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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem mechafigmotinadorového {sobeni nového platinového
cytostatika. Vlastnosti doposud neznamého dinukibar komplexu platiny s oztanim
BBR3571 — DACH byly paraleth studovany spolu s klinicky prékenym a uzivanym
mononuklearnim komplexem DACH.
je DNA. Po modifikaci DNA vySe uvedenymi komplexyylyp pomoci fiznych
bioanalytickych metod (diferéni pulsni polarografie, UV-VIS spektrofotometrie,
fluorescenni spektrofotometrie, CD spektroskopie a elektrég) sledovany pozénéné
vlastnosti této makromolekuly a zkouman byl takésgi vazby obou kompléxna DNA.

Vysledky ukazaly, Zze se oba studované komplexy aygh pormérné rychlou vazbou na
DNA. U obou komplex je také #ejma tvorba bifuknich adukt. Stabiliz&ni efekt na DNA
byl vyznamny zejména po modifikaci dinuklearnim kexem, zatimco denatuira efekt se
vibec neprokazal.Ukazalo se také, Zze komplex BBRI®XCH pravdpodobri nevytvai
mustky dlouhého dosahu, tak jako jinéw studované polynuklearni komplexy platiny.

ABSTRACT

This work deals with studying a molecular mechanisanticancer effect of a new
platinum - based drug. The qualities of still umkndinuclear platinum komplex (BBR3571-
DACH) were parallelly studied together with cliniigatime-tested and used mononuclear
platinum complex DACH.

Earlier essays demostrated, that DNA is the cilitiaeget for the cytostatic activity of
platinum compounds. Altered properties of DNA anddmg characteristics of these two
platinum compounds were monitored by several diffebioanalytical methods (differential
pulse polarography, UV-VIS spectrophotometry, fksmrence spectrophotometry, CD
spectroscopy and electrophoresis) after modificadioDNA by both of platinum complexes.

For the compounds BBR3571-DACH and DACH it was dateed that the DNA binding
is rapid and bifunctional. The stabilizing effeat ®NA was significant particularly after
modification of DNA by dinuclear komplex, while darating effect wasn’t proved at all.
The results also indicate that dinuclear platinmglex BBR3571-DACH probably does not
participate on formation of long-range cross-linkkse other early studied polynuclear
platinum complexes.

KLi COVA SLOVA:

Platinovéa cytostatika, Dinuklearni komplex platBBR3571-DACH, mononuklearni
komplex platiny DACH, DNA, bifunkni adukty, stabilizéni efekt, nistky dlouhého dosahu

KEYWORDS:

Platinum-based drugs, Dinuclear platinum komplexRBB71-DACH, mononuclear platinum
komplex DACH, DNA, bifunctional adducts, stabiligieffect, long-range cross-Ilinks.
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1. UVOD

v s

vyzkumem jiz po mnoho let zabyvéada ¥deckych pracovis Jednou z dezitych a
ucinnych l&ebnych metod je chemoterapie, kdy jsou pacientodépaji |€ky (cytostatika),
které potlguji rist zhoubnych nadar Protinadorova chemoterapeutik@spbi fiznymi
mechanismy na struktury, které jsou olieghitomny ve vSech hikdch a jsou nutné pro
jejich preziti. Mezi nejefektiviySi 1éky dnegadime latky, jejichz cilovym misteniigobeni je
DNA.

Schopnost vazat se na DNA aigpbovat konforméni zmeny branici replikaci DNA a
tudiz i cEleni buiky (tzv. biologickou aktivitu), vykazuji komplexgikych kowi. V Klinické
praxi nasly v tomto smyslu uplami zejména komplexy platiny a jejich derivaty.

NejpouzivagjSim protinadorovym Iékem na bazi komplexu platjaycisplatina nebo-li
cis-diammin-dichloroplatnaty komplex. k@s vyznamny Gsh cisplatiny v 1ébé nékterych
typt nadoii (jedna se zejména o nadory varlat, ¥ajki a ma&ového ngchyie), je jeji
podavani doprovazerfadou vedlejSichdinka.

Vyzkum je tedy jiz delSi dobu soistén na vyvoj novych platinovych cytostatik, které by
na rozdil od cisplatiny sty mérg nezadoucich dinki a SirSi spektrum protinddorové
acinnosti. Vyvoj vicejadernych kompléxplatiny je prag jednou z cest tohoto vyzkumu.

Predn&tem této diplomové prace je seznameni se s mechgmstinadorovéhoisobeni
nového dinuklearniho komplexu platiny.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Biologie zhoubnych nadai

2.1.1 Definice

Zhoubné nadorové onemadgn je chorobny stav charakterizovany nekoordinovany
rastem abnormalnich bk s postupnym B&nim do okolnich tkani, pnikem do mizniho a
krevniho systému a postizenim vzdalenych oligdnetastazovani). 8t nadorovych buik
probihd samovoth bez projevu regutaich zasain organismu, na Ukor energetickych a
nutricnich poteb jeho normélnich bgk. Nadory se &i podle iiznych kriterii. Zakladni je
déleni podle biologického chovani na nadory benigezboubné) a maligni (zhoubné). Podle
vychozi tkag vzniku (epitel, pojivo, krvetvorné a lymfatick&ék nervovy systém, zarotiee
buiiky) se maligni nadorydi na karcinomy, sarkomy, lymfomy, terminalni nagla dalSi
mérte ¢asto se vyskytujici podjednotky [1].

2.1.2 Vznik nddorového onemoa¥ni

Vznik nadorového bujeni je mnohastiopy proces, ktery je vysledkemigobeni jak
vnitinich tak zevnich faktér Preména normalni bilkky na nadorovou vznika wvidledku
zmen genetické informace (mutaci) na arovni genoma@xgribonukleové kyseliny (DNA).
Mutace vznikaji néastji nasledkem fpisobeni zevnich faktdrna DNA v bugeném jade.
Mezi tyto zevni faktory p#t predevSim ionizujici z&ni, kancerogeny (latky podporujici
vznik nadorového procesu) a&které viry. Kron¢ piasobeni zevnich faktérmohou byt
mutace penaseny z generace na generaci v z&ryad buikach, jak je tomu napu dedicné
podmirénych nadoit. DalSi mozZnosti vzniku mutaci je jejich spontatvarba i replikaci
DNA v prab¢hu burg¢ného cyklu [1].

2.1.3 Molekularni mechanismy vzniku nadorové pemény

Nositelem genetické informace ve vSechinkAch lidského organismu je kyselina
deoxyribonukleova (DNA). Jednotlivé Useky DNA, ltejsou vlastnimi strukturnimi
podjednotkami se nazyvaji geny.

Geny obsahuji genetickou informaci pro vznik pnaiepodilejicich se na staylbuiky a
fizeni jejich Zivotnich pochdicha vSech arovnich. Mezi kbvé geny, jejichz posSkozeni vede
ke vzniku nadorové transformace, ig&li onkogeny, protoonkogeny, antionkogeny (tumor
supresorové geny), geny regulujici apoptdzu a asgugeny.

Jako onkogen se ozhge kazdy gen, jehoZz produktrigpivd ke vzniku nadorové
transformace.

Geny gitomné v genomové DNA, jejichz fyziologickou ulohge regulace buftné
proliferace, se nazyvaji protoonkogeny. Za norneairdkolnosti nemaji bezprastini vztah
ke vzniku nadorového procesu. Teprve nasledkemhjajiutace nebo aktivace v nevhodnou
dobu niize dojit k rozvoji nadorového bujeni.



Opanou roli z hlediska buftné proliferace i nadorové transformace zastavajiotu
supresorové geny (antionkogenyii jBjich expresi dochazi k inhibici nadorové transhace.
Prikladem antionkogenu je gen p53, ktery byva ¢aman jako strazce geonomu. Brani totiz
proliferaci burk v pripad, Ze by to bylo pro hiky nebezpe&né.

Rast masy nadorovych bgk miZe byt zfisoben nejen absolutnintigiistkem bus¢né
populace jeji proliferaci, ale téz se namvyznamg podili prodlouzené fpzivani buik,
které ztratily schopnost aktivace sebedestmiho programu — apoptézy. Za fyziologickych
okolnosti je proces apoptézy vysoce specializovanygktivnim djem vyzadujicim
piitomnostiady specializovanych baénych bilkovin. Z tohoto @ivodu jsou geny koédujici
regula&ni proteiny apoptdzy mistem matach znén pii burgené transformaci.

Ukolem regulénich geri je oprava GsekDNA poskozenych vlivemisobeni zevnich i
vnitinich faktofi s cilem zabranit dalSi kumulaci genetickychémamPoskozeni repataich
gemi se na bu&né proliferaci nebo #iezivani busk projevi nepimo zvySeniméetnosti
mutaci [1, 2].

2.1.4 Né&dorovy Kist a metastazovani

2.1.4.1 Zakladni vlastnosti nadorovych bén

Nadorové biky se vyznauji autonomnim chovanim, ztratou diferenciace, engs
invazivitou, ztratou kontrolyifp kontaktu s okolnimi bkami a schopnosti zakladat vzdalena
loZiska (metastazovani). Autonomni chovanicégd v neregulovaném mnoZzeni nadorovych
burgk. Chaoticky se vyvijejici hiky ztraceji schopnost do&pdo zralého (diferencovaného)
stavu. Invazivita je schopnost nadorovych dusiit se bez ohledu na mikroskopické a
makroskopické anatomické bariéry.

Pro st naddoru je rozhodujicitppormnost kmenovych béhk ve vychozi tkani. Kmenova
buika je nadana schopnosti sebeobnovovani. #sbirreparaci poskozeni vSech tkani je
piitomnost kmenovych béh nezbytnd. Totéz plati i pro nadory. Jsou to ¢rmenové
buinky normélnich tkéni, které jsotastji a sndze ovlivéiny raiznymi mutagennimi vlivy,
véetrg vliva karcinogennich. Nadorovou mutaci jedné nebo vinertovych buék vychozi
tkane vzniké zaklad nadoru [1, 2].

2.1.4.2 Metastaticky proces

Metastazovani je schopnost zhoubného nadoifti & do dalSich oblasti lidského
organismu. K tvor® metastaz rive dochazet cestou krevni cirkulace, cestou lyoifath
cév, nebo zachycenim &nich dutindch. Ne€psgji se metastazy rozsiji krevni cirkulaci.

Schopnost tvit metastazy je zakladni vlastnosti maligniho bujd@ato vlastnost naopak
zcela chybi nezhoubnym (benignim) nddorf1].

2.1.5 Kancerogeneze

Kancerogeneze je proces vzniku naddoru. Nadorovéfyemace je proces, ktery probiha
po etapach. Vznik a vyvoj nadorového onemimérma ti hlavni faze: iniciaci, promoci a
progresi.



Ve fazich iniciace a promoce jsouiy zdravych tkani vystavenyupobeni fiznych
kancerogennich stimiul Poruchu bu&né funkce nezsobi jedna zrma, ale vysoce
nepravédpodobné sotasné fisobeni Bkolika zmen, které by samy o sékebyly Skodlivé.
Faze progrese je vysledkem genetické nestabilitpkivace dalSich génvedouci ke
zhoubnému neregulovanému chovani transformovanyoékka plnému rozvoji nadorového
onemocgni [1].

2.1.5.1 Kancerogenni faktory

Mezi faktory zevniho prostdi, které se podileji na vzniku naflaefadi nejen vlastni
kancerogeny (latky, které maji schopnost vyvolatérmm genetické informace), ale téz
kokancerogeny, které maji schopnost genetickéngnprohloubit a tak urychlovat vznik
nadoru. Kancerogenni latky Izélitl na fyzikalni, chemické a biologické.

* Fyzikalni kancerogeny - mezi fyzikalni kancerogeagi predevsim ionizujici (X §)
a neionizujici (UV) z#eni. Kancerogennicinek z&eni je vazan na poskozeni
burg¢né DNA vyvolané penosem energie &ni na tuto cilovou molekulu.r€os
energie niZze navodit excitaci nukleotidovych bazi v DNA a tv&gejimu gimému
poSkozeni.

* Chemické kancerogeny - v dneSni #ofe znamo vice nez 3000 chemickych
kancerogennich latek. Za nejnebeaggsi skupiny nizeme povazovat polycyklické
aromatické uhlovodiky, mezi které piakancerogenni sloZzky dehtu - benzpyren a
benzantracen. Druhou néjdzitéjSi skupinou chemickych kancerogenjsou
nitrosaminy, které jsou obsazeny v uzenydfpadr i smazenych potravinach.

» Biologické kancerogeny -ifkladem biologické latky s kancerogennim potencigje
aflatoxin (produkt pliséh Aspergillus flavus V kontaminované potrgvobsazené
aflatoxiny jsou zodpasdné za vznik nadarjater [1, 2].

2.1.5.2 Virova kancerogeneze

Nadorova onemoa@mi se vyskytuji bez vzdjemné spojitosti a nechosajijako infekni
choroby. U lidi se fedpoklada mozny vztah mezi virovou infekci a vzmkeadorového
onemocgni. Prokdzadno je to vsoasné dob nag. u papilomaviru HPV (karcinom
déloZzniho ¢ipku), herpesviru EBV (Burkiltv lymfom) a retroviru HIV (Kaposhiho
sarkom) [2].
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2.2 Postaveni chemoterapie v komplexnidbé nddorovych onemocini

K rozvoji chemoterapie doSlo aZz po 2étewé valce a k SirSimu pouZziti u solidnich ndador
teprve v poslednich desetiletich. Na rozdil od wigiie a radioterapie, které se upigt
zejména v lokalni ¢ nadorového onemoéni, pledstavuji chemoterapie a biologicka
terapie metody by systémové, zatrené na diseminované (metastatické) oner&oicn

V onkologii se pod pojmem chemoterapie rozumi padaléki s cytotoxickym dinkem,
které mohou byt jpvodu syntetického, nebo jde o derivatyrpdnich latek. Teéem &inku
cytostatik jsou proliferujici hiky. Proliferujici frakce nadorovych bek vykazuje k
chemoterapii neptsi senzitivitu.

2.2.1 Rozaleni cytostatik podle mechanisn G¢inku

Mezi zékladni mechanismyimku cytostatik na molekularni Grovni pat
- inhibice biosyntézy
- poSkozeni funkce nukleovych kyselin
- inhibice mitdzy a proteosyntézy
- blok&da repataiho mechanismu nukleovych kyselin
- blokada topoizomeré&z
- indukce apoptézy

2.2.1.1 Alkyla@ni latky

Alkyla¢ni latky obsahuji jednu nebo @veaktivni alkylové skupiny, které maji schopnost
kovalentni vazby s biologickymi makromolekulamijrména DNA. Hlavnim mechanismem
je rozStpenitettzch DNA a brarni identické reduplikaci, neligoro jeji pfibeh je dilezité
bezchybné oddeni jednotlivych DNA vidken..Radime zde nap aziridiny, estery
sulfonovych kyselin, derivaty nitrosofaviny a antibiotika s alkytaim &inkem.

2.2.1.2 Antimetabolity

Jedna se o latky strukturdlrpodobné fyziologickym slaienindm nutnym k syntéze
nukleovych kyselin. Na zakl&dtéto podobnosti antimetabolity inhibuji enzymyené se
podileji na syntéze nukleovych kyselin, coz vegm&kozeni a smrti biky. NejdileZitejSimi
antimetabolity pouzZivanymi v protinadorové chemapdr jsou analoga kyseliny listove,
purind a pyrimidin.

I]Topoizomeréza je enzym, ktery ,rozpléta“ DNA, jeémiuk tomu, aby geneticka informace mohladwgha
nebo kopirovana. UpIna inhibice topoizomeraz byakylo buiky osudna Casteéna inhibice se mnohem vice
dotkne mnoZicich se bek (krevnich bugk, epitelii, hlavi vSak nddorovych b@k) nez ostatnich
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2.2.1.3 Protinddorova antibiotika

Protinadorova antibiotika jsou struktur&lrrozlicné substance, které byly ziskany
z raiznych druli streptomycesTato |I&€iva maji sice také antibakterialntinek, jsou ale filis
cytotoxicka, nez aby se pouzivaly nale infekci. Cilem jejich cytotoxickéhoipobeni jsou
nukleové kyseliny. K zastupm této skupiny I&v fadime antracyklinovd antibiotika,
bleomycin, mitomycin C a daktinomycin.

2.2.1.3 Rostlinné alkaloidy

Rostlinné alkaloidy fedstavuji mensi skupinu protinadorovyctivédo které jsodazeny
tzv. vinca alkaloidy a taxany, které inhibuji tvarbnitotického veténka a dale kamptoteciny,
které inhibuji topoizomerazu | a epipodofylotoxihkyeré inhibuji topoizomerazu Il.

2.2.1.4 Derivéty platiny

Podobi jako u alkyl&nich latek je mechanizmem cytotoxickéhtinku derivati platiny
tvorba niistki (DNA cross-links). V sotasné dob se v klinické praxi pouzivaji nasledujici
derivaty platiny: cisplatina, karboplatina, oxadipha, nedaplatina (Jap.) a labaplati6ing)
[1, 2, 3].
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2.3 Protinadorow G¢inné komplexy platiny

2.3.1 Cisplatina

Nejdéle pouzivanym cytostatikem na bazi platiny gs-diamminodichloroplatnaty
komplex s generickym ndzvem cisplatina.

el

Obr. 1- Strukturni vzorce cisplatiny]

F
Cl £,
J‘”i‘
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c”” NH,

Cisplatinu poprvé syntetizoval v roce 1845 Michelfne [5]. Jeji schopnosti pattavat
riast nddod byly objeveny az v roce 1969 Barnettem Rosenbetgbem sledovani vlivu
elektrického pole naist bakterii [6].

K méteni pouzival platinové elektrody paemé do roztoku s chloridem amonnym. Po
jisté dok doSlo k zastaveni batného dleni bakterii a k jejich filamentéznimuistu, ¢imz
se az ttistakrat prodlouzila jejich délka. Pogdbylo prokdzano, Zeiftinou tohoto jevu neni
elektrické pole, nybrz tetrachlordiaminptatty komplex vznikly uvolgnim malého mnoZstvi
platiny do roztoku elektrolytu. Tento objev vedpé&kusim na experimentalnich nadorovych
modelech, u kterych posléze skiri& doslo k zastaveniistu, jejich redukci a tim i delSimu
pieziti pokusnych zvat.

Poté, co cisplatina proSla klinickymi zkouSkamidyljiS€no, Ze fisobi i proti gkterym
pokrcgilym nadofim. V sokasné dob se lékova forma cisplatiny (& vyuziva zejména
k 1é¢b¢ nadoii varlat. V gipadt tohoto typu naddrse Uplné remise dosahuje u vice nez 85 %
pacienfi. Dale se cisplatina vyuziva také kKBé& nadon prostaty, vajéniki, moiového
meéchyke, travici trubice a protigkterym nadoim v oblasti hlavy a krku [7]. V kombinaci
s radioterapii niize byt cisplatina us8né nasazenaip léébé nadofi plic, jicnu, mozku a
karcinomu éloZniho keku.

2.3.1.1 Reaktivita komplekplatiny

Pro vlastni funkci komplexu nejsouildzité pouze samotné ligandy navazané na centralni
atom platiny, ale row? jejich uspdadani. Fikladem zndny vlastnosti komplexu vigledku
rozdilného uspiadani ligand je trans izomer cisplatiny - transplatin;(trans

diammindichloroplatnaty komplex), ktera je protio&o\é neaktivni a je méncytotoxicka
nez cisplatina [8].
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H3N\ /CI
Pt
CI/ \NH3

Obr. 2 - Strukturni vzorec transplatiny

Jak cisplatina tak jeji trans izomer Pato skupiny komplek s centralnim atomem platiny
v oxidatnim stupni Il a oba vykazuiitvercow planarni symetrii. Chemickd stabilita vazby
mezi centralnim atomem platiny a ligandem zavigeha schopnosti poskytovat elektrony na
uskuté&néni vazby (elektrondonornim charakteru). Sila vax@yistd s polarizovatelnosti
elektronového obalu ligandu. Afinita ligaingro vazbu s dvojmocnou platinou klesa vamti

CN- >NH; >OH >CI >NOs; >CIO, >H,0

DalSim faktorem ovliiiujicim termodynamickou stabilitu vazby mezi platine ligandem
je tzv. transefekt, coz je schopnost ligandu usia¢ht substituci v polozérans [9]. U
cisplatiny vykazuje z obou ligadNH3 a CI) vétSi trans efekt chloridovy anion. \tipac
transplatiny jsou v polozegans vzdy dva stejné ligandy a dochazi ke vzajemnémuseni
efektu.

Z téchto vztali vyplyva, Ze chloridové ionty u cisplatiny budou vedném prosedi
odstupovat mnohem rychleji nez u transplatiny. @rotide substituce chloridovych idnt
molekulami vody (hydrolyza) probihat sn&fn u cisplatiny nezli u transplatiny.
Pri zamen¢ chloridového iontu za vodu ziska cisplatina kladngboj, coz vede k
elektrostatickému fitahovani mezi touto formou komplexu a zagomabitou DNA [10]
(obr. 3).

cis[Pt(NH;),Ch]° 0 cis-[Pt(NHy),(H,O)CI* + CI H0 cis[Pt(NH;),(H,0),]?* + CI
1 Ka 2 Kal
-H* H +H -H*J +H*

Gis[PUNHY),CIOHL  —2 s cis [Pt(NHy) (HLO)(OH)]' + CI

KaZ
-H || +HT

cis-[Pt(NHy),(OH),]°

Obr. 3 - Rovnice hydrolyzy a deprotonizace cispiatie vodném prosdi[11]
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2.3.1.2 Distribuce cisplatiny v bikach

Cisplatina je pacieftn aplikovana intravenéz2n V krevni plaznd je relativié vysoka
koncentrace chloridovych iaint(~100 mM g pH 7.4), @i niz se tén¥ 93 % cisplatiny
nachazi v dichloro nebo chloro - hydroxo fé@tfrento nereaktivni stav komplexu unioje
pranik z krevnihoteCisté pasivnim transportemi@s cytoplazmatickou membranu do &kin
V cytoplazmatickém prostoru uvhibunky pii stejném pH je koncentrace chloridovych ibnt
vyrazré nizsi (pouze asi 4 mM). V takto nizké koncentrelgioridovych iont je cisplatina
hydrolyzovana asi ze 33 % [12].

Cisplatina v hydrolyzované formje elekrofilni molekula, ktera neselekté/meaguje
s tiznymi ¢astmi bugk: 5 — 10 % je vazdno na membrany, 20 % na nukldygéliny a
nukleoproteiny, 20 — 50 % na proteiny a zbyvajickth— 55 % se @i mezi cisplatinu
vazanou na malé molekuly a volny komplex [14]. Rouakteré interakce vSak maji vliv na
burs¢ny rist a ¢leni. Nagiklad vazba platinovych kompléxa proteiny sice inhibuje jejich
enzymovou aktivitu, nicménjak dokazuje cel&ada experimeidt nejwtsi cytostatickou
acinnost ma vazba cisplatiny na DNA.

2.3.1.3 DNA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je biologickdakromolekula sloZzena z cukr-
fosfatové kostry, na niz jsou pretinictvim N-glykosidickych vazeb vznych kombinacich
vazanyctyii nukleové baze: dvpurinové (adenin, guanin) a@dpyrimidové (cytosin, tymin).
Nukleotidy jsou uspiadany da‘ady za sebou. Jejich spojeniaek zajig'uji fosfatové zbytky,
které spojuji 3' uhlik jedné deoxyribézy s 5'ubhik druhé deoxyribdzy. Tzv.
polynukleotidovy fetézec je vytvéen pradé¢ vzajemnym propojenim nukleotid3', 5' -
fosfodiesterovou vazbou. Antiparalelf@itzce DNA jsou spojeny vodikovymitmtky mezi
badzemi do pravotové dvousSroubovice. Parovani purinovych a pyrimigtdv nukleotid
opanych fetzcal je velice specifické (Watson-Crigk zpisob). Je zalozeno na tzv.
komplementarit bazi, kdy se vzdy éwma vodikovymi vazbami vaZze adenin s thyminem a
ttemi vodikovymi vazbami jsou k s®lazany cytosin s guaninem.(obr.4)

rJJ .............. H—
/ )%
Guanin Cytosin Adenin Thymin
a) b)

Obr. 4 - Schematické znazem Watson-Crickova parovani bazi: a) G-C, b) A1B]
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Konformace, jakou duplex DNA vytwvdzavisi na sekvenci jednotlivych nukledtid na
prostedi v jakém se nachazi. DuettzcovA DNA existuje ve 3 formach (A, B a 2). V
konformacich A a B je DNA je pravaliva, Z konformace vykazuje levativé vinuti
dvouSroubovice (obr.5). Zakladni konformaci vyskigiuse ve vSech prokaryotickych a
eukaryotickych bikkach je B-forma, kterd vykazuje stabilitu iii wysoké relativni vihkosti
(95 %) [15].

Obr. 5 - Struktury konformaci makromolekul DNABAg Z ) [16]

2.3.1.3.1 Sily stabilizujici DNA

V rovin¢ bazi je dvousroubovice DNA stabilizovana vodikovymistky, které vznikaji
mezi bazemi vramci Watson-Crickova parovani bazadikové niistky jsou vazby
elektrostatického typu a jejich velikost je Hepo Gngrna vzdalenosti aipmo Unérna
velikosti parcialniho ndboje na atomech podileficde na vazb(atomy N,H a O).

Mezi interakce stabilizujici dvouSroubovici ve &m kolmém na rovinu bazi gatdipél-
dipolova interakce, Londonovy disperzni sily a lofdbni interakce. Kazd4 baze nukleové
kyseliny m& permanentni dipélovy moment, ktery wudije jeji elektrostatické vlastnosti.
Londonovy disperzni sily jsoutdledkem nerovno&nného rozloZeni elektrického naboje
zpasobeného fluktuaci elektronové hustoty. Tyto silgls s dipdl-dipdlovou interakci vedou
k pritahovani bazi umishych nad sebou.

Pojmem hydrofobni interakce minime jewi gterém dochazi k minimalizaci kontaktu
nepolarnich skupin DNA s molekulami vody. Nepolérnéastmi DNA jsou baze, které jsou
umisgny uvnitt dvouSroubovice. Baze se vrstvi nad sebe, aby bglmmalizovan jejich
kontakt s vodou. V anglické literat se tyto interakce oztgi jako ,stacking” interakce.
Samotna molekula DNA je destabilizovanatslédku elektrostatického odpuzovani zagorn
nabitych cukrfosfatovych koster jednotlivyébtezci. Pokud se v roztoku nachazeji kationy,
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které vytvdeji kolem DNA iontovou atmosféru, jsou tyto odpu@sily odstragny. Fispsvky
jednotlivych interakci jsou velmi malé, ale jejininoZstvi a kooperativita dava vznik stabilni
molekule DNA [17].

2.3.1.4 Vazba cisplatiny na DNA

V neutralnim prosedi je DNA diky zaporh nabitym fosfatovym zbytkm v jeji
cukrfosfatové kose polyaniontem. Vazebna mista na DNAZeme s&adit podle reaktivity
s komplexy platiny nasledo¥nguanin-N7 >> adenin-N7 >> cytosin-N3 >> adenin{44].
Atomy dusiku v poloze N7 guaninu a adeninu jsouameny do prostoru velkého Zlabku a
jsou tudiZz snadnoifstupné pro navazani komplexu, zatimco vazba c¢ieglaa N3 cytosinu
a N1 adeninu je znesnaha parovanim bazi [18]. Vazba cisplatiny na DNAQIha ve dvou
fazich. V prvni fazi vznika z cisplatiny po odstemp jednoho Clligandu a jeho vyrné za
vodu klad® nabity monoaqua komplex, ktery je elektrostatigkifahovan k DNA. Voda je
nahrazena nukleofif§im atomem bézeiimz vznikd monofunkni adukt. Ve druhé fazi je
hydrolyzovan i druhy Clligand a poté ofi nahrazen atomem baze za vzniku biftmiko
aduktu. K tvorl bifukénich adukt dochazi bd’ na jednomietézci DNA (vnitroretézcove
mustky), nebo mezi admarietzci DNA (meztetézcové nistky).

velky Zlabek

velky Zlabek
H

oO———
</ I ﬁ
maly Zlabek maly zlabek

Obr. 6 - Poloha N7 a umisti vazebnych mist pro platinové komplgxij

N—H-—

SN ——

Al

Nejvice zastoupenym aduktem cisplatiny (60 %) jéretettzcovy mistek mezi déma
sousednim guaninovym zbytky v jednoietézci (1,2-GG-). DalSich 20 % adukttvori
cisplatina se sousedici adeninovou a guaninovou(b&-AG-). K vnitradetézcovym tymm
adukti fadime rovez vazbu mezi ddma guaninovymi zbytky oddenymi od sebe jednim
nukleotidem (1,3-GXG-, kde X = A,C,T), tento typuktlu je zastoupen asi z 10%. Cisplatina
také vytvdi mezietzcové vazby a to mezi dmna guaninovymi bdzemi v komplementérnich
fetézcich v sekvenci 5’-GC-3’, coz tspoléné s monofunkné navdzanou cisplatinou 5 —
10 % vytvdaenych aduki.

Ve vSech typech adukfe cisplatina navazana na N7 atom purinovych ZbyNegastji
se vyskytujicim typem aduktu je 1,2-GG- vnigtdzcovy mistek, ktery se povazuje za
klicovy pri ptisobeni cisplatiny [7].
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Obr. 7 - Znazoreni rekterych tyg aduki: cisplatiny na fragmentu dveéetezcové DNA11]:
- monofunkni adukt (A)

- 1,3-GG a 1,2-GG vnitr@tezcové nistky (B) a (C)
- 1,2-GG mezetezcovy nistek (D)

2.3.1.5 Strukturni zrdny indukované vazbou cisplatiny na DNA

Vazba cisplatiny na DNA Zsobuje zminu jeji konformace v okoli vazby. Rozsah a typ
distorze zavisi na typu aduktu.

NejfrekventovanjSim aduktem cisplatiny je 1,2-GG- vnite®€zcovy mistek, ktery
zpasobuje ohyb DNA o 34° do velkého Zlabku a rozvinsitbubovice o 13°. Dochazi
k rozSfeni a zplo&ni malého Zlabku na opaé strad DNA nez je adukt cisplatiny a
poSkozeni vrozsahu 4 — 5 pb. DNA vykazuje po wznikchto typi adukti podobné
parametry jako jeji A forma [19].

Meziretézcovy mistek mezi guaninovymi zbytky v komplementarnietézcich zgisobuje
konformani zmeny jeS¢ wtSiho rozsahu. Bylo zji8ho, Ze uUhel rozvinuti multimér
dvouretézcovych oligonukleotidl obsahujicich jeden méeizcovy mistek je okolo 79° a
ohyb osy je 45°. Meketézcovy mistek utvdeny cisplatinou je umish v malém Zlabku a
dvouSroubovice je v tomto méspiremenéna na levotdivou formu, podobnou Z forén7].

Jen mal&ast aduki tvorenych cisplatinouistava navazana monofufik. Ukazalo se ze
tento typ adukt zpisobuje distorze sith zavislé na sekvenci nukleobidv okoli vazhy,
v praiméru vedou k rozvinuti dvouSroubovice o 8° [20].
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2.3.1.6 Vliv na replikaci a transkripci DNA

Replikace a transkripce DNA jsou zakladnimi procesychle proliferujicich nddorovych
buinkach. Inhibice &hto proce$ vypovida o dinnosti cytostatik. Vysledky experiment
prokazaly schopnost cisplatiny zastavovat replikaiiA in vitro a in vivo. Tato schopnost
vSak byla prokdzana i u protinadoéome®inné transplatiny, coz znamenda, Ze vlastnost
cisplatiny blokovat DNA polymerazu zcela nev§tdwje jeji protinadorovou &innost. Zajem
se tedy obratil na studium vlivu cisplatiny na sfarpci. Zjistilo se, Ze navdzané bifuink
adukty na DNA sil8 inhibuji transkripci této makromolekuly RNA polyndzou. Adukty
znemo#uji funkénost RNA polymerazy jednak vytkénim fyzikalnich bariér, ale také
specifickym pozréiovanim vlastnosti transk&pich komplex [21].

2.3.1.7 Odpo#’ buiiky na poSkozeni DNA

PoSkozeni DNA je nejprve rozpoznano senzorovymigimyg, které nasledn iniciuji
transdukni drdhu. Ta aktivuje efektorové proteiny, jenzZ hmdnou, kterd z nasledujicich
operaci prokhne:

- Oprava poskozeni rep&rdmi mechanizmy

- Zastaveni buttného cyklu

- Uskute&neni transkripce i fes posSkozeni DNA

- Aktivace apoptdzy - programovana smrt niky, indukovana fyziologickymi
stimuly (nap.nedostatekistovych latek).

Vazba cisplatiny na DNA neni sama o salost&ujici pro smrt biiky. Obvykle buika
zahyne az zadhkolik dni od jeji inkubace s cisplatinou.

Cisplatina je obecnpovazovana za latku, ktera rispbi v konkrétni fazi butného
cyklu. Bylo ale dokazano, Ze vykazujé&tsi toxicitu pro biiky ve fazi dleni nez pro biky
v klidové fazi [7].

2.3.1.8 Nevyhody poufziti cisplatiny jako chemotezapka

Ackoli je cisplatina jednim z nejusprejSich cytostatik, ma jeji vyuZziti celowadu
omezeni. Limitace v pouZiti cisplatinyfipchemoterapii je spojena s vlastni a ziskanou
rezistenci naddorovych bgk na toto I€ivo. Rezistence f¥e byt vyvolana z vicefifgin.

V prvéiack je to inaktivace lé&va, zpisobena interakci cisplatiny &znymi biomolekulami

pii cest k cilovému mistu. Jednd se o latky obsahujici &mnethioninové a cysteinové
zbytky). Rikladem niize byt glutathion, ktery svoji interakci s chemapsutikem snizuje
mnoZstvi navazané cisplatiny na DNA [22]. DalSirktdaem rezistence je zvySena oprava
adukfti tvorenych cisplatinou na DNA (n&jsgji jde o tzv. excisni nukleotidovou opravu,
béhem které je poSkozeni vyi&eno a vystZzené misto nahrazeno novym neposkozenym
fragmentem DNA) a row zvySena tolerance k poSkozeni makromolekiryito adukty [7].

DalSim omezenim tohoto d&a je skuténost, Ze nepottmje st nefastji se
vyskytujicich nadat, jako jsou nadory prsui tlustého steva. Samotna &a byva navic
doprovazend celotadou vedlejSich dinkt. Mezi nefasgjSi komplikace pat nefrotoxicita,
myelotoxicita, alergické reakce, poruchy krvetvoryzazivaciho traktu. diteré vedlejSi
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Ucinky mohou byt potléeny sodasnym podavanim dalSich latek, hafiuretik. Cisplatina se
také niize aplikovat v kombinaci s jinymi cytostatiky. [22]

2.3.2 Protinddorové komplexy odvozené od cisplatiny

Velké nezadoucidinky a rezistencedkterych druli nadof k cisplatiré stimulovaly dalSi
vyzkum biologické aktivity novych kompléxplatiny [23]. Vysledkem tohoto vyzkumu byla
syntéza platinovych cytostatik druhé generace &eBau toxicitou, ale se stejnym spektrem
protinddoroveé aktivity [24].

2.3.2.1 Karboplatina

cis-diammin-cyklobutandikarboxylatoplatnaty komplex

Vyhodou karboplatiny je snizena nefrotoxicita, vndien rozsahu se také vyskytuje
nevolnost a zvraceni. AvSak stg&jjako cisplatina vykazuje tento komplex poskozeni
krvetvorby, navic k dosazeni stejného protinaddmové&inku jako u cisplatiny je pééba
zhruba dvojnasobného mnozstuiilé [25].

0
HsN O O
X
/Pt\
HsN 0
0 O

Obr. 8: Strukturni vzorce karboplatiny (vlevo) aabglatiny

2.3.2.2 Oxaliplatina

DalSim analogem cisplatiny, ktery byl zaveden dani¢ké praxe je oxaliplatina
(1R,2R diamincyklohexanoxalatoplatnaty komplex). alipdatina je @inna v podobnych
indikacich jako cisplatina a karboplatina, na rbzmi téchto I€ki je vSak aktivni také u
kolorektélniho karcinomu, ktery prozatinkeplstavuje jeji zakladni indikaci (ostatni derivaty
platiny jsou u kolorektadlniho karcinomu ré@iné), a to pevaZzg u nemocnych
s metastatickym onemog&mim (zejména jaternimi metastazami).

Vyhodny s ohledem na kombinace s jinymi cytotoxitkigky je také profil nezadoucich
G¢inka oxaliplatiny. Nejzavaz#Sim nezadoucimdinkem oxaliplatiny je neurotoxicita, ktera
je vSak reverzibilni. [26].
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Ackoli ptimé& analoga cisplatiny vykazuji menSi vedlej§inky, nebyl jejich objev
zasadnim zlomem vdé¢ naddorovych onemoeni, neb@ nejsou dinna proti nejastji se
vyskytujicim nadakrm. Mimoto @i lécbé nekterych typi nadofi je cisplatina stéle
nenahraditelnd. Vzhledem &mto skuténostem je velkou snahou vyvinout preparaty
s innosti ke skupi®inddofi rezistentnich &i cisplatirg.

2.3.3 Vicejaderné komplexy platiny

Podstatou cytotoxického apobeni cytostatik platiny je vazba na DNA a tvorba
specifickych adukt, které jsou schopny naruSit replikaci a transkrgpindukovat apopt6zu
[27]. Vyvoj vicejadernych kompléixplatiny byl tudiz zaloZen na hypotéze, Ze j¢digrazné
zmeny ve zmisobu vazby na DNA mohou vést ke&wné protinddorovédinnosti a toho Ize
dosahnout jedihpodstatnou zemou struktury komplexu.

Vicejaderné komplexy platiny jsou ttemy spojenim dvou nebdi platinovych jednotek
prostednictvim alkandiaminovéhtetézce o fizné délce, kde odstupuijici chloridové ligandy
zaujimaji cis nebo trans konfiguraci. Tyto komplexy tvi6 novou skupinu protinddorév
acinnych latek s chemickymi a biologickymi vlastnostayrazré odliSnymi od analo
cisplatiny [28].

Testovani protinadorové aktivity bylo provedenodiiege na dvojjaderném tetrafukim
komplexu 2,2/c,c (obr. 9), jenz vykazoval protinamamu aktivitu v butkach rezistentnich
vaci cisplatirg [28]. Z divodu nizké rozpustnosti tohoto komplexu, coz jerakizristickym
rysem u vSech kompléxs koordin&ni sférou PtNCl,, bylo testovaniéchto typi komplexa
zastaveno.

Dalsi vyzkum byl proto za#ben na dvojjaderné komplexycs a trans geometrii
obsahujici pouze jednu Pt-Cl vazbu na kazdém afaaiiny, jez se vyzravaly zlepSenou
rozpustnosti. Hlavnifpdstaviteltrans izomefi 1,1/t,t ozndovany jako BBR3005 (obr. 9)
piekvapiv vykazoval protinddorovou aktivitu v Bkdch rezistentnich i cisplatirg,
zatimco 1,1/c,c izomer byl sice protinadaraxinny v buikach sensitivnich k cisplatimpti
nizSich davkach nez BBR3005, ale wikéich s rezistenci k cisplatimktivni nebyl [29, 30].

Chy,, aNH H;Ny, WCl
ar .Pt“\'NHz\(CHZ)n\NHBZ; tJ\lcl
2,2/c,c
H3N'"'"P Ll 2\(C ) H3N1,,h_ _ﬂ,,qu 2+
ca” H, 26\NH2/ \NH3
1,1/t,t
BBR3005

Obr. 9 - Struktura tetrafunikiho komplexu 2,2/c,c a komplexu BBR3005
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Nezadouci &inky (zejména plicni toxicita) vSak znemoZznily nazsai trans izomeru
v klinické praxi. Zn&né usili bylo tedy zasteno na hledani kompléxmére toxickych, se
zlepSenou rozpustnosti a afinitou k DNA oproti kéemp BBR3005. Ke zvySeni afinity
k DNA bylo pouZzito dvou fistupi. Prvni je zaloZzen na zvySeni naboje kompledahnoz se
docili za&lerénim centralni tetraaminové jednotky platiny do ¢aagrného komplexu za
vzniku komplexu trojjaderného. Druhyiptup je zaloZzen na zvySeni kapacity pro tvorbu
vodikovych niistki. Toho se docili za#gmou alkandiaminovéhaetézce dvojjaderného
komplexuietzcem polyaminovym, jako je napspermin nebo spermidin [30].
1,0,1,/t,t,t (BBR3464) (obr. 10). Jeheinnost byla dosud vyzkouSena na nadorechénée,
tlustého steva, plic, slinivky BiSni a zvaZzuje se vyuZiti proc¢ldu nadoé mozku. Velka
vyhoda tohoto cytostatika tkvi vtom, Ze neni nefrické a tudiz jej lze podavat bez
cisplatinu (neurologické problémy, poskozeni plidgvyhodou komplexu BBR3464 je jeho
vysok@ toxicita. Maximalni tolerovana davka je 10iSi nez u cisplatiny. Byly pozorovany i
nepiznivé vedlejsi tinky jako porucha krvetvorby a alergickeé reakce][31

4+
H3N|||. uIN 250 H3N, |INH2\ 3Ny uCl
Pt (CH,) Pt CH “Pt
c1” N 2SNH,” YNH, b .7 NH,
1,0, 1/ttt
BBR3464

Obr. 10 - Strukturni vzorec nejvyznadjaiho trojjaderného komplexu

Pii studiu dvojjadernych kompléxplatiny se spermidinovyngi sperminovymietézcem
se zjistilo, Ze vykazuji podobnou biologickou alttiviako trojjaderny komplex BBR3464.

Jsou cytotoxické i stejnych, ba dokonce i nizSich davkach nez BRR3@®2]. Struktura
zastupé této skupiny je patrna ze vzorce komplexu BBR3571.

,,.,c1_| =
Pt

H3Nl||,__P . mlNHZ\ H3Nll|,._
H,”" NH,

t CH,);NH5(CH
ar N, (CHp);NHz~( 2)4\N

BBR3571

Obr. 11 - Zastupce dvojjaderného komplexu se spimowvymr/etezcem
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2.3.3.1 Mechanismusigsobeni a kinetika vazby vicejadernych platinovyamiplexi na
DNA

Mechanismus vazby vicejadernych komjplexa DNA zahrnuje tzv. preasociaci
(elektrostatickd interakce s povrchem DNA), hydrolyprvniho chloridového ligandu,
monofunkni vazbu na DNA, hydrolyzu druhého chloridovéhaligu a uzaeni bifunieni
vazby [33]. Vramci preasociace se vicejaderné HKexyp vdzou do malého Zlabku,
piednosti do oblasti bohatych na adeniny a thyminy. Rychtestby aduktu je zavisla na
trech faktorech: typu a konformaci DNA, délce spodka ietzce a izomeraci komplexu
platiny.

Experimenty s dvojjadernym komplexem odhalily, Zekk ktery gedevSimiidi rychlost
vazby k DNA, je podobhjako u cisplatiny hydrolyza prvniho chloridovéhgandu. DalSi
studie prokazaly, Ze hydrolyza na jednom konci kiexy neovliviuje rychlost hydrolyzy na
jeho druhém konci, tzn. hydrolyzy chloridovych ligii na obou koncovych platinovych
atomech jsou na sdlmezavislé [31]. Poté se kompléxst&né nebo Upla presouva z malého
do velkého Zlabku, aby mohlo dojit k tvérbmonofunkniho aduktu na N7 guaninu.
Nenavazana skupina platiny se spojuje s fosfat&estrou duplexu elektrostatickou interakci
a také prosednictvim vodikovych ristki, které vznikaji mezi vodiky primarnich anim
kysliky fosfatové kostry. Mechanismus tvorby bifidnkho aduktu je vigpadt dvojjadernych
komplexi a cisplatiny vyraz& odlisSny. Uzayeni bifunkiniho aduktu u cisplatiny vyZaduje
rotaci kolem jiz existujici Pt-G(N7) vazby, u dwdernych komplex dochazi k pohybu
nenavazané skupiny platiny a jeji vazia dusik N7 guaninu komplementarnfietézce [33].
Tvorbou bifunkniho aduktu dochazi k fixaci konformace DNA. A &kt Ze se cely komplex
nachazi bd ve velké Zlabku, nebo jsou ve velkém Zzlabku jendawé platinové skupiny a
spojovacietézec je v malém zlabku.

Obr. 12 - Schéma mechanismu vazby vicejadernyciplégima DNA: Hydrolyza prvniho
chloridového ligandu nasleduje nebdepchazi nekovalentni vazlkomplexu do malého
Zlabku DNA. Poté se musi kompi@stene nebo Upld premistit z malého do velkého Zlabku,
aby mohl utvéit monofunkni adukt na N7 guaninu. Hydrolyza druhého chloriglow ligandu
vede ke tvodbifunk’niho aduktu [31]
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2.3.3.2 DNA jako cilové misto protinadorovéhdiriku vicejadernych komplek

Vyjime¢na protinadorova aktivita BBR3464 a dalSich vicejagich komplek a rozdily
mezi jednotlivymi vicejadernymi komplexy v biolaggé aktivieé je mozné hledat v strukte:
adukti tvorenych €mito komplexy a ve zjsobu vazby na DNA.

K obecnym charakteristikam vazby vicejadernych kKiexipna DNA pati rychla vazba na
DNA, tvorba ¥tSiho mnoZstvi memtézcovych niistkii ve srovnani s cisplatinou, rozvijeni
nadsroubovicové plasmidové DNA a sekimirspecifita odliSné od cisplatiny.

Pfi stanovenic¢etnosti vzniku metettzcovych nistki se prokazalo, Ze trojjaderny
komplex BBR3464 tvii mnohem méhtakovychto adukt (20 %) nez dvojjaderny BBR3005
(80 %), avSak nepadme vice nez cisplatina (6 %).

.»—ng?%_f’_

g i

Bl
Bt

D

Obr. 13 - Modely hlavnich meéeiczcovych a vnitréetezcovych adukitkomplexu BBR3464.
1,4-mezietezcovy nistek (vlevo), 1,5-vnitr@tezcovy nistek (uprosied), 1,6-mezZetezcovy
mustek (vpravo]34]

Kromé schopnosti tvorby me&@tézcovych niistki, byl pozorovan i ireverzibilni fiechod
z B do Z konformace v polynukleotidech modifikovahykomplexem BBR3464. Indukce
tohoto gechodu byla zaznamenana i u ostatnich vicejaderkgahplexi a je sekvetné
podmirgna [31]. Schopnost t¥id Z DNA maji sekvence, na kterychd&aa replikace, nebo
které se podileji na regulaci transkripce, prot@enmit indukce Z DNA uvnitbuiky na oba
dva procesy velky vliv.

Mezi dalSi dilezité charakteristiky DNA modifikované komplexgdime Uhel rozvijeni
dvouSroubovice. Hodnoty Uhlu rozvijeni jsou oxbvany typem liganil koordin&nich sfér
atomi platiny a typem adufkittvorenych na DNA. Pro komplexy, které se vazou na DNA
bifunkeni je typicka hodnota Ghlu rozvinuti v rozmezi 104° . Adukty komplex, které se
vazou na DNA monofuning, rozvijeji DNA vyrazg mérg - priblizng o 6.

Vybrané charakteristiky vazby nejvyznagjgich vicejadernych kompléxjsou shrnuty
v Tab. 1.
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Tab. 1: Charakteristiky vazby pro nejvyznaidh vicejaderné komplexy. Pro srovnéni
jsou uvedeny vysledky cisplatiny [31]

BBR3464 BBR3005 BBR3571 Cisplatina

(1,0,1/4,t,1) (1,1/tt, n=6) | (1,1/t,t-Spermidin)
Celkovy néboj 4+ 3+ 2+ 0
Kinetika vazby (1) 40 min 200-300 min 8.2 min 120 min
Mezitetézcové
mistky (%) 20 70-90 33 6
Indukce Z-DNA Ano Ano Ano Ne
ROZVijenl' 140° 10-14° 12.3° 13°
Pokles EtBr

VY Y VY Y Vyrazny Mirny
fluorescence yrazny yrazny yrazny ny

- Vzestup Vzestup
Teplota tani Nestanoveno Pokles
P (max £4C) (max 8C) v

2.4 Zakladni techniky a metody vhodné pro studiumeakci DNA s komplexy
kovi

Jak jiz bylo zmigno v predchozich odstavcich, komplexy platiny se kovakemdwi na
DNA a touto vazbou indukuji strukturni 2my ve dvouSroubovici DNA. K charakterizaci
vlastnosti vazeb a naslednych indukovanych straitbrznén na DNA se vyuzivaji metody
a techniky, které budou definovany v nasledujiciapitolach.

2.4.1 Polarografické metody

2.4.1.1 Definice

Polarografiitadime k voltametrickym metoddm analyzyj pichZz se sleduje zavislost
proudu prochazejiciho pracovni elektrodou genou v analyzovaném roztoku na potencialu,
ktery se na tuto elektrodu vklada zjgiho zdroje. Jako pracovni elektroda se pouziva
rtutova kapkova elektroda (DME). Vysledkengim@ni zavislosti proudu na n&pv systému
s DME jsou polarografické viny, kde vy3ka této vigymitni proud ln) je Um¥rna
koncentraci sledované slozky vzorku (depolarizjtorBotencial v polovié jeji vySky
(palvinovy potencial E1/2) odpovida typu depolarizétor
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Obr. 14: Z&kladni zapojeni: dvouelektrodové v kleéi polarografii; fielektrodové ve
voltametrii a polarografii; 1 - pomocna elektrod,- pracovni polarizovatelné elektroda,
3 - srovnavaci nepolarizovatelna elektrd8d]

Klasicka polarografie umaiije stanovit koncentrace latek s limitem detekcelmk
10*mol.dm®, coZ je limit pro velkousast analytickych operaci nedostatg V praxi proto
nalézaji ¥tSi uplatini raizné typy modifikaci, fedevSim tzv. pulzni metody, jejichZ limity
detekce jsou o &kolik fadi nizSi. Jednou z n&gstji pouzivanych metod tohoto typu je
diferereni pulzni polarografie (DPP).

Pti metodt diferertni pulzni polarografie je na tavou kapkovou elektrodu vkladano
stejnosnirné nagti linearre rostouci £asem, na které se vzdy na konci Zivota kapky viozi
nagtovy pulz. Zaznamenava se pak rozdil proypied vioZenim pulzu a na konci pulzu.
Vysledna zavislost proudu na géipma tvar piku. Potencial jeho maximayXge zhruba
rovny pilvinovému potencialu (&). VySka piku je imo angérna koncentraci depolarizatoru.
Diferertni pulzni polarografie je mnohem citfg¢i metodou nez klasicka polarografie. Touto
metodou Ize stanovovat koncentrace latek s limietekce okolo 18 mol.dm® [35].
Vyhoda diferegini pulzni polarografie tkvi také v jeji jednoducti@sv rychlosti stanoveni.

& velikost pulsu  +—y
Al

Al

Al

-E -E

Obr. 15: Kivka klasické a diferefmi pulzni polarografie (velikost pulzu je pro nazost
podstat@ precerna) [37]

2.4.1.2 Vyznam DPP pro vazbu kompéeglatiny na DNA

VétSina slodenin platiny, pouZzivanych ip chemoterapii, je polarograficky aktivni.
Diferertni pulsni polarografie Ize tedy pouZiti ptudiu kinetiky navazani komplexu platiny
na DNA, kde se stanovuje koncentrace volného nexaanédo komplexu platiny v roztoku
elektrolytu. Rea&ni snés obsahuje volny nenavazany komplex a DNA s navaman
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komplexem platiny. Polarograficky signal vSak vylkgz pouze nenavdzana sieunina
platiny. Reakni snés tedy nize byt analyzovanaifmo bez pidavku jinych latek, které by
mohly ovlivnit analyzu. PouZije-li se tzv. FSHA kimlyt (formaldehyd-hydrazin-kyselina
sirovd), dojde k denaturaci volné DNA i DNA s naadau platinou. Tato sraZenina
neinterferuje se stanovovanym nenavazanym komplepdatiny. SrdZzeni DNA ihned
zastavuje reakci komplexu platiny s DNA a nisgbuje disociaci komplexu jiz navdzaného
na DNA [36].

2.4.2 Chiroptické metody — CD spektroskopie

Souésti biologickych molekul (DNA) jsou opticky aktivnmolekuly cukii a
aminokyseliny. V pipad¢ uspdadani monomernich jednotek do Sroubovice dochazi
k vyraznému zesileni optické aktivity celé makroghaly.

Opticky aktivni latka se vyzgaje tim, Ze stél rovinu polarizovaného stla. Rovinrg
polarizované sitlo Ize rozloZit na levot&ivou a pravoteivou sloZzku kruhow polarizovaného
swtla. Prochazi-li levot&iva sloZzka kruho¥ polarizovaného s¥la prostedim jinou rychlosti
(ma jiny index lomu n) nez pravativa slozka kruho¥ polarizovaného s¥la, dochazi k tzv.
stadeni roviny polarizovaného &tla. Je-li levotdiva sloZzka kruhoveé polarizovanéhoéta
jinak absorbovana nez praveia sloZzka kruho¥ polarizovaného s¥la, dojde ke zm@n¢
rovinré polarizovaného sila na elipticky polarizované. Cirkularni dichroise je pak
definovan jako rozdil extindniho koeficientu (konstanty Gitosti) pro levo- a pravo-tivou
sloZzku kruho¥ polarizovaného stla, zpisobeny asymetrii molekularni struktury sledované
latky.

CD=Ae=¢ +¢p
Uhel, ktery charakterizuje miru zmy rovinré polarizovaného s#la na elipticky

polarizované nazyvame elipticitof. Jestlize je s$tlo rovinné polarizovano je6 =0, u
kruhow polarizovaného sfla je 8 = 45° [38].

E.+E

Obr.16 - Schéma elipticky polarizovanéhetks[38]
Er — vektor intenzity pravotiové polarizované slozky
E. — vektor intenzity levotove polarizovaneé slozky
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2.4.2.1 Spektra cirkularniho dichroismu

Kiivka cirkularniho dichroismu je rozdilem mezi al®mimi spektry pro levo- a pravo-
tocivé polarizované sitlo. Spektra cirkularniho dichroismu sesifinna dichrografu, coz je
jednopaprskovy diferencialni absonp spektrofotometr. Zkoumany vzorek jeridaw
ozaovan vlevo a vpravo kruhév polarizovatelnym monochromatickym &lem. Tato
periodickd zmina polarizaniho stavu paprsku se poaphodu opticky aktivhim prostdim,
kde jsou absokmi koeficientye  a er rozdilné, projevi pravidelnymi ztnami intenzity
proSlého s#tla. Zmeny jsou pak pemenény fotonasohkiem na elektricky signal, na jehoz
zpracovani se vyuziva fazosynchronni detektor.

2.4.2.2 Vyuziti CD spektroskopie ke sledovani kenfacnich zmén DNA

CD spektroskopie je metoda velmi citliva naény ve vzajemné orientaci bazi v DNA.
Baze samy o s@&bnejsou opticky aktivni, jsou vSak vazany na optiektivni deoxyrib6zu,
takZe nukleosidy a nukleotidy jiz optickou aktivitykazuji. Tato spektroskopicka metoda je
tedy velmi vhodna ke sledovani konforméch a strukturnich zém na DNA.

Dosud neexistuji Zzadné spolehlivé explicitni vztappmoci kterych by se mohla
z naméreného CD spektra vypiat konformace iislusné DNA. Proto se CD spektra
vyhodnocuji empiricky na zakladznalosti CD spekter DNA a syntetickych polynukiei;t
jejichz konformace byla zji§ha jinou metodou. i studiu konformanich grechodi jsou
srovnavany CD #vky a hlavré jejich zneny. Na zaklad shodnych charakteristik
konformanich gechodi za analogickych podminek Ize usuzovat na poddtatiormani
zmeny [39].

2.4.3 Tani DNA

Tani neboli denaturace DNA je&jdpri némz dochazi k feruseni vodikovych vazeb mezi
iettzci DNA a k jejich naslednému oédni. Dvouettzcova struktura DNA ize byt
rozvolrgna oltatim nebo zrmou koncentrace soli. Rozpoji se pary bazi a bézeose
pohybuji v prostoru, i kdyzistavaji navazany na fosfodiesterovou p@@ymeru. B této
denaturaci se zvySi optickd absorbance purinovyghyramidovych bazi. Jev se nazyva
denaturani hyperchromicita a lze jej sledovat spektrofottioky mérenim absorbancetip
260 nm. Diky interakcim naskladanych bazi (,stagkinterakce) a vodikovym vazbam mezi
nimi, je dvodettzcovd molekula DNA powmné rigidni Utvar a jeji roztok je viskozni.
Viskozita se pi denaturaci ztratiRetzce dané molekuly DNA se o&ldji v zavislosti na
teplo&. Teplota, pi které absorbance stoupne o polovinu celkovéhstupal (teplota, ifp niz
je zdenaturovana préyedna polovina molekul DNA), se nazyva bod taebhaii teplota tani
Tm. Tato teplota odpovida inflexnimu bodu denator&iivky.
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Obr. 17 — Kivka teploty tani DNA

Momentalni hodnota [ je zavisla na &kolika faktorech:

>

>

Sekvence DNA - ovliwje jak primarni strukturu, tak pet vodikovych vazeb mezi
komplementarnimietézci a dale také stabilizaci ,stacking” interakcemi.
Koncentrace DNA v roztoku —fipvy3Si koncentraci dochézi sn&fnke vzniku
dvousSroubovicové DNA.

Zastoupeni bazi v DNA — oblasti &%im zastoupenim adefiina thymini taji
snaduji

Koncentrace kladnych iointv roztoku — teplota tani roste s logaritmem kohcee
kation.

Na zaklad zmeiené teploty tani je mozné ditr miru posSkozeni DNA modifikované
komplexy platiny. Na stabilitu takto modifikovandNB maji vliv:

>

>

>

Mezirettzcové nfistky - komplex platiny se vaZze mezi obetzce DNA a tim
znesnaduje denaturaci. Dochazi tedy ke stabilizaci DNA.

Kladny naboj komplexu platiny — kompenzuje odpuzovdvou negativé nabitych
fetézci DNA a tim ji stabilizuje.

Vznikld posSkozeni na DNA — #Agobuji destabilizaci. &teré slodgeniny mohou
svymi objemnymi ligandy vyraznpoSkodit DNA a tim ji destabilizovat. [11,41].
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2.4.4 Charakterizace DNA adukfi pomoci fluorescence ethidium bromidu

Metoda fluorescence se zabyvéa studieffezéemitovaného molekulami, kteréeply do
excitovaného stavu diky absorpctedi o vhodné vinové délce. V biochemii ma fluoresee
vyznam ve viditelné a ultrafialové oblasti, jimZpmVida excitace elektrdnvalertni sféry.
Fluorescence se v biochemii Siroce vyuZiv@&devsim v kvantitativni analyze k detekci
nukleovych kyselin. Barveni biomolekul (jako mapDNA) fluorescetinimi barvivy
usnadiuje jejich detekci a kvantifikaci.

Obr .18 - Vzorec ethidium bromidu

Standardni fluorescéni sondou je ethidium bromid. EtBr je polycyklickomatickeé
barvivo (obr.17), které se vaze interkaikd na DNA. Ri interkalaci dochazi k vmepeni
planarni molekuly EtBr mezi pary bazi nukleové Kiysenebo oligonukleotidl. Interkalace
ovlivni vlastnosti DNA ve smyslu zpewni, prodlouZeni a rozpleteni helixu [42].

Interkala&ni navazani EtBr e byt blokovano tvorbou bifdkich aduki komplex
platiny na DNA. Ethidium bromidu se tudiz vyuZivadzliSeni, zda je poSkozeni DNA
zpasobeno monofurdnimi nebo bifunknimi adukty platnatych sl@enin.

2.4.5 Elektroforeticka stanoveni

2.4.5.1 Princip elektroforetické detekce

Elektroforéza pdt v molekularni biologii k nejpouzivéj$im separénim technikam fi
izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteiRrincipem této techniky je vyuZzivani pohybu
ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. Jestlize jsou latky nesiownaboj rozpughy
v elektrolytu a umisiy v elektrické poli, z&énou se pohybovat konstantni rychlostiginou
velikosti jejich ndbaj, aniony k anoé a kationy ke katod

Snaha po dosazeni co nejlepsi separace vedla &oox@ni zngného mnoZzstvitznych
technik a jejich modifikaci.
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2.4.5.2 Elektroforéza na agar6zovém gelu

Tato metoda je typem tzv. zénové elektroforézy, selelektroforeticky proces nerealizuje
v roztoku, ale na vhodném ndisikterym byva nejastji gel. Pro separaci nukleovych kyselin
se pouzivaji népstji polyakrylamidové nebo agar6zové gely, které aigyi sloZitou
sitovou strukturu polymernich molekul s pory, jejick@ikost Ize ovlivnit sloZzenim roztoku a
koncentraci polymeru.

Agar6zové gely jsou vhodné pro separaci molekullemkch kyselin o velikosti od
nékolika set pb po zhruba 50 kpb. Agaréza jequni polysacharidervenych meéskychias
roduGelidiuma tvai sowast agaru, zdhoz ji Ize izolovat. Pohyb molekul v elektrickémlipo
(v agar6zovém gelu) je br&a srazkami s molekulami agardzy a velikostitpée struktiie
gelu. Princip molekulového sita s& bezné pouzivanych koncentracich agar6zy neuipigt,
¢imz je umozano i dleni velkych molekul. DNA Ize totizdit pouze na nosi, jenZ umozni
separaci podle velikosti molekul.

JelikoZz hlavnim nositelem naboje nukleovych kysgbou zaporé nabité fosfatové
skupiny, pohybuji se molekuly DNAfgkonvereni gelové elektroforézetffocare od katody
k anodt.

Detekce molekul DNA je négstji provackna pomoci vhodného barviva. Na$tji se
pouziva ethidium bromid, jenZ se interkal& vaZze na DNA. Po vazbdojde k podstatnému
zvySeni kvantového Wtku fluorescence vazaného barviva. Zény jednotlivifakci smisi
DNA se zviditelni po oz#&ni UV s¢tlem [43].

Elektroforéza na agar6zovém gelu se vyuZiw@ gtanoveni Uhlu rozvijeni DNA.

Prostednictvim této metody se ro&h stanovuje piet meziettzcovych niistki komplexi
platiny po navazani na DNA.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité komplexy platiny, chemikalie, poraicky a pristroje

3.1.1 Komplexy platiny

- dinuklearni komplex BBR3571-DACH
(chloridp - N*,N?- spermidino - bistfans- cyklohexandiamin-chloroplatnaty))
(Prof. N. Farrell’s Research Group, USA)

- mononugleérni komplex DACH (dichloro(1,2-diamikéyhexan)platnaty komplex)
(Sigma,CR)

- cisplatina €is - diammin-dichloroplatnaty komplex)
(Sigma,CR)

- dienplatina (diethylentriamin-chloroplatnaty kolew)
(Prof. Natile, University of Bari, Italie)
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Obr.19 - Struktura kompléxBBR3571-DACH (nahe), DACH (uprosted) a dienplatina
(dole)
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3.1.2 Chemikalie

- Ethanol (Merck, Nmecko)

- Fenol (Lach-NerCR)

- Chloroform (Lach-NerCR)

- Hydroxid sodny (MerciCR)

- Kyselina sirova (Onex;R)

- Chlorid sodny (Merk, Bmecko)

- Chloristan sodny (Pliva-Lachem&R)

- Formaldehyd (Pliva-Lachem@&R)

- Hydrazin (Pliva-Lachema&;R)

- Ethidium bromid (Biomedicals MP, &hecko)

- EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina (Bionwds MP, Nmecko)

- Agardza (Serva, &inecko)

- TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Carl Rdigmecko)

- Teleci thymova DNA (BFU AV, Brno)

- Plasmidova DNA — pSP73 (BFU AV, Brno)

- Endonukleaza EcoRI (New England Bio Labs, USA)

- Enzym DNA polymerasa | (fragment Klenow) (New Eengl Bio Labs, USA)
- Pufr NE Buffer B7002S (New England Bio Labs, USA)

- pufr TAE - 0,04 M acetatovy TRIS + 0,001 M EDTBi¢medicals MP, Nmecko)
- [a - #P]dATP (MP Biomedicals, USA)

3.1.3 Poniicky a pristroje

- Analytické vahy (A&D CO. LTD, Japonsko)

- Mikropipety (Hermo Lab Systems)

- Minicentrifuga (Labnet, Korea)

- Centrifuga (Juan, Francie)

- Vyvéva (Heto, Dansko)

- Lyofilizator (Heto, Dansko)

- Dialyzatni membrany (Spektrum laboratories, INC., USA)
- Sephadex (Supelco, USA)

- Zatizeni na horizontalni elektroforézu (Omni-bicR)

- Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA)

- Polarograf Model 384B (EG&G Princeton Appliedsearch, USA)
- Spektropolarimetr Model J720 (JASCO, Japonsko)

- Transluminator (Enprotech, USA)

- Termostat (Grand Boekel, Anglie)

- Fluorescetni spektrofotometr (Varian, USA)

- UV-VIS spektrofotometr (Varian, USA)

- Atomovy absorpni spektrofotometr (Varian, USA)

- Zobrazovaci zdzeni BAS-2500 (Fuijifilm, Japonsko)

- Fotoaparat (Canon, Japonsko)

- Software AIDA image analyzer (ImaGenes GmbH, Gary)
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3.2 Friprava pouzivanych komplexi a DNA

Ve vSech experimentech se pracovalo s dvojjaderkgmplexem BBR3571-DACH a
mononuklearnim komplexem DACH, které byly riéy@ rozpuitny ve voa@ na koncentraci
2,6.10'M (BBR3571-DACH) a 4.10 M (DACH). Koncentrace byla stanovena pomoci
atomové absokmi spektrofotometrie (AAS) na atomovém absaimpm spektrofotometru
Varian.

Koncentrace pouzivané teleci thymové DNA byla pfi@ma na UV-spektrofotometruip
vinové délce 260 nm a jeji hodnataila 2,93.10° M. K fedéni této DNA se pouzival 0,01 M
chloristan sodny. Vzorky modifikované DNA, které oyv této praci analyzovany se
piipravovaly inkubovanim DNA s komplexy platiny potio24 h pi 37°C.

3.3 Polarografické stanoveni kinetiky vazby

Pri stanovovani kinetiky vazby bylo pouZitgigtroje EG&G Princeton Applied Research
Model 384B Polarographic Analyzertigtroj pracoval vitielektrodovém systému s ttwvou
kapkovou elektrodou a Ag/AgCl referam elektrodou, naptmou chloridem draselnym.

Pro nefeni diferekni pulzni polarografie byly zvoleny nasledujici gaetry:

- frekvence spushi rtuwové kapky: 1 s

- rychlost snimani napi: 4 mV/s

- hodnota psateiniho potencialu: -0,4 V

- hodnota koncového potencialu: -1 V

Ke kazdému reni bylo pouzito 5 ml elektrolytu, ktery obsahowa002 M hydrazin,
0,02 M formaldehyd a 0,75 M kyselinu sirovou.

Nejdfive byla sestrojena kalibtai kiivka. Owfilo se tak, zda se zvySujicim se mnoZzstvim
sloweniny platiny v roztoku stoupa hodnota limitnihcopdu. Zarové doSlo k nalezeni
nejvysSi mozné koncentrace komplexu platiny, pevdd byla tato zavislost j@slinearni. Do
roztoku elektrolytu seffdavalo vzdy wité mnozstvi komplexu platiny (1, 2, 4, 6, 8 adp
a sledovala se linearitastu signalu.

Vazba komplexu na thymovou DNA byla¢tena @i 37 C° v 0,01 M NaCIl@ Doséhlo se
tak podminek, které jsou nejblizSi podminkdm viké&a €le. Oba komplexy platiny
(BBR3571-DACH a DACH) byly n#dsny na koncentraci 5.10M, takZe jejich vysledné
koncentrace v elektrolytu se pohybovaly v rozmezildl0° M do 1.16° M. Thymova DNA
byla n&edtna na koncentraci 1.7M, tak aby § (pomér koncentraci komplexu a DNA) bylo
rovno 0,05.

Na za&atku ngteni kinetiky byl smichan komplex s DNA. Ihned ps& z reakni snesi
odebralo alikvotni mnozstvi do roztoku elektrolyjkde byla wase 0 stanovena vesSkera volna
nenavazana platina. V nasledujici¢isovych intervalech (7-20 min) se opakoval @db
alikvotniho mnozstvi z regki snesi do elektrolytu a na #icim gistroji byl sledovan
Ubytek volného nenavazaného komplexu platiny volazt
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Koncentrace nenavazané platiny v procentech bgtzosena podle vzorce:

C(%) = I'—" 100 [36]

p0

kde C (%) je koncentrace nenavazane platiny v kagztlyje velikost piku prouduip
-0,90 V ziskaného od nenavazaného komplexu platiogtoku a }o je velikost piku proudu
pii -0,90 V ziskaného vase nula pro 100 % nenavazaného komplexu.

Stanoveni procentualniho navazani komplexu plappoy24 h nasledovalo ihned po
ukonteni nereni kinetiky vazby. Rpravili se roztoky astyiech fiznych r (0,005; 0,01; 0,05;
0,1) pro kazdy komplex (BBR3571-DACH a DACH). Pcsle@iné 24 hodinové inkubadiip
37 C° se u jednotlivych vzoikprowtilo 100% navazani na DNA #&enim obsahu volné
platiny metodou diferami pulzni polarografie.

Dalsi meteni procentuélniho navazani platiny na DNA se piltavepomoci atomove
absorgni spektrofotometrie AAS. Touto metodou se nestaj@volnd nenavazéana platina
v roztoku, nybrZz koncentrace veskeré platiny, tugilatiny jiz navazané na DNA. Bylo tedy
nutné provést dialyzu, a na zaklagorovnani vysledk nangfenych koncentraci platiny
v dialyzovanych a nedialyzovanych vzorcich stangvicento navazani platiny. Pro kazdy
komplex se fipravily vzorky o dvou iiznych ¢ (0,05 a 0,1). Po 24 hodinové inkubaéi p
37 C° se z kazdé ependorfky nafié 500ul smesi (DNA, Pt.komplex, NaClg) odebrala
¢ast vzorku (30Ql) na dialyzu. Dialyzani membrany se nejive pondily do destilované
vody a daly se 2krat na 15 min povaPoté se jednotlivé membrany vytvarovaly a bylo
mozné je naplnit vzorky. Membrany se vzorky se giyndo kadinky s destilovanou vodou a
ta se nechala umistit ngpaku do chladné mistnosti. Dialyza probihala asi ditng kazdou
hodinu se obimovala destilovana voda v kadince. VeSkera voln&awérand platina by #ta
v pribéhu dialyzy difundovat &8s membranu do vody. Po ukeni procesu bylo dialyzované
mnozstvi vzorku spolu sipodni zbylou ¢asti vzorku v ependorfce (200 paralelr
pronefeno na AAS.

3.4 Cirkularni dichroismus

Strukturni zndny na thymové DNA byly studovany pomoci cirkulamitlichroismu na
piistroji JASCO spectropolarimeter, Model J720. ThymoDNA byla modifikovana
komplexy BBR3571-DACH a DACH na rostouci (0,01; 0,03; 0,05 a 0,08) v 0,01 M
NaClO,. Ve v&ech vzorcich e DNA koncentraci 1.16M. V3echny vzorky byly yed
zapaetim n&feni inkubovany 24 hodintp37 C°.

Zvolené parametry &heni:

- Rozsah vinovych délek: 320 — 220 nm.

- Odezva signalu: 0,25 s

- Rychlost snimani: 100 nm/min
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3.5 Teplota tani

Jak jiz bylo dive zmirgno metoda teploty tani se pouZzivd zjiStovani teplotni stability a
pii uréovani miry posSkozeni DNA. Kladny n4boj platinovyslbuienin stabilizuje DNA tim,
Ze kompenzuje odpuzovani jejich dvou negativrabitych retézci. Aby se snizil vliv
kladného naboje kompléxplatiny, probih& stanoveni teploty tani DNA pdvou riznych
iontovych silach. Pro #ieni @i nizSi i vySSi iontové sile bylyipraveny vzorky obou
komplexi s vziistajicim r (0,01; 0,03; 0,05 a 0,08). K 10Q0 smési (komplex Pt, DNA a
NaClO,) se pidala EDTA na vyslednou koncentraci 0,1 mM a TRIS wyslednou
koncentraci 1 mM. Pro &eni teploty tani s vysSi iontovou silou se pakéjdé& kazdému
vzorku fida 2,5ul 4 M NaCl. DNA n¥la ve viech vzorcich koncentraci 110 M&teni
probihalo na UV-VIS spektrofotometru Variafi plnové délce 260 nm a v teplotnim rozmezi
25 °C - 95 °C.

Hodnota teploty tani byla &ena jako teplota odpovidajici maximu prvni deriviiieky
tani. Hodnota | tak miZe byt stanovena ggsnosti + 0,3 C°.

3.6 Fluorescence EtBr

Thymova DNA byla modifikovana komplexy BBR3571-DAC& DACH na r = 0,01;
0,03; 0,05 a 0,08. Pro srovnani doSlo k modifikabiA dalSimi déma komplexy platiny —
cisplatinou a dienplatinoufipstejném . Vzorky se pipravily na objem 30Qul, koncentrace
thymové DNA byla 1,34.1HM. Po 24 h inkubaciip 37 C° se ke kazdému vzorkiigalo 1
ml EtBr sngsi, jez obsahovala 25,95 ml dest(H 3,9 ml 4 M NaCl a 0,156 ml EtBr o
koncentraci 10 mg/ml. K &ieni bylo provedeno pomoci fluoreséaiho spektrofotometru
Varian s pouzitim 1 cmitkemenné kyvety, do které se pipetovalo vzdy 0,8 morku.
Excitatni vinova délka pro gfeni fluorescence modifikované DNA vifwmnosti EtBr byla
546 nm a emitovana fluorescence byk&ena i 590 nm.

Intenzita fluorescence byladiena v 0,4 M NaCl zi/odu zabraéni sekundarni vazby
ethidium bromidu na DNA. Vysledna koncentrace DNA®r v prom¢rovanych vzorcich
byla 0,01 mg/ml resp. 0,04 mg/ml, tato koncentradpovidala saturaci vSech interkad&ch
mist ethidium bromidem na DNA.

3.7 Rozvijeni plasmidové DNA

Komplexy rozvijejici DNA snizuji v negati¢n zavinuté superhelikdini DNA pet
nadSroubovicovych zavif coz se projevi snizenim superhelikalni hustoti]NADs nizsi
superhelikéaIni hustotou m& mensi elektroforetickaabilitu neZz neporusena superhelikalni
DNA. ZvySovanim mnoZstvi komplexu dochazi k rozvijpNA az do cirkularni formy, kdy
ohe formy DNA (relaxovand i superhelikéIni) putuji gel stejnou rychlosti.
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Plasmid pSP73 pouZity vtomto experimentu se upnaaikoncentraci 1,5625.TM.
Nasledovala modifikace plasmidu komplexy BBR3571d»M a DACH na i 0,01; 0,02;
0,03; 0,04; 0,05; 0,06 a 0,07. Vzorky byly inkubnygo dobu 24 hip37 C°.

Pro analyzu plasmidové DNA bylripraven 1% agarézovy gel v TAE pufru (navazka
¢inila 1,3 g agarézy na 130 ml TAE pufru). Gel bylzvaen v mikrovinné troub za
oh¢asného michani. Po ochlazetibpzné na 50 °C byl nalit do igdem pipravené formy s
hiebinkem a ponechan k zatuhnuti ve vodorovné polppedobu 40 min. #Hpraveny gel
s vantkou byl penesen do elektroforetické komory, kde bkglipp 1x TAE pufrem. Vzorky
byly ptipravovany v celkovém objemu 14, obsahujicim 1Ql inkubované srsi (komplex
Pt, DNA, NaClQ) 3 pl barviva (bromfenolova majl a 1 ul nanasejiciho pufru. Poté byly
celé objemy vzniklé s#si napipetovany do jamek gelu. Elektroforeticka komse pekryla
vikem a byl spugh zdroj proudu. Elektroforéza plasmidové DNA praéhza konstantniho
proudu 18 A a trvalaifblizné 16 hodin. Bté byl gel obarven v lazni s EtB2G0 ml dest KO
+ 40l EtBr) a prohlizen na transiluminatoru. Pro dokumertigtgel vyfotografovan.

Uhel rozvinuti® pripadajici na jeden adukt se vyiitd ze vztahu:

® = 18&/ry(c),

kde o predstavuje superhelikalni hustotu pouZzitého plasnadg(c) hodnotu g (rp je
definovan jako molarni poén navazaného komplexu platiny na DNAYi gteré dojde ke
komigraci prouzi odpovidajicich DNA v relaxované a rozvinuté supékalni forne [44].

3.8 Tvorba mezietézcovych mistkia na plasmidové DNA

Schopnost slatenin platiny tvéit mezietzcové vazby byla studovana na plasmidové
DNA (pSP73) po jeji linearizaci endonukleazou EcoRdnto enzym &pi DNA v sekvenci
G ‘AATTC (obr.19). Plasmidova DNA byla inkubovéana soBt (snés 70pl plasmidu, 7, 7ul
pufru a 7ul EcoRl) jednu hodinuip 37 °C.

° é:;TTC

CTTAAG
& /‘ o

Obr. 20 - Schémadjieni plasmidu endonukleazou EcoRI

EcoRl

Kvalita linearizace byla affena na minigelu (elektoforeticka vana o délce m0acSice
7cm). Byl @ipraven 1% agar6zovy gel v TAE pufru (50 ml). Pbgeochlazeni na 50 °C byl
piidan EtBr na vyslednou koncentraci Qug/ml. Gel byl nalit do formy a ponechan k
zatuhnuti ve vodorovné poloze po dobu 30 min. Ps&égipravily vzorky k naneseni.
Z inkubované sisi plasmidu a EcoRI se odebralll pridal se 1ul bromfenolové moti a
0,6 ul 10 x TAE. Z pivodniho plasmidu (735ig/ml) se roviZz odebral 1ul, pridal se 1pul
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barviva a 0,611 10 x TAE. Vzorky se nasledmanesly na gel. Elektroforéza byla prosal
pii napsti 30 — 40 mV po dobu 1,5 h. Po skeni elektroforézy se gel oplachl destilovanou
vodou, a protoZe jiz obsahoval EtBr, mohl byt ihpedorovan na transluminatoru.

Ze sngsi plasmidu a EcoRI se odstranil enzymigpadné dalSi proteiny z roztoku pomoci
fenolu. K roztoku DNA byl pidan stejny objem fenolu (84) a roztok byl protepan a
zcentrifugovan. Po odteni vodné a organické faze byla vodna (horni) ddebrana a k ni
piidano stejné mnozstvi chloroformu (pro odstrdrebytku fenolu). Ot dojde k oddleni
fazi a vodna faze je odebrana. Je nutné plasmidbwAl pievést do vhodného pufru pomoci
etanolového sraZzeni. K plasmidové DNA byiddn octan sodny na vyslednou koncentraci
0,3 M. Poté byl idan 100% ethanol (-20 C°) na dvojnasobek objenaztoku, a vzorek byl
piemisén na 30 min do -20 °C, aby doSlo k vyteai srazeniny DNA. Roztok byl poté
centrifugovan 30 minip4 °C, poté byl odebran supernatant. Ke sraZebyi pridan stejny
objem 80% ethanolu (-20 °C) a @pbyl vzorek 30 min centrifugovantip4 °C. Poté byl
odebran supernatant a srazenina DNA byla vysuSeaalads rozpuséna v 0,01 M NaCl@
Volné konce linearni DNA pak mohou byt radioaktivmaznaeny [o - **P]dATP na 3" konci
pomoci Klenowova fragmentu DNA polymerazy |. Zeai prokhlo tak, Ze se do 1{Ql
roztoku DNA se fidal 1 pul enzymu DNA polymerasa | (fragment Klenow)ullpufru (NE
Buffer B7002S) a 1ul radioaktivniho ATP*. Po hodinové inkubadii 87 C° se pidal jesg
1 pl enzymu.

Nezreagovanyd - **P]JdATP byl z roztoku odstr&n zachycenim na kolonce nagié
Sephadexem. Radioakt&nnazngend plasmidovA DNA byla potétigana k linearni
neradioaktivni DNA. Komplexy BBR3571-DACH, DACH kylinkubovany s takto
ptipravenou plasmidovou DNA po 24 ki 87 °C na poZzadované(s x10°, 1 x10% 3 x 10,

5 x 10%, 7 x 10* a 1.10°). Jako kontrola byla pouZita cisplatina, kterdabylplasmidovou
DNA inkubovéana nair= 0,001. Byl pipraven 26 agar6zovy gel ve vad Navazkacinila
1,2 g agarézy na 120 ml destilované vody. Gel lmgvaen v mikrovinné troub za
ob¢asného promichavani. Po ochlazeni na 60 °C se iugramnoci NaCl a EDTA na
koncentraci 0,03 M NaCl a 1 mM EDTA. Gel byl promn, nalit do gelové formy a
ponechan k zatuhnuti ve vodorovné poloze po dofbuPbté byl gel felit alkalickym pufrem
(0,03 M NaOH a 1 mM EDTA) a ekvilibrovarigs noc pi 4 °C. Druhy den byl fenesen do
elektroforetické vany a zaliterstv pripravenym alkalickym pufrem. Poté co byly vzorky
naneseny na gel, probihala elektroforétiappkojové teplot po dobu 5 h $ napsti 1,4
V.cm™. Za &chto podminek dojdeshem elektroforézy k denaturaci DNA. Pokud jsou na
DNA vytvoiené mezZetézcové vazby, istava v dvotetzcové (ds) form a migruje na gelu
pomaleji nez forma jedietzcova (ss). Po skoani elektroforézy, byl gel vysuSen a
vyhodnocen pomociifstroje Fujifilm BAS-2500 a radioaktivita byla kvatativné vyjadcena
pomoci AIDA image analyzer software.

Zastoupeni megtézcovych vazeb % IEC/Pt (pet mezietézcovych niistka pripadajicich na
jeden adukt) se tir ze vztahu:

% IEC/Pt =XL/N.rp,

kde N je peet bazi plasmiduXL predstavuje p&et mezietézcovych vazeb ifpadajicich
na jednu molekulu linearizovaného plasmidu &i e na zaklaf Poissonova rozdeni
mezietézcovych niistki ze vztahuXL = -InA, kde A je podil molekul odpovidajicich
denaturované DNA zjighy z n&feni intenzit prouzk [45].
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4. Vysledky

Ucelem diplomové prace bylo studium DNA a jejich fra@nti s komplexy ko pomoci
zakladnich biofyzikalnich a biochemickych techriitedovaly se strukturni zmy vyvolané
v DNA vazbou dvou vybranych kompleylatiny — BBR3571-DACH a DACH.

4.1 Kinetika vazby na thymovou DNA

Po vyhodnoceni kalibtai kiivky se ugilo konstantni mnozstvi komplexu (8), které se
piidavalo do elektrolytu ip stanoveni kinetiky vazby. Hodnota alikvotu leprosted linearni
zavislosti kalibranich kivek obou komplek (obr.21).
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Obr.21 - Kalibra’ni kiivka obou rarenych komplek— zavislost proudu (mA) naigavaném
mnoZstvi komplexyd)

MnoZstvi platinového komplexu navazaného na telésgmovou DNA rostlo
s postupujiciméasem u obou kompléx Friblizné po 6 h byl komplex BBR3571-DACH
z 80% navazan na DNA (obr.22). Oproti tomu kom@eXxCH dos&hl 80% navazani zhruba
jiz po 4 h (obr.23). Poltas reakceifk (¢as, za ktery dojde k navadzani potmiho mnoZzstvi
komplexu) byl u komplexu BBR3571-DACH stanoven ng36min, pro komplex DACH
¢inila tato hodnota 68,95 min. Rychlost navazani gou komplek vyrazre rychlejsi nez je
tomu nap. u komplexu BBR3005 {& ~ 200-300 min) nebo cisplatiny;¢£ ~ 240 min) za
shodnych reaknich podminek.
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Oba ngrené komplexy platiny se liSi svou rychlosti navazda teleci thymovou DNA
v ¢ase. Dinukleérni komplex se v prvni faztteni kinetiky (prvnich 50 min) vazal na teleci
thymovou DNA rychleji nez komplex DACH. S rostoucéimsem se v3ak rychlost navazani
zpomalovala vice nez u mononukledrniho komplexur.2@). Kéivka kinetiky vazby
komplexu DACH ngla celkow rovnongrnéjSi klesajici pitbeh, jak je patrné z obr.23.
Po 24 h inkubaci obou komplexii 87 C° bylo na DNA navazano 98,1 % komplexu DACH
a 86,3 % dinuklearniho komplexu BBR3571-DACH.
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Obr.22 - Kinetika vazby komplexu BBR3571-DACH nactethymovou DNA v 0,01 M
NaClQ, pri 37 C°, koncentrace DNA byla 1.1®1, r, = 0,05. V grafu jsou pouZzity hodnoty z
ti opakovanych #xeni.
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Obr.23 - Rychlost navazani komplexu DACH na tdleginovou DNA v 0,01 M NaClQ@i
37 C°, koncentrace DNA byla 1:4M a 1, bylo rovno 0,05. Naetené hodnoty pochazi
z dvou opakovanychédieni.

4.2 Méreni teploty tani

Vysledek mgieni teploty tani zavisi na mnoZstvi navazaného kexapplatiny a na
koncentraci soli v roztoku.

Nejprve se stanovila teplota tarfi pizsi iontové sile (0,01 M NaCKp Modifikaci teleci
thymové DNA komplexem BBR3571-DACH doslo k vyznammenafistu teploty tani .
Maxima Ty (75,1C°) bylo dosazendarip, = 0,05; poté doslo k mirnému poklestii ereni
teploty tdni DNA modifikované mononuklearnim komgen DACH byla T, témef
konstantni az pg,= 0,05; pak z&la mirrg stoupat (obr.24).

Za podminek vysSi iontové sily (0,2 M NaGJOu DNA modifikované komplexem
BBR3571-DACH ngla nangfena T, nejdtive rostouci pibeh, svého maxima doséhldip
rn, = 0,03. S rostoucimyr(0,05a 0,08) vSak hodnota,Trovnonérné klesala. U komplexu
DACH nedoSlo oproti fedchozimu fpadu k vyrazné zém¢. Hodnota T, byla ot témer
konstantni (obr.25).

Sledovana z#na hodnot T, v podstat odrazi zastoupeni a podil obou tymistki
vytvarenych dinuklearnim komplexem na DNA. Vnitet¢zcové nfistky destabilizuji DNA,
zatimco nistky meziettzcové svou vazbou mezi &ba viakny dvousSroubovice DNA
stabilizuji. DalSim dlezitym faktorem, jenZ ovliwje nmenici se hodnoty J, je pozitivni
naboj komplexu BBR3571-DACH (dinuklearni komplex nm& rozdil od neutralniho
komplexu DACH v nehydrolyzovaném stavu naboj 3
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Pti nizké iontové sile lze usuzovat, Ze ugr T je zpisoben vy3Sim zastoupenim
meziettzcovych nistki vytvaenych dinuklearnim komplexem a pozitivnim nabojem
sloweniny platiny. Oproti tomu klesajici hodnoty tepldéni za podminek vysSi iontové sily
jsou disledkem konforménich zngn, jeZ indukuji adukty platiny. Stabilizai efekt nabaj
komplexi platiny na DNA je za podminek vy33i iontové ségukovan pitomnosti Na ionti
v roztoku. Pokles hodnot T je @i vysSi iontové sile Zisoben pedevsim dominanci
vzniklych konformgnich znén nad stabilizénim efektem.

13 - —x—BBR3571-DACH
—A—DACH

b

-

N i

'3 T T T T T T T T 1
0 001 002 003 004 005 006 0,07 0,08 0,09

)

Obr.24 - Kivky teploty tani teleci thymové DNA modifikovaosmplexy BBR3571-DACH a
DACH na rostouci hodnoty, (0.01, 0.03, 0.05 a 0.08) za podminek nizSi iegntily. ATy, je
definovana jako rozdil hodnot,Tpro modifikovanou a nemodifikovanou DNA. Graficky
znazor@na nangrend data jsou pimérem dvou opakovanychéreni, rozptyl je vyjaten
chybovymi Usgekami.
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Obr.25 - Kivky teploty tani teleci thymové DNA modifikovaosmplexy BBR3571-DACH a
DACH na rostoucig(0.01, 0.03, 0.05 a 0.08)ipvysSi iontové siledT,, je definovana jako

rozdil hodnot T, pro modifikovanou a nemodifikovanou DNA. Grafigkyizor@né hodnoty

jsou primerem dvou rFeni, rozptyl je vyjagen chybovymi Ggkami.

4.3 Charakterizace adukii pomoci néieni intenzity fluorescence ethidium
bromidu v pritomnosti modifikované DNA

Vazba ethidium bromidu na DNA interkalaci jefady komplex platiny znemozéna
tvorbou bifunknich adukt , coZz se projevuje snizenim intenzity fluorescemd¢a druhou
stranu tvorba monofurtkich adukli se projevi pouze velmi mirnym snizenim intenzity
flourescence.

V naSem pipact byla teleci thymova DNA inkubovana s komplexy BBR3-DACH,
DACH a pro srovnani také s cisplatinou a dienptatirModifikace DNA &¢mito komplexy se
projevila snizenim intenzity fluorescence ethidiloromidu (obr.26). Nejmensi pokles
intenzity fluorescence vykazovala dienplatina, tjggi monofunkni adukty. K vyraz&sSimu
sniZzeni fluorescence doslo u cisplatiny, coZ odfiodive publikovanym vysledim [44].
JeSt wetSi sniZzeni intenzity fluorescence bylo zjigi u vzorkk s DNA modifikovanou
komplexy BBR3571-DACH a DACH. SniZeni intenzitydrescence u komplexu BBR3571-
DACH je mnohem menSi nezZ u jinych dinukleérnich ptaxi — nag: BBR3571 (Obr. 26).
Pravd&podobr tedy netveéi mistky dlouhého dosahu jako vSechny dosud studované
polynuklearni komplexy.

Na zékla@ téchto experimerit Ize taktéZ usuzovat, Ze dinuklearni komplex BBR357
DACH spolu s mononuklearnim komplexem DACH tvarevazr bifunkéni adukty.
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Obr.26 - Zavislost fluorescence EtBr ngoro DNA modifikovanou dbi riznymi komplexy
platiny v 10 mM NaCl@pri 37 C° po dobu 24 h. Zn4zaeima data jsou pimérem 3
opakovanych #reni, rozptyl hodnot je zndz@mpomoci chybovych (k.

*Hodnoty komplexu BBR3571 byly zg&elem porovnani vysledls jinym dinuklearnim
komplexem fevzaty 31].

4.4 Cirkularni dichroismus

CD spektra teleci thymové DNA modifikované kompleBBR3571-DACH a DACHyla
srovnavana s CD spektry n&fanymi pro nemodifikovanou DNA (obr.28 a 29) rostoucim
. byla sledovana jibézné ménici se hodnota maxima (positive CD band) okolo 280 U
DNA modifikované komplexem BBR3571-DACH rostla hoda maxima stréh aZz do
rn,= 0,03. Se zvySujici se modifikaci doSlo @jd k mirnému a pak ik vyraznému poklesu
maxima az na hodnotu 2,5 mol.CD. étdna DNA modifikovana komplexem DACH
reagovala na rostougj mirnym zvySenim maxima (280 nm) az g& 10,05 (obr.27)
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Obr.27 - Grafické znazoreéni nan¥renych maximalnich hodnot molCBi plnové délce okolo
280 nm nay . Teleci thymova DNA byla modifikovdna komplexR8&1-DACH a DACH
na rostouci § (0.01, 0.03, 0,05 a 0,08). Znazemad data jsou pimérem dvou opakovanych
mereni, rozptyl hodnot znazauji chybové Gsky.
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Obr.28 - CD spektra teleci thymové DNA modifikovieor@plexem BBR3571-DACH.
Krivky - rb = 0,01 (fialova); rb = 0,03c¢ervend); rb = 0,05 (modrd); rb = 0,08 (zelena);
nemodifikovana DNA¢€rnda)
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Obr.29 - CD spektra teleci thymové DNA modifikovieor@plexem DACH.
Krivky - rb = 0,01 (fialova); rb = 0,03dervend); rb = 0,05 (modrd); rb = 0,08 (zelena);
nemodifikovana DNA¢€rna)

4.5 Rozvijeni plasmidové DNA

Ke kvantifikaci rozvijeni vyvolaného v negativrzavinuté superhelikdini DNA vazbou
komplexa BBR3571-DACH a DACH byla pouzita elektroforézeagar6zovém gelu za
nativnich podminek. Na obr. 30 a 31 jsou zachyceysiedky experimefit pii kterych byla
plasmidovd DNA modifikovana @ma komplexy nairzné hodnotyy:

Stanovena hodnota nadSroubovicové hustdiyla 0,036. Ke komigraci prouik
odpovidajicich relaxované (OC) a superhelikalni)(82m¢ DNA doSlo @i modifikaci na
r,(c) = 0,037 pro komplex BBR3571-DACH ga) = 0.033 pro DACH. d3mto hodnotam
odpovidaji thly rozvijeni 17,41,2°a 2@ 2 °.

Na zaklad experimentalnich dat uvedenych v litefatuze komplexy platiny rozidit
podle velikosti Uhlu rozvijeni a apobu vazby na DNA do dvou skupin [44]. Hodnota Ghlu
rozvinuti v rozmezi 10-14e typicka pro komplexy, které se vazou bifamkna DNA (nap.
pro BBR3005, cisplatinu, BBR3464). Adukty komplexkteré se vazou na DNA
monofunking, rozvijeji DNA vyrazg mére - priblizné 0 6. Na zaklad téchto poznatk
muzeme usoudit, Ze komplexy BBR3571-DACH a DACH s&i vé@nét vyhradrié bifunkeng.
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Obr.30 - Rozvijeni superhelikalni plasmidové DNAvazlg komplexu BBR3571-DACH.
Horni prouzky (OC) odpovidaji relaxované DNA, spogiouzky (SC) odpovidaji
superhelikalni DNA. Plasmidova DNA byla inkubov&nkomplexem BBR3571-DACH;si p
hodnotéach g 0 (kontrola - drdha K), 0.02, 0.025, 0.03, (508.04 a 0.05 (drédhy 1 - 6)
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Obr.31 - Rozvijeni superhelikalni plasmidové DNAvpalz komplexu DACHPlasmidova
DNA byla inkubovana s komplexem DACH tppdnotach § 0 (kontrola - draha K), 0.01,
0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07 a 0.08 (drahgL
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4.6 Tvorba mezietézcovych mistki

Bifunkeni platinové sloteniny, které se vazou kovaleéitna DNA, tvdi razné typy
mezietézcovych a vnitreetézcovych niistka. Nasledujici experiment byl proveden s cilem
porovnat zastoupeni mégizcovych vazeb (IEC) mezi ostatnimi adukty u obomplexi -
BBR3571-DACH a DACH. Pro tento experiment byl paydasmid pSP73 (2464b), ktery
byl nejdiive linearizovan endonukledzodcdRl a v linearizovaném stavu modifikovan
komplexy platiny. Vzorky byly analyzovany na dematimim agar6ézovém gelu.

Plasmid neobsahujici zadny miesizcovy mistek putuje jako jedrfetézcova DNA o
délce 2464b, zatimco DNA obsahujici méeizcové nistky putuje pomaleji. Intenzita
pomaleji migrujicich DNA band se zvySovala s nastajicim stupém modifikace.
(obr.33). Cetnost mezetizcovych nistk byla vypdtena pomoci Poissonova raékhi
frakci jedndetézcové DNA v kombinaci s hodnotamj a velikosti fragmerit Schopnost
komplexai BBR3571-DACH a DACH vytvéet mezietzcové vazby se snizovala s rostoucim
I, jak je patrné z grafu (obr.32)e 2ejmé, Ze schopnost obou komplexorit meziettzcové
mustky byla vySSi nez u cisplatiny (6%), a naopalsiniieZz nap u dinuklearniho komplexu
BBR3005 (70 — 90%) [44].
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Obr.32 - ZAavislost mnozstvi m&dézcovych nistki na r, na jeden adukt (% IEC na adukt) u
linearizovaného plasmidu pSP73 modifikovaného kexypBBR3571-DACH a DACH. Prvni
dve hodnoty (rb = 5.10 a 1.10") u DNA modifikované komplexem DACH byly pro velkou
nepesnost, zavinou pravédpodobr nedokonalym pipetovaninii priprave vzorki, z grafu
odstrareny.
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Obr.33 - Tvorba meiztezcovych nistki na linearizované plasmidové (pSP73 pb) DNA po
modifikaci komplexy BBR3571-DACH a DACH. Autoradimg 1% denaturéniho
agardzového gelu se vzorky linearizované DNA, kisda nazndgena na 3' konci. Horni
prouzky (ICL) odpovidaji DNA obsahujici merzcové nistky, ktera v denatutmim gelu
putuje pomaleji nez jedretezcova DNA, které odpovidaji spodni prouzky (ss).

Drdha K - kontrola (nemodifikovana DNA); C — plasiova DNA linearizovand EcoRI a
modifikované cisplatinouiprp,= 1.10°.

Drahy 1 — 6: DNA modifikovana komplexem BBR3571-BA@ rostouci g

-5.10° 1.10% 3.10% 5.10% 7.10%a 1.10°

Drahy 7 — 12: DNA modifikovana komplexem DACH rstouci rostouciy:

-5.10° 1.10% 3.10% 5.10% 7.10%a 1.10°
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5. Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo studium vlivuziag dinuklearniho komplexu se
spermidinovym spojovaciiettzcem BBR3571-DACH a mononuklearniho komplexu DACH
na DNA. V ramci této prace byla studovana kinetikaby na teleci thymovou DNA, teplota
tani, cirkularni dichroismus, fluorescence ethidiloromidu v pitomnosti modifikované
DNA, rozvijeni plasmidové DNA a tvorba méztezcovych niistki na plasmidové DNA.

Prvnim a velmi dlezitym krokem bylo stanoveni kinetiky vazby obooniplexi. | pies
znanou objemnost molekulovou hmotnosegevsim dinuklearniho komplexu (Mr = 942),
dochéazi k vazbna DNA u obou komplex Rychlost této vazby je v obouipadech tért
shodna(f, = 67 min resp. 69 min). V porovnani s cisplatindiz = 120 min) dochazi az
k 2krat rychlejSimu navazani na DNA.

V dalSi fazi bylo studovano poSkozeni DNA ugpbené vazbouéthto slowdenin.
Vyhodnocena CD spektra modifikované DNA byla sroxém@a se spektry nemodifikované
DNA a byl sledovan pokles maxima okolo 280 nm, ktgF prisuzovan denatuéaim
zméndm v DNA. Dle narfrenych vysledik je Zejmé, Ze denatutai efekt na DNA se
neprokézal ani u jednoho z analyzovanych komplex

Zda maji navazané komplexy BBR3571-DACH a DACH méADspiSe stabilizéni nebo
naopak destabilizai vliv bylo owieno ngfenim teploty tani DNA modifikované éima
komplexy. Z vysSich teplot tAni DNA po modifikacrkplexem BBR3571-DACH jakip
nizke, tak pi vysoké iontoveé sile (teplota tani byla o 10 °Gpr®,5 °C vysSi nez teplota tani
samotné nemodifikované DNA) je patrné, Ze tento Mempispiva ke stabilizaci. To se jiz
neda s ufitosti prohlasit u mononuklearniho komplexu DACHekdoSlo k navySeni teploty
tani modifikované DNA o pouhych 1,7 °C.

Ke stabilizaci DNA pravépodobr prispiva kladny naboj komplexu a také vySSigto
meziettzcovych niistku. Schopnost kompléxplatiny tvait mezietzcové nistky byla také
piedn&tem tohoto studia. V porovnani s cisplatinou (6%epii komplex BBR3571-DACH
(15% - 5 = 0,001) a DACH (13% +I= 0,001) vice me#etzcovych niistki.

Studium aduki pomoci ndteni intenzity fluorescence ethidium bromidu rit@mnosti
modifikované DNA prokazalo u obou kompiexelmi podobnou strukturu vyti@nych
adukti. Modifikace DNA komplexem BBR3571-DACH se projevivyraznym snizenim
intenzity fluorescence ethidium bromidu. Totéz bylprakticky pozorovano u
mononuklearniho komplexu DACH. Na zakdabhoto experimentu byla uti®ena hypotéza,
Ze komplexy BBR3571-DACH a DACH wytigji predevSim bifun&ni vazby kratkého
dosahu.

Tato hypotéza byla potvrzena dalSim experimentetarykn bylo studium rozvijeni
plasmidové DNA vyvolaného vazbou obou kompglexZjisténé hodnoty Uhlu rozvijeni
byly 17°+ 1 °© pro komplex BBR3571-DACH a 2@°2 ° pro komplex DACH. Z literatury je
znamo, Ze takto vysoké stuprozvijeni jsou charakteristické pro bifuimid vazby komplexu
platiny na DNA.

Shrnuti vSech vysledkje pro ¥tSi p‘ehlednost znazoéno v tab. 2.
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Z této tabulky je patrné, Ze dinuklearni komplex FE8%71-DACH modifikuje DNA
zpisobem, ktery se podoba modifikaci mononuklearninmgdexem DACH spiSe nez
modifikaci komplexem BBR3571. Z toho Ize usoudé,Eitomnost diamincyklohexanového
ligandu v molekule komplexu BBR3571-DACH owliwje vazebné vilastnosti této latky
vyrazreé vice nez pitomnost spermidinovéhi@tézce.

Tab.2: Shrnuti vysledkexperiment ziskanych na DNA modifikované komplexy BBR3571-
DACH a DACH. Pro srovnani jsou zde uvedeny i visiddNA modifikované cisplatinou a
komplexem BBR3571 (ziskané za shodnych experimieht@lodminek)

BBR3571 BBR3571
DACH cisplatina
DACH spiat (1,1/t,t - Spermidin
Celkovy naboj 3+ 0 0 2+
Kinetika vazby () 67 min 69 min 120 min 8.2 min
Mezitetézcové
miistky (%) 15 13 6 33
Rozvijeni 16 — 18° 18 — 22° 13° 12°
Pokles EtBr Vyrazny Vyrazny Mén vyrazny Vyrazny
fluorescence y y y y y y y y
L. Vzestup Vzestup

Teplota tani Pokles Nestanoveno

P (max 1£C) (max 3C) v
6. Zawér

Vysledky této diplomové prace vyustily vigkvapivy zaér. Studium dinukleérniho
komplexu se spermidiovyniettzcem BBR3571-DACH prokézalo, Ze se tato &mina
v mnoha ohledech (kinetika vazby, fluorescence ETBr spektra, rozvijeni DNA a stanoveni
poctu mezietzcovych niistki) velmi podoba mononuklearnimu komplexu DACH. Zénijn
spermidinovyretézec (spojovaci alkandiaminowgtzec mezi déma centralnimi atomy Pt)
pravdEpodobrt negispiva k tvorkd mistki dlouhého dosahu a tim se komplex BBR3571-
DACH podstats liSi od jinych, dive studovanych polynuklearnich kompigxatiny.

Na zaklad téchto zjiS&ni by bylo jis€ prinosné, aby se komplex BBR3571-DACH
podrobil dalSimu studiu. Neni vyldeno, Zze by mohl v budoucnuigpbit na SirSi spektrum
nadof a vykazovat i tom mensi vedlejSidinky, nez dosud klinicky schvalené a pouzivané
komplexy platiny.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPV
EBV
HIV
DNA
DME
DPP
EtBr
CD
IEC
IAC
ss
ds

pb

b

i

lidsky papillomavirus (human papillomavirus)
virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus)
virus lidské imunodeficience (human immunodeafiwcy virus)
deoxyribonukleova kyselina
rtufova kapkova elektroda (dropping mercury electrode)
diferetini pulzni polarografie
ethidium bromid
cirkularni dichroismus
mezietzcové nlstky (interstrand cross-links)
vhitrofetézcové niistky (intrastrand cross-links)
jednoetézcova DNA (single-stranded DNA)
dvoutettzcova DNA (double-stranded DNA)

par bazi

molarni porr navazaného komplexu platiny na DNA, = Cet-navazan
CDNA(I\/I )

molarni pondr jeS& nenavazaného komplexu platiny na D!EA

M )J
Ce (M)

DNA(I\/I )

|
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