkou. Jedna
se o chiralni struktury slozené z 2 iontd kovu a 3 rigidnich
organickych ligandd. Helikaty diskutované v této praci byly
syntetizovany prof. Scottem (University of Warwick, UK). Jako
prvni byla testovana akumulace helikatd v jadrech bunék
HCT116p53*"*. Vysledky ukazaly, 7e 42 — 84% helikétd
je akumulovano v jadfe a mize tedy interagovat s jadernou DNA.
Vsechny helikaty prokazaly vysokou afinitu k ctDNA a zaroven
bylo zjisténo, ze vazba helikdithi na DNA nezplsobuje
jednotetézcové a dvoufetézcové zlomy. Podrobnéjsi investigace
odhalila u enantiomert helikatu 1 specifickou organizaci vazby
na DNA v kontrastu s nahodnou vazbou zbylych komplexu. Daéle
byl pozorovan pokles intenzity signalu LD pfi 260 nm v zavislosti
na narustajici koncentraci helikatli, coz muze byt vysvétleno
zvySenim flexibility DNA ve vzorku nebo jejim zkracenim vlivem

jejiho svinuti ¢i monomolekuarni kondnezaci/multimolekularni
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agregaci. Dalsi experimenty prokazaly schopnost helikatl
agregovat DNA pfi nizkych koncentracich, srovnatelnych
s dalSimi pouzivanymi kondenza¢nimi agens. Latky schopné
kondenzovat DNA jsou Casto pouzivany K naruseni kritickych
enzymatickych pochodii tykajicich se DNA. Enzymatické studie
ukézaly, ze aktivita enzymt pracujicich s DNA je znac¢né snizena
V pfitomnosti helikatt.

Oxidované nukleotidy reprezentuji jeden z hlavnich zdroji
poskozeni DNA fyzikalnimi a chemickymi agens. HIU a HMdU
reprezentuji nejcastéjsi formu oxidovanych pyrimidind v DNA,
pricemz tyto oxidace jsou zpusobeny zejména reaktivnimi formami
kysliku. HdU je znam svou mutagenni aktivitou (C — T), zatimco
konstanty byly naméfeny MST pii inkorporaci A proti HdU
a HMdU, coz je vsouladu s vysledky simulované translézové
syntézy. Dale bylo prokazano, Ze translézova syntéza pies 1ézi
zpusobenou HAU mtize zplsobit zaménu AT paru za par CG. Dale
vysledky ukazuji, Ze DNA polymerazy jsou schopny hladce obejit
poskozeni tvofené HMdU. VySe zminéné naznaCuje, Ze toto
poskozeni je méné mutagenni a méné ovlivituje replikaci DNA,
coz je konzistentni s roli HMdU jako epigenetické znacky v DNA.
Vysledky této studie celkove potvrdily predeslé vysledky ukazujici
vysokou mutagenitu 1ézi HdU a mén¢ mutagenni vlastnosti 1éze

HMdU.
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Ptikladem novych potencialnich protinadorové u¢innych agens
jsou takzvané helikaty. Jedna se o chiralni struktury slozené z 2
ionth kovu a 3 rigidnich organickych ligandd. Helikaty
diskutované v této praci byly syntetizovany prof. Scottem
(University of Warwick, UK) a poskytnuty pro tcely této prace.
Poskytnuté komplexy strukturné navazuji na piredeslou sérii.
Prvnim cilem bylo ovéfeni, zda helikdty ztéto skupiny také
vykazuji antimikrobidlni aktivitu ,stejn€ jako tomu bylo u helikatu
5a z ptedchozi série. Vysledky potvrdily relativné vysokou aktivitu
viuéi gram-negativnim mikrobiim u vSech zkoumanych helikatu.
U gram negativnich mikrobt vynikaly oba enantiomery helikatu
5b jak aktivitou, tak selektivitou.

Dvoujaderné komplexy platiny jsou povazovany za velice
slibna protinadorové U¢innd agens nové generace. Zkoumany
komplex {[cis-Pt(NH3).Cl]2(4,4¢- methylendianilin)}** prokazal
ucinnost proti vybranym bunéénym liniim srovnatelnou
s cisplatinou. V liniich resistentnich k cisplatiné ukazal u¢innost
vys$§i. Vysoce zajimavou vlastnosti se ukazala geometrie
mezitetézcové vazby komplexu na DNA. Zatimco konvencni
metalofarmaka zaloZzena na platin€ se preferencné vazou ve sméru
5¢-5¢, nami zkoumany komplex se preferencné vaze ve smeéru 3°-
3‘. PfestoZze ma mezifetézcovy miustek naprosto odlisnou
geometrii, jeho tvorba vyusti ve velice podobné poskozeni DNA

jako u cisplatiny. Zavérem lze fici, ze cytotoxické ucinky
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komplexu 1 jsou pravdépodobné zplsobeny jak inhibici RNA
polymerazy II, tak i stinénim aduktt komplexu 1 vazbou HMG
proteinti.

Pifinosem disertacni prace je popsani vazby novych
metalofarmak na DNA. Vyuziti téchto poznatki vedlo
k dokonalejsimu popisu mechanismu vazby a mechanismu
pusobeni téchto farmak. Studie provedené v této praci pfispely
k feSeni projekti zaméfenych na problematiku novych
metalofarmak a na problematiku molekularni farmakologie

pfi terapii nadorovych onemocnéni.

47



5. Seznam pouzité literatury

[1]

(2]

(3]

[4]

5]

(6]

[7]

Kauffman G. B. (2010): Michele Peyrone (1813 — 1883),
Discover of cisplatin. Platinum Metals Rev. 54, 250-256.
Kelland L. R. (2007): The resurgence of platinum-based
cancer chemotherapy, Nat. Rev. Cancer 7(8), 573-578.
Rosenberg B., van Camp L., Krigas T. (1965): Inhibition
of cell division in escherchia coli by electrolysis products
form a platinum electrode, Nature 205, 698-699.

Florea A. M., Biisselberg D. (2011): Cisplatin as an anti-
tumor drug: cellular mechanisms of activity, drug resistence
and induced side effects, Cancers (Basels) 3, 1351-1371.
Kelland L. R. (1993): New platinum antitumor complexex,
Crit. Rev. Oncol Hematol 15, 191-219.

Brabec V., Hrabina O., Kasparkova J. (2017): Cytotoxic
platinum coordination compounds. DNA binding
agents. Coordination Chemistry Reviews 351, 2-31

Wong E., Giandomenico C. M. (1999): Current status of
platinum-based antitumor drugs, Chem. Rev. 99, 2451-
2466.

48



(8]

9]

[10]

[11]

Zerzankova L., Kostrhunova H., Vojtiskova M.,
Novakova O., Suchankova T., Lin M., Guo Z.,
Kasparkova J., Brabec V. (2010): Mechanistic insights
into antitumor effects of new dinuclear cis Pt" complexes
containing aromatic linkers, Biochemical Pharmacology
80m 344-351.

Olivova R., Kasparkova J., Vrana O., Vojtiskova M.,
Suchankova T., Novakova O., He W., Guo Z., Brabec V.
(2011): Unique DNA binding mode of antitumor trinuclear
tridenate platinum (Il) compound, Mol. Pharm 8, 2368-
2378.

Hrabina O., Kasparkova J., Suchankova T,
Novohradsky V., Guo Z., Brabec V. (2017): Unique
structural properties of DNA interstrand cross-links formed
by a new antitumor dinuclear Pt(I1) complex. Metallomics 9,
494

Hannon M. J. (2007): Metal-based anticancer drugs: From
a past anchored in platinum chemistry to a post-genomic
future of diverse chemistry and biology, Pure Appl. Chem.
79, 2243-2261.

49



[12]

[13]

[14]

[19]

[16]

Meistremann I., Moreno V., Prieto M. J., Moldrheim E.,
Sletten E., Khalid S., Rodger P. M., Peberdy J. C.,
Rodger A., Hannon M. J. (2002): Itramolecular DNA
coiling mediated by metallo-supramolecular cylinders:
differential binding of P and M helical enantiomers, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99, 5069-5074.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2008): DNA binding
of dinuclear iron (II) metallosupramolecular cylinders.
DNA unwinding and sequence preference., Nucleic Acids
Res. 36, 3630-3638.

Malina J., Hannon M. J., Brabec V. (2007): Recognition
of DNA three-way junctions by metallosupramolecular
cylinders: gel electrophoresis studies, Chemistry 13, 3871-
3877.

Malina J. Hannon M. J., Brabec V. (2014): Recognition of
DNA bulges by dinuclear iron (1I) metallosupramolecular
helicates, FEBS J. 281, 987-997.

Oleksi A., Blanco A. G., Boer R., Us6on I., Aymami J.,
Rodger A., Hannon M. J., Coll M. (2006): Molecular
recognition of a three-way DNA junction by a
metallosupramolecular helicate, Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 45, 1227-1231.

50



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

Jamieson E. R., Lippard S. J. (1999): Structure,
recognition, and processing of cisplatin-DNA adducts,
Chem. Rev. 99, 2467-2498.

Johnstone T. C., Suntharalingam K., Lippard S. J.
(2014): The next generation of platinum drugs: targeted
Pt(Il) agents, nanoparticle delivery and Pt(IV) prodrugs,
Chem. Rev. 116, 3436-3486.

Makovec T. (2019): Cisplatin and beyond: molecular
mechanisms of action and drug resistence developmnet in
cancer chemotherapy, Radiol. Oncol 53, 148-158.

Dasari S., Tchounwou P. B. (2014): Cisplatin in cancer
therapy: molecular mechanism of action, Eur. J. Pharmacol.
5, 364-378.

Brabec, V., Kasparkova, J. (2005): Platinum-based drugs,
In Gielen, M. and Tiekink, E. R. T. (eds.),
Metallotherapeutic Drugs and Metal-Based Diagnostic
Agents: The Use of Metals in Medicine. John Wiley & Sons,
Ltd, Chichester, pp. 489-506.

Brouwer J., van de Putte P., Fichtinger-Schepman A. M.,
Reedijk J. (1981): Base-pair substitution hotspots in GAG
and GCG nucleotide suquences in Escherichia coli K-12
induced by cis-diamminedichloroplatinum (I1), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78(11), 7010-7014.

51



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

Fuertez M. A., Castilla J., Alonso C., Pérez J. M. (2003):
Cisplatin  biochemical mechanism of action: from
cytotoxicity to induction of cell death through
interconnections between apoptotic and necrotic pathways,
Current Medical Chemistry 10, 257-256.

Alberts, B. et al.(1998): Zdklady bunécné biologie, 2.
vydani, Usti nad Labem: Espero Publishing, 183-188, ISBN
80-902906-2-0.

Potaman V. N., Siden R. R. (2005): DNA: Alternative
conformations and biology, DNA Conformation and
Transcription (edited by Takashi Ohyama), Springer US, 3-
17, ISBN 978-0-387-29148-2

Vologodskii A., Frank-Kamenetskii M. D. (2018): DNA
melting and energetics of the double helix, Physics of Life
Reviews 25, 1-21.

Bueren-Calabuig J. A., Giraudon C., Galmarini C. M.,
Egly J. M., Gago F. (2011): Temperature-induced melting
of double-stranded DNA in the absence and presence of
covalently bonded antitumour drugs: insight from molecular
dynamics simulations, Nucleic Acids Research 39, 8248-
8257

SantaLucia Jr. J. (1998): A unified view of polymer,
dumbbell, and oligonucleotide DNA nearest-neighbor
thermodynamics, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 1460-1465.

52



[29]

[30]

(31]

[32]

[33]

[34]

Howard K. P. (2000): Thermodynamics of DNA duplex
formation: a biophysical chemistry laboratory experiment,
J. Chem. Educ. 77, 1469.

Vaitiekunas P., Crane-Robinson C., Privalov P. L.
(2015): The energetic basis of the DNA double helix: a
combined microcalorimetric approach, Nucleic Acids
Research 43, 8577-8589.

Florian J., Brabec V. (2011): Thermodynamics of
translesion synthesis ocrass a major DNA adduct of
antitumor oxaliplatin: Differential scanning calorimetric
study, Chemistry a European Journal 18, 1634-1639.
Jerabek-Willemsen M., André T., Wanner R., Roth H.
M., Duhr S., Basske P., Breitsprecher D. (2014):
MicroScale thermophoresis: Interaction analysis and
beyond, Journtal of Molecular Structure 1077, 101-113.
Rahman M. A., Saghir M. Z. (2014): Thermodiffusion or
Soret effect: Historical review, International Journal of
Heat and Mass Transfer 73, 693-705

Daviet S., Couvé-Privat S., Gros L., Shinozuka K., Ide
H., Saparbaev M., Ishchenko A. A., (2007): Major
oxidative products of cytosine are substrates for the
nucleotide incision repair pathway, DNA Repair (Amst) 6,
8-18.

53



[35]

[36]

[37]

(38]

[39]

[40]

Hrabina O., Brabec V., Novakova O. (2019): Translesion
DNA synthesis across lesions induced by oxidative products
of pyrimidines: An insight into the mechanism by
microscale. International Journal of Molecular Sciences 20,
5012

Kreutzer D. A., Essigmann J. M. (1998): Oxidized,
deaminated cytosines are a source of C —T transitions in
vivo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 3578-3582.

Greim H., Albertini R. J. (2015): Cellular response to the
genotoxic insult: the question of threshold for genotoxic
carcinogens, Toxicol. Res. 4, 36-45.

Thivjyanathan V., Soasunderam A., Volk D. E.,
Gorenstein D. G. (2005): 5-hydroxyuracil can form stable
base pairs with all four bases in DNA duplex, Chem.
Commun. 3, 400-404.

Boorstein R. J., Teebor G. W. (1989): Effects of 5-
hydroxymethyluracil and 3-aminobenzamide on the repair
and toxicity of 5-hydroxymethyl-2‘-deoxyuridine in
mammalian cells, Cancer Research 49, 1509-1514.

Shiau G. T., Schinazi R. F., Chen M. S., Prusoff W. H.
(1980): Synthesis and biological activities of 5-
(hydroxymethyl, azidomethyl or aminomethyl)-
2’deoxyuridine and related 5 ‘-substitued analogs, J. Med.
Chem. 23, 127-133.

54



[41]

[42]

[43]

[44]

Hrabina O., Malina J., Kostrhunova H., Novohradsky
V., Pracharova J., Rogers N., Simpson D.H., Scott P.,
Brabec V. (2020): Optically pure metallohelices that
accumulate in cell nuclei, condense/aggregate DNA, and
inhibit activities of DNA processing enzymes. Inorganic
Biochemistry — v tisku

Hannon M. J., Moreno V., Prieto M. J., Moldrheim E.,
Sletten, E., Meistermann 1., Isaac C. J., Sanders K. J.,
Rodger A (2001).: Intramolecular DNA coiling mediated by
a metallo-supramolecular cylinder. Angew. Chem., Int. Ed.,
40, 879—-884.

Simpson D., Hapeshi A., Rogers N.J., Brabec V.,
Clarkson G.J., Fox D., Hrabina O., Kay G., King A,
Malina J., Millard A., Moat J., Roper D.l., Song H.,
Waterfield N., Scott P. (2019): Metallohelices that kill
Gram-negative pathogens using intracellular antimicrobial
peptide pathways. Chemical Science 10, 9708-9720
Howson S. E., Bolhuis A., Brabec V., Clarkson G. J.,
Malina J., Rodger A., Scott P. (2011): Optically pure,
water-stable metallo-%elical flexicate® assemblies with

antibiotic aktivity, Nature Chemistry 4, 31-36.

55



Internetové zdroje:

[11] National Cancer Institute (2018): Dostupné  z:

https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-

is-cancer
[12] wikipedia (2014):Dostupné Z:

https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dnaconformations.png

56


https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dnaconformations.png

6. Seznam pouzitych zkratek

A

C
CAMPs
CD
CY5
CtDNA
CTP
DNA
DAPI

GTP
HdU
HMG
HMdU
Kd

LD
MIC
MST
RNA
ROS

UTP

adenin

cytosin

kationni antimikrobialni proteiny
cirkularni dichroismus
fluorescencni znacky cyanine 5
DNA z teleciho thymu

cytosin trifosfat
deoxyribonukleotidova kyselina
fluorescencni znacka 2-(4-amidinophenyl)-
1H -indol-6-carboxamid

guanin

guanosin trifosfat
5¢-hydroxyuridin

proteiny rodiny high mobility group
5¢-methylhydroxyuridin
disociacni konstanta

linearni dichroismus

minimalni inhibi¢ni koncentrace
microscale termoforéza
ribonukleotidova DNA

reaktivni formy kysliku

thymin

uridin trifosfat
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