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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem mechanismt protinadorového pusobeni nového platinového
cytostatika. Vlastnosti doposud nezndmého dinukledrniho komplexu platiny s oznacenim
BBR3571 — DACH byly paralelné¢ studovdny spolu s klinicky provéfenym a uZivanym
mononukledarnim komplexem DACH.
je DNA. Po modifikaci DNA vySe uvedenymi komplexy byly pomoci ruznych
bioanalytickych metod (diferencni pulsni polarografie, = UV-VIS spektrofotometrie,
fluorescenéni spektrofotometrie, CD spektroskopie a elektroforézy) sledovany pozménéné
vlastnosti této makromolekuly a zkouman byl také zptisob vazby obou komplexti na DNA.

Vysledky ukdzaly, Ze se oba studované komplexy vyznacuji pomérné rychlou vazbou na
DNA. U obou komplext je také zfejma tvorba bifukcnich aduktd. Stabilizacni efekt na DNA
byl vyznamny zejména po modifikaci dinukledrnim komplexem, zatimco denaturaéni efekt se
vibec neprokazal.Ukézalo se také, ze komplex BBR3571-DACH pravdépodobné nevytvari
mustky dlouhého dosahu, tak jako jiné diive studované polynuklearni komplexy platiny.

ABSTRACT

This work deals with studying a molecular mechanism of anticancer effect of a new
platinum - based drug. The qualities of still unknow dinuclear platinum komplex (BBR3571-
DACH) were parallelly studied together with clinically time-tested and used mononuclear
platinum complex DACH.

Earlier essays demostrated, that DNA is the critical target for the cytostatic activity of
platinum compounds. Altered properties of DNA and binding characteristics of these two
platinum compounds were monitored by several different bioanalytical methods (differential
pulse polarography, UV-VIS spectrophotometry, fluorescence spectrophotometry, CD
spectroscopy and electrophoresis) after modification of DNA by both of platinum complexes.

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

KLICOVA SLOVA:

Platinova cytostatika, Dinukledrni komplex platiny BBR3571-DACH, mononukledrn{
komplex platiny DACH, DNA, bifunk¢ni adukty, stabilizacni efekt, mistky dlouhého dosahu

KEYWORDS:

Platinum-based drugs, Dinuclear platinum komplex BBR3571-DACH, mononuclear platinum
komplex DACH, DNA, bifunctional adducts, stabilizing effect, long-range cross-links.
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1. UVOD

Rakovina patfi stdle mezi nejrozsitenéjsi civilizaCni choroby a neni tedy divu, Ze se jejim
vyzkumem jiz po mnoho let zabyvd fada védeckych pracovist. Jednou z dilezitych a
ucinnych 1écebnych metod je chemoterapie, kdy jsou pacientovi podavaji 1€ky (cytostatika),
které potlacuji rast zhoubnych nddord. Protinddorova chemoterapeutika pusobi raznymi
mechanismy na struktury, které jsou obecné piitomny ve vSech buiikdch a jsou nutné pro
jejich preziti. Mezi nejefektivnéjsi 1éky dnes radime latky, jejichZ cilovym mistem ptsobent je
DNA.

Schopnost vazat se na DNA a zpusobovat konformacni zmény branici replikaci DNA a
tudiz i déleni buriky (tzv. biologickou aktivitu), vykazuji komplexy tézkych kovt. V klinické
praxi naSly v tomto smyslu uplatnéni zejména komplexy platiny a jejich derivéty.

NejpouZzivan€jSim protinddorovym lékem na bazi komplexu platiny je cisplatina nebo-li
cis-diammin-dichloroplatnaty komplex. I pfes vyznamny tspéch cisplatiny v 1é€bé nekterych
typt nadord (jednd se zejména o nadory varlat, vajeCniki a moCového méchyie), je jeji
podavani doprovazeno fadou vedlejSich ucinkd.

Vyzkum je tedy jiz del$i dobu soustfedén na vyvoj novych platinovych cytostatik, které by
na rozdil od cisplatiny mély méné nezadoucich ucink( a Sir§i spektrum protinddorové
ucinnosti. Vyvoj vicejadernych komplexit platiny je prave jednou z cest tohoto vyzkumu.

Predmétem této diplomové prace je sezndmeni se s mechanismy protinidorového pasobeni
nového dinuklearniho komplexu platiny.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Biologie zhoubnych nadoru

2.1.1 Definice

Zhoubné nadorové onemocnéni je chorobny stav charakterizovany nekoordinovanym
ristem abnormalnich bunék s postupnym §ifenim do okolnich tkéni, prinikem do mizniho a
krevniho systému a postizenim vzddlenych organt (metastazovani). Rust nddorovych bunék
probihda samovoln€ bez projevu regula¢nich zasahti organismu, na tkor energetickych a
nutri¢nich potieb jeho normalnich bun¢k. Nadory se déli podle riznych kriterii. Zakladni je
deleni podle biologického chovani na nddory benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné). Podle
vychozi tkdné& vzniku (epitel, pojivo, krvetvornd a lymfatickd tkan, nervovy systém, zarode¢né
buiiky) se maligni nddory de€li na karcinomy, sarkomy, lymfomy, termindlni nddory a dal§i
méne¢ Casto se vyskytujici podjednotky [1].

2.1.2 Vznik nadorového onemocnéni

Vznik ndadorového bujeni je mnohastupnovy proces, ktery je vysledkem pusobeni jak
vnitfnich tak zevnich faktord. Pfeména normélni bunky na nadorovou vznikd v disledku
zmeén genetické informace (mutaci) na drovni genomové deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
Mutace vznikaji nejcastéji nasledkem plsobeni zevnich faktori na DNA v bunécném jadre.
Mezi tyto zevni faktory patii pfedev§im ionizujici zéafeni, kancerogeny (latky podporujici
vznik nadorového procesu) a nékteré viry. Kromé puasobeni zevnich faktor mohou byt
mutace prendSeny z generace na generaci v zdrode¢nych burikich, jak je tomu napf. u dédicné
podminénych nadort. Dal$i moZnosti vzniku mutaci je jejich spontdnni tvorba pfi replikaci
DNA v prabéhu bunécného cyklu [1].

2.1.3 Molekularni mechanismy vzniku nadorové premény

Nositelem genetické informace ve vSech burikdch lidského organismu je kyselina
deoxyribonukleovd (DNA). Jednotlivé useky DNA, které jsou vlastnimi strukturnimi
podjednotkami se nazyvaji geny.

Geny obsahuji genetickou informaci pro vznik proteint, podilejicich se na stavbé buriky a
fizeni jejich Zivotnich pochodd na vSech urovnich. Mezi kliCové geny, jejichz poskozeni vede
ke vzniku nddorové transformace, se fadi onkogeny, protoonkogeny, antionkogeny (tumor
supresorové geny), geny regulujici apoptézu a regulacni geny.

Jako onkogen se oznaCuje kazdy gen, jehoZ produkt pfispivd ke vzniku nddorové
transformace.

Geny ptitomné v genomové DNA, jejichZz fyziologickou tdlohou je regulace bunécné
proliferace, se nazyvaji protoonkogeny. Za normalnich okolnosti nemaji bezprostiedni vztah
ke vzniku nddorového procesu. Teprve ndsledkem jejich mutace nebo aktivace v nevhodnou
dobu muaze dojit k rozvoji nadorového bujeni.



Opacnou roli z hlediska bun&Cné proliferace i nddorové transformace zastdvaji tumor
supresorové geny (antionkogeny). Pfi jejich expresi dochdzi k inhibici nddorové transformace.
Prikladem antionkogenu je gen pS3, ktery byva oznacCovén jako strdZce geonomu. Brani totizZ
proliferaci bungk v ptipadé€, Ze by to bylo pro buriky nebezpecné.

Rust masy nadorovych bunék muze byt zpisoben nejen absolutnim piiristkem bunécné
populace jeji proliferaci, ale téZ se na ném vyznamné podili prodlouZené prezivani bunék,
které ztratily schopnost aktivace sebedestrukéniho programu — apoptézy. Za fyziologickych
okolnosti je proces apoptézy vysoce specializovanym, aktivnim déjem vyZadujicim
ptitomnost fady specializovanych bunécnych bilkovin. Z tohoto divodu jsou geny kédujici
regulacni proteiny apoptézy mistem mutacnich zmén pti bunécné transformaci.

Ukolem regulaénich gend je oprava tsekii DNA poskozenych vlivem ptisobeni zevnich i
vnitinich faktord s cilem zabranit dals$i kumulaci genetickych zmén. Poskozeni reparacnich
genll se na bunécné proliferaci nebo prezivani bunék projevi nepiimo zvySenim Cetnosti
mutaci [1, 2].

2.1.4 Nadorovy rust a metastazovani

2.1.4.1 Zdkladni vlastnosti nddorovych bunék

Nédorové buiiky se vyznacuji autonomnim chovdnim, ztritou diferenciace, zvySenou
invazivitou, ztratou kontroly pti kontaktu s okolnimi buiikami a schopnosti zaklddat vzddlena
loZiska (metastazovéani). Autonomni chovéni spocivd v neregulovaném mnoZeni nadorovych
bungk. Chaoticky se vyvijejici butiky ztraceji schopnost dospét do zralého (diferencovaného)
stavu. Invazivita je schopnost niddorovych bunék Sifit se bez ohledu na mikroskopické a
makroskopické anatomické bariéry.

Pro rust nadoru je rozhodujici pfitomnost kmenovych bunék ve vychozi tkani. Kmenova
burika je naddna schopnosti sebeobnovovani. Pro rust i reparaci poskozeni vSech tkani je
ptitomnost kmenovych bun€k nezbytnd. TotéZ plati i pro nddory. Jsou to pravé kmenové
bunky normdlnich tkani, které jsou Castéji a sndze ovlivnény rdznymi mutagennimi vlivy,
veetné vlivu karcinogennich. Nadorovou mutaci jedné nebo vice kmenovych bunék vychozi
tkan€ vznika zaklad nadoru [1, 2].

2.1.4.2 Metastaticky proces

Metastazovani je schopnost zhoubného nddoru S$ifit se do dalSich oblasti lidského
organismu. K tvorbé metastdz mize dochazet cestou krevni cirkulace, cestou lymfatickych
cév, nebo zachycenim v t€lnich dutindch. Nejcasteji se metastazy rozSifuji krevni cirkulaci.

Schopnost tvofit metastdzy je zdkladni vlastnosti maligniho bujeni. Tato vlastnost naopak
zcela chybi nezhoubnym (benignim) nadortim [1].

2.1.5 Kancerogeneze

Kancerogeneze je proces vzniku nddoru. Nadorové transformace je proces, ktery probihd
po etapach. Vznik a vyvoj nddorového onemocnéni m4 tfi hlavni fize: iniciaci, promoci a
progresi.



Ve fazich iniciace a promoce jsou bunky zdravych tkdni vystaveny pusobeni rtiznych
kancerogennich stimuld. Poruchu bunécné funkce nezpusobi jedna zména, ale vysoce
nepravdépodobné soucasné pusobeni n€kolika zmén, které by samy o sobé nebyly skodlivé.
Faze progrese je vysledkem genetické nestability a aktivace dalSich gent vedouci ke
zhoubnému neregulovanému chovéni transformovanych bunék a plnému rozvoji nddorového
onemocnéni [1].

2.1.5.1 Kancerogenni faktory

Mezi faktory zevniho prostiedi, které se podileji na vzniku nadort se fadi nejen vlastni
kancerogeny (latky, které maji schopnost vyvolat zmé&nu genetické informace), ale téz
kokancerogeny, které maji schopnost genetické zmény prohloubit a tak urychlovat vznik
nddoru. Kancerogenni litky lze délit na fyzikdlni, chemické a biologické.

¢ Fyzikdlni kancerogeny - mezi fyzikdlni kancerogeny patii pfedevs§im ionizujici (X a )
a neionizujici (UV) zareni. Kancerogenni ucinek zafeni je vdzdn na poSkozeni
bunéné DNA vyvolané prenosem energie zdfeni na tuto cilovou molekulu. Pfenos
energie muze navodit excitaci nukleotidovych bazi v DNA a vést k jejimu pfimému
poskozeni.

e Chemické kancerogeny - v dneSni dobé je zndmo vice nez 3000 chemickych

oev s

aromatické uhlovodiky, mezi které patii kancerogenni slozky dehtu - benzpyren a

benzantracen. Druhou nejdulezitéjsi skupinou chemickych kancerogenu jsou
nitrosaminy, které jsou obsaZeny v uzenych, ptipadné i smazenych potravinich.

® Biologické kancerogeny - prikladem biologické latky s kancerogennim potencidlem je
aflatoxin (produkt plisné Aspergillus flavus). V kontaminované potravé obsaZené
aflatoxiny jsou zodpoveédné za vznik nadort jater [1, 2].

2.1.5.2 Virovd kancerogeneze

Né4dorova onemocnéni se vyskytuji bez vzdjemné spojitosti a nechovaji se jako infekéni
choroby. U lidi se predpoklddd moZny vztah mezi virovou infekci a vznikem nddorového
onemocnéni. Prokdzdno je to v souCasné dob& napf. u papilomaviru HPV (karcinom
délozniho Cipku), herpesviru EBV (Burkittiv lymfom) a retroviru HIV (Kaposhiho
sarkom) [2].
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2.2 Postaveni chemoterapie v komplexni 1é¢bé nadorovych onemocnéni

K rozvoji chemoterapie doslo az po 2. svétové vilce a k Sir§Simu pouziti u solidnich nadort
teprve v poslednich desetiletich. Na rozdil od chirurgie a radioterapie, které se uplatiiuji
zejména v lokdlni 1é¢b€ nddorového onemocnéni, predstavuji chemoterapie a biologicka
terapie metody 1é¢by systémové, zamefené na diseminované (metastatické) onemocnéni.

V onkologii se pod pojmem chemoterapie rozumi podavani 1éka s cytotoxickym tc¢inkem,
které mohou byt ptivodu syntetického, nebo jde o derivaty pfirodnich latek. TerCem ucinku
cytostatik jsou proliferujici buiiky. Proliferujici frakce nddorovych bunék vykazuje k
chemoterapii nejveétsi senzitivitu.

2.2.1 Rozdéleni cytostatik podle mechanismu tGcinku

Mezi zdkladni mechanismy tcinku cytostatik na molekuldrni drovni patii:
— inhibice biosyntézy
— poSkozeni funkce nukleovych kyselin
— inhibice mitdzy a proteosyntézy
- blokada reparacniho mechanismu nukleovych kyselin
— blokdda topoizomeraz”
- indukce apoptdzy

2.2.1.1 Alkylacni ldtky

Alkylacni latky obsahuji jednu nebo dvé reaktivni alkylové skupiny, které maji schopnost
kovalentni vazby s biologickymi makromolekulami, zejména DNA. Hlavnim mechanismem
je rozstépeni fetézcii DNA a branéni identické reduplikaci, nebot’ pro jeji prubeh je dulezité
bezchybné oddéleni jednotlivych DNA vliken.. Radime zde napf. aziridiny, estery
sulfonovych kyselin, derivaty nitrosomocoviny a antibiotika s alkylaénim d¢inkem.

2.2.1.2 Antimetabolity

Jednd se o latky strukturdlné podobné fyziologickym slouCenindm nutnym k syntéze
nukleovych kyselin. Na zdklad€ této podobnosti antimetabolity inhibuji enzymy, které se
podileji na syntéze nukleovych kyselin, coz vede k poSkozeni a smrti bunky. NejdaleZit€jsimi
antimetabolity pouZivanymi v protinddorové chemoterapii jsou analoga kyseliny listové,
purind a pyrimidind.

: Topoizomeraza je enzym, ktery ,,rozpléta“ DNA, je nutna k tomu, aby genetickd informace mohla byt ctena
nebo kopirovana. Upln4 inhibice topoizomerdz by byla pro buiiky osudnd. Céste¢nd inhibice se mnohem vice
dotkne mnozicich se bun¢k (krevnich bungk, epitelii, hlavn¢ vS§ak naddorovych bunék) nez ostatnich.
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2.2.1.3 Protinddorovd antibiotika

Protinddorovd antibiotika jsou strukturdln€ rozlicné substance, které byly ziskany
z ruznych druht streptomyces. Tato 1é¢iva maji sice také antibakteridlni G¢inek, jsou ale pfilis
cytotoxicka, nez aby se pouZzivaly na 1écbu infekci. Cilem jejich cytotoxického pusobeni jsou
nukleové kyseliny. K zastupcim této skupiny 1éCiv fadime antracyklinova antibiotika,
bleomycin, mitomycin C a daktinomycin.

2.2.1.3 Rostlinné alkaloidy

Rostlinné alkaloidy ptfedstavuji mensi skupinu protinddorovych 1é¢iv, do které jsou fazeny
tzv. vinca alkaloidy a taxdny, které inhibuji tvorbu mitotického vieténka a ddle kamptoteciny,
které inhibuji topoizomerédzu I a epipodofylotoxiny, které inhibuji topoizomerizu II.

2.2.1.4 Derivdty platiny

Podobné jako u alkylac¢nich latek je mechanizmem cytotoxického ucinku derivatu platiny
tvorba muastkt (DNA cross-links). V soucasné dobé€ se v klinické praxi pouzivaji nasledujici
derivaty platiny: cisplatina, karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina (Jap.) a labaplatina (Cina)
[1, 2, 3].
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2.3 Protinadorové a¢inné komplexy platiny

2.3.1 Cisplatina

Nejdéle pouZivanym cytostatikem na bdzi platiny je cis-diamminodichloroplatnaty
komplex s generickym ndzvem cisplatina.

‘B

] I |
Cl £ tN

e i
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L
] \.\"

N
cl”” NH,
Obr. 1 - Strukturni vzorce cisplatiny [4]

Cisplatinu poprvé syntetizoval v roce 1845 Michel Peyrone [5]. Jeji schopnosti potlacovat
rust nadord byly objeveny aZ vroce 1969 Barnettem Rosenbergen béhem sledovani vlivu
elektrického pole na rast bakterii [6].

K méteni pouzival platinové elektrody ponofené do roztoku s chloridem amonnym. Po
jisté dobé doslo k zastaveni bunécného déleni bakterii a k jejich filamentéznimu rastu, ¢imz
se az tristakrat prodlouzila jejich délka. Pozd€ji bylo prokdzano, Ze pti¢inou tohoto jevu neni
elektrické pole, nybrz tetrachlordiaminplaticity komplex vznikly uvolnénim malého mnoZstvi
platiny do roztoku elektrolytu. Tento objev vedl k pokusim na experimentdlnich nadorovych
modelech, u kterych posléze skutecné doslo k zastaveni rastu, jejich redukci a tim i delSimu
pieziti pokusnych zvirat.

Poté, co cisplatina prosla klinickymi zkouskami bylo zjiSténo, Ze piisobi i proti nékterym
pokroc€ilym nadorim. V soucasné dobé se 1ékova forma cisplatiny dspéSné vyuziva zejména
k 1é¢bé nadort varlat. V piipadé tohoto typu naddora se tplné remise dosahuje u vice nez 85 %
pacientd. Dale se cisplatina vyuZziva také k 1é€bé nadort prostaty, vajenikd, mocového
méchyfte, travici trubice a proti nékterym nadorim v oblasti hlavy a krku [7]. V kombinaci
s radioterapii muze byt cisplatina dsp€$né nasazena pii 1éCbé nadortu plic, jicnu, mozku a
karcinomu déloZniho krcku.

2.3.1.1 Reaktivita komplexu platiny

Pro vlastni funkci komplexu nejsou dulezité pouze samotné ligandy navdzané na centralni
atom platiny, ale rovnéZ jejich uspotadani. Piikladem zmény vlastnosti komplexu v disledku
rozdilného uspofdddni ligandd je trans izomer cisplatiny — transplatiny (trans-
diammindichloroplatnaty komplex), kterd je protinddorové neaktivni a je méné cytotoxicka
neZ cisplatina [8].
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Obr. 2 - Strukturni vzorec transplatiny

Jak cisplatina tak jeji trans izomer patii do skupiny komplexa s centrdlnim atomem platiny
v oxidacnim stupni II a oba vykazuji Ctvercoveé plandrni symetrii. Chemickd stabilita vazby
mezi centrdlnim atomem platiny a ligandem zdvisi na jeho schopnosti poskytovat elektrony na
uskutecnéni vazby (elektrondonornim charakteru). Sila vazby vzrlsta s polarizovatelnosti
elektronového obalu ligandu. Afinita ligandii pro vazbu s dvojmocnou platinou klesa v potadi

CN- >NH; >OH >C1 >NO5 >Cl04 >H,0

Dalsim faktorem ovliviiujicim termodynamickou stabilitu vazby mezi platinou a ligandem
je tzv. trans-efekt, coz je schopnost ligandu usnadfiovat substituci v poloze trans [9]. U
cisplatiny vykazuje z obou ligandti (NH3 a CI') vétsi trans efekt chloridovy anion. V piipadé
transplatiny jsou v poloze trans vidy dva stejné ligandy a dochédzi ke vzdjemnému vyruSeni
efektu.

Z téchto vztahti vyplyva, Ze chloridové ionty u cisplatiny budou ve vodném prostiedi
odstupovat mnohem rychleji nez u transplatiny. Proto bude substituce chloridovych ionta
molekulami vody (hydrolyza) probihat snadnéji u cisplatiny nezli u transplatiny.
Pfi zdméné chloridového iontu za vodu ziskd cisplatina kladny ndboj, coZ vede k
elektrostatickému pritahovdni mezi touto formou komplexu a zdporn€ nabitou DNA [10]
(obr. 3).

cis-[Pt(NH;),C1° +h0 cis-[Pt(NH3),(H,O)Cl]* + CI 10 cis-[Pt(NH;),(H,0),]** + CI
1 2
Ka Kal
-H* || +H' -H* || +HY
cis-[Pt(NH;),CI(OH)]° 0 cis-[Pt(NH;),(H,O)(OH)]* + CT
KaZ
-H" || +H*
cis-[Pt(NH;),(OH),]°

Obr. 3 - Rovnice hydrolyzy a deprotonizace cisplatiny ve vodném prostiedi [11]
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2.3.1.2 Distribuce cisplatiny v burikdch

Cisplatina je pacientim aplikovana intravenézné. V krevni plazmé je relativné vysoka
koncentrace chloridovych iontd (~100 mM pfii pH 7.4), pfi niz se téméf 93 % cisplatiny
nachézi v dichloro nebo chloro - hydroxo formé.Tento nereaktivni stav komplexu umoziuje
prunik z krevniho feCiSté pasivnim transportem pies cytoplazmatickou membranu do bunék.
V cytoplazmatickém prostoru uvniti butiky pfi stejném pH je koncentrace chloridovych iontt
vyrazné€ niz$i (pouze asi 4 mM). V takto nizké koncentraci chloridovych iontl je cisplatina
hydrolyzovéna asi ze 33 % [12].

Cisplatina v hydrolyzované formé je elekrofilni molekula, kterd neselektivné reaguje
s riznymi ¢astmi bunék: 5 — 10 % je vazano na membrany, 20 % na nukleové kyseliny a
nukleoproteiny, 20 — 50 % na proteiny a zbyvajicich 20 — 55 % se dé&€li mezi cisplatinu
vdzanou na malé molekuly a volny komplex [14]. Pouze nékteré interakce vSak maji vliv na
bunécny rust a deéleni. Napiiklad vazba platinovych komplexti na proteiny sice inhibuje jejich
enzymovou aktivitu, nicméné jak dokazuje celd fada experimentl, nejvétsi cytostatickou
ucinnost ma vazba cisplatiny na DNA.

2.3.1.3 DNA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je biologickd makromolekula sloZend =z cukr-
fosfatové kostry, na niz jsou prostfednictvim N-glykosidickych vazeb v riznych kombinacich
vazéany Ctyfi nukleové baze: dve purinové (adenin, guanin) a dveé pyrimidové (cytosin, tymin).
Nukleotidy jsou uspotradany do fady za sebou. Jejich spojeni v fad¢ zajist'uji fosfatové zbytky,
které spojuji 3' uhlik jedné deoxyribézy s 5'uhlikem druhé deoxyribézy. Tzv.
polynukleotidovy fetézec je vytvafen pravé vzdjemnym propojenim nukleotida 3',5'-
fosfodiesterovou vazbou. Antiparalelni fetézce DNA jsou spojeny vodikovymi mustky mezi
bazemi do pravoto¢ivé dvousroubovice. Parovani purinovych a pyrimidovych nukleotidu
opacnych fetézcu je velice specifické (Watson-Crickiv zpisob). Je zalozeno na tzv.
komplementarité bazi, kdy se vZdy dvéma vodikovymi vazbami viZe adenin s thyminem a
tfemi vodikovymi vazbami jsou k sobé vdzany cytosin s guaninem.(obr.4)

0
Guanin l'/ Cytosin Adenin Thymin

a) b)

Obr. 4 - Schematické zndzornéni Watson-Crickova pdrovani bdazi: a ) G-C, b) A-T [13]
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Konformace, jakou duplex DNA vytvoii zavisi na sekvenci jednotlivych nukleotidd a na
prostiedi v jakém se nachdzi. Dvoutetézcovda DNA existuje ve 3 formach (A, B a Z). V
konformacich A a B je DNA je pravotocCivd, Z konformace vykazuje levotoCivé vinuti
dvouSroubovice (obr.5). Zakladni konformaci vyskytujici se ve vSech prokaryotickych a
eukaryotickych burikdch je B-forma, kterd vykazuje stabilitu i pti vysoké relativni vlhkosti
(95 %) [15].

Obr. 5 - Struktury konformaci makromolekul DNA (A, Ba Z ) [16]

2.3.1.3.1 Sily stabilizujici DNA

V roving bazi je dvousroubovice DNA stabilizovdna vodikovymi mustky, které vznikaji
mezi bazemi vramci Watson-Crickova parovani bazi. Vodikové miustky jsou vazby
elektrostatického typu a jejich velikost je nepfimo Umeérnd vzddlenosti a pfimo Umeérna
velikosti parcidlniho ndboje na atomech podilejicich se na vazbé (atomy N,H a O).

Mezi interakce stabilizujici dvousroubovici ve sméru kolmém na rovinu bazi patii dipdl-
dip6lova interakce, Londonovy disperzni sily a hydrofobni interakce. Kazd4 baze nukleové
kyseliny md permanentni dip6lovy moment, ktery ovliviiuje jeji elektrostatické vlastnosti.
Londonovy disperzni sily jsou dusledkem nerovnomérného rozloZeni elektrického naboje
zpusobeného fluktuaci elektronové hustoty. Tyto sily spolu s dipél-dipélovou interakei vedou
k ptitahovéani b4zi umisténych nad sebou.

Pojmem hydrofobni interakce minime jev, pfi kterém dochdzi k minimalizaci kontaktu
nepoldrnich skupin DNA s molekulami vody. Nepoldrnimi ¢4stmi DNA jsou bédze, které jsou
umistény uvnitf dvouSroubovice. Bdze se vrstvi nad sebe, aby byl minimalizovdn jejich
kontakt s vodou. V anglické literatufe se tyto interakce oznacuji jako ,,stacking® interakce.
Samotnd molekula DNA je destabilizovana v disledku elektrostatického odpuzovani zaporné
nabitych cukrfosfatovych koster jednotlivych fetézcti. Pokud se v roztoku nachézeji kationy,
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které vytvareji kolem DNA iontovou atmosféru, jsou tyto odpudivé sily odstranény. Piispeévky
jednotlivych interakci jsou velmi malé, ale jejich mnoZstvi a kooperativita ddva vznik stabilni
molekule DNA [17].

2.3.1.4 Vazba cisplatiny na DNA

V neutrdlnim prostiedi je DNA diky zdporné nabitym fosfaitovym zbytkim v jeji
cukrfosfatové kostte polyaniontem. Vazebna mista na DNA muzZeme sefadit podle reaktivity
s komplexy platiny ndsledovné: guanin-N7 >> adenin-N7 >> cytosin-N3 >> adenin-N1 [14].
Atomy dusiku v poloze N7 guaninu a adeninu jsou vystaveny do prostoru velkého zZlabku a
jsou tudiZ snadno pfistupné pro navazani komplexu, zatimco vazba cisplatiny na N3 cytosinu
a N1 adeninu je znesnadnéna parovanim bédzi [18]. Vazba cisplatiny na DNA probihd ve dvou
fazich. V prvni fizi vznikd z cisplatiny po odstoupeni jednoho CI ligandu a jeho vyméné za
vodu kladné€ nabity monoaqua komplex, ktery je elektrostaticky pfitahovan k DNA. Voda je
nahrazena nukleofiln€jSim atomem béze, ¢imZ vznikd monofunkéni adukt. Ve druhé fazi je
hydrolyzovéan i druhy CI ligand a poté opét nahrazen atomem bédze za vzniku bifunkéniho
aduktu. K tvorbé bifuk¢énich adukti dochdzi bud’ na jednom fetézci DNA (vnitrofetézcové
mustky), nebo mezi obéma fetézci DNA (mezifetézcové mustky).

velky zlabek velky zlabek

H— N—H ——

|

N
I
W maly zlabek

Obr. 6 - Poloha N7 a umisténi vazebnych mist pro platinové komplexy [11]

N
N——

| A

/

Nejvice zastoupenym aduktem cisplatiny (60 %) je vnitrofetézcovy mustek mezi dvéma
sousednim guaninovym zbytky v jednom fetézci (1,2-GG-). Dalsich 20 % aduktti tvori
cisplatina se sousedici adeninovou a guaninovou bazi (1,2-AG-). K vnitrofetézcovym typim
aduktd fadime rovnéZ vazbu mezi dvéma guaninovymi zbytky oddélenymi od sebe jednim
nukleotidem (1,3-GXG-, kde X = A,C,T), tento typ aduktu je zastoupen asi z 10%. Cisplatina
také vytvari meziretézcové vazby a to mezi dvéma guaninovymi bizemi v komplementarnich
fetézcich v sekvenci 5™-GC-37, cozZ tvoii spolecné s monofunkéné navdzanou cisplatinou 5 —

10 % vytvorenych aduktq.

Ve vsech typech adukti je cisplatina navazana na N7 atom purinovych zbytkl. NejCastéji
se vyskytujicim typem aduktu je 1,2-GG- vnitrofetézcovy mustek, ktery se povazuje za
klicovy pfi pusobeni cisplatiny [7].
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Obr. 7 - Zndzornéni nékterych typu aduktit cisplatiny na fragmentu dvouretézcové DNA [11]:
- monofunkcni adukt (A)
- 1,3-GG a 1,2-GG vnitroretézcové mustky (B) a (C)
- 1,2-GG meziretézcovy mistek (D)

2.3.1.5 Strukturni zmény indukované vazbou cisplatiny na DNA

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

Nejfrekventovanéjsim aduktem cisplatiny je 1,2-GG- vnitrofetézcovy mustek, ktery
zpusobuje ohyb DNA o 34° do velkého Zldbku a rozvinuti Sroubovice o 13°. Dochazi
k rozsifeni a zploSténi malého Zldbku na opacné strané DNA neZ je adukt cisplatiny a
poskozeni vrozsahu 4 — 5 pb. DNA vykazuje po vzniku téchto typi aduktd podobné
parametry jako jeji A forma [19].

Mezifetézcovy mustek mezi guaninovymi zbytky v komplementarnich fetézcich zpasobuje
konformacni zmény jesteé vétStho rozsahu. Bylo zjiSténo, Ze thel rozvinuti multimerd
dvoufetézcovych oligonukleotidi obsahujicich jeden mezifetézcovy mustek je okolo 79° a
ohyb osy je 45°. Mezifetézcovy mustek utvofeny cisplatinou je umistén v malém Zlabku a
dvousroubovice je v tomto misté pfeménéna na levotoCivou formu, podobnou Z formé [7].

Jen mala ¢ast aduktd tvofenych cisplatinou zastdva navazana monofunk¢né. Ukazalo se Ze
tento typ adukti zpusobuje distorze siln€ zdvislé na sekvenci nukleotidi v okoli vazby,
v pruméru 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 zdkladnimi procesy v rychle proliferujicich nddorovych
bunkdach. Inhibice téchto procest vypovidd o ucinnosti cytostatik. Vysledky experimentu
prokdzaly schopnost cisplatiny zastavovat replikaci DNA in vitro a in vivo. Tato schopnost
vSak byla prokdzdna i u protinddorové neucinné transplatiny, coZ znamend, Ze vlastnost
cisplatiny blokovat DNA polymerdzu zcela nevysvétluje jeji protinddorovou dc€innost. Zajem
se tedy obratil na studium vlivu cisplatiny na transkripci. Zjistilo se, Ze navdzané bifunkCni
adukty na DNA siln€ inhibuji transkripci této makromolekuly RNA polymerdzou. Adukty
znemoznuji funkénost RNA polymerdzy jednak vytvafenim fyzikdlnich bariér, ale také
specifickym pozménovanim vlastnosti transkripnich komplext [21].

2.3.1.7 Odpovéd’ buriky na poskozeni DNA

Poskozeni DNA je nejprve rozpozndno senzorovymi proteiny, které nasledné€ iniciuji
transdukéni drdhu. Ta aktivuje efektorové proteiny, jenZ rozhodnou, kterd z nisledujicich
operaci prob&hne:

— Oprava poskozeni reparaénimi mechanizmy

— Zastaveni bunécného cyklu

— Uskutecnéni transkripce i pres poskozeni DNA

— Aktivace apoptdzy - programovand smrt builky, indukovdna fyziologickymi
stimuly (napf.nedostatek rustovych latek).

Vazba cisplatiny na DNA neni sama o sob& dostaCujici pro smrt buriky. Obvykle burika
zahyne az za n€kolik dni od jeji inkubace s cisplatinou.

Cisplatina je obecné povazovana za latku, kterd nepusobi v konkrétni fazi bunécného
cyklu. Bylo ale dokdzédno, Ze vykazuje vétsi toxicitu pro buiiky ve fizi dé€leni neZ pro burniky
v klidové fazi [7].

2.3.1.8 Nevyhody pouZiti cisplatiny jako chemoterapeutika

vvvvvv

Ackoli je cisplatina jednim z nejispéSnéjSich cytostatik, md jeji vyuZziti celou fadu
omezeni. Limitace v pouZiti cisplatiny pfi chemoterapii je spojena s vlastni a ziskanou
rezistenci nadorovych bunek na toto 1éCivo. Rezistence muze byt vyvoldna z vice pricin.
V prvé fade je to inaktivace 1éCiva, zpisobend interakci cisplatiny s riznymi biomolekulami
pii cesté k cillovému mistu. Jednd se o liatky obsahujici siru (methioninové a cysteinové
zbytky). Piikladem muZe byt glutathion, ktery svoji interakci s chemoterapeutikem snizuje
mnoZstvi navdzané cisplatiny na DNA [22]. DalS§im faktorem rezistence je zvySend oprava
adukt tvofenych cisplatinou na DNA (nejcastéji jde o tzv. excisni nukleotidovou opravu,
beéhem které je poSkozeni vystfizeno a vystfiZené misto nahrazeno novym neposkozenym
fragmentem DNA) a rovnéZ zvysSend tolerance k poSkozeni makromolekuly témito adukty [7].

Dal$im omezenim tohoto 1éCiva je skuteCnost, Ze nepotlaCuje rust nejcastéji se
vyskytujicich nadort, jako jsou nadory prsu, Ci tlustého stfeva. Samotnd 1é€ba byva navic
doprovazena celou tfadou vedlejSich ucinkd. Mezi nejcastéjsi komplikace patii nefrotoxicita,
myelotoxicita, alergické reakce, poruchy krvetvorby a zaZzivaciho traktu. Ne&které vedlejsi
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ucinky mohou byt potlaceny soucasnym poddvanim dalSich latek, napf. diuretik. Cisplatina se
také muaze aplikovat v kombinaci s jinymi cytostatiky. [22].

2.3.2 Protinadorové komplexy odvozené od cisplatiny

Velké nezadouci Gcinky a rezistence neékterych druhli nadort k cisplatiné stimulovaly dals{
vyzkum biologické aktivity novych komplext platiny [23]. Vysledkem tohoto vyzkumu byla
syntéza platinovych cytostatik druhé generace se sniZenou toxicitou, ale se stejnym spektrem
protinddorové aktivity [24].

2.3.2.1 Karboplatina

cis-diammin-cyklobutandikarboxylatoplatnaty komplex

Vyhodou karboplatiny je sniZend nefrotoxicita, v menSim rozsahu se také vyskytuje
nevolnost a zvraceni. AvSak stejné jako cisplatina vykazuje tento komplex poSkozeni
krvetvorby, navic k dosazeni stejného protiniddorového ucinku jako u cisplatiny je potfeba
zhruba dvojndsobného mnozstvi 1é¢iva [25].

O
H-N 0 O
N S
/Pt\
HsN 0
0 @]

Obr. 8: Strukturni vzorce karboplatiny (vlevo) a oxaliplatiny

2.3.2.2 Oxaliplatina

Dal§sim analogem cisplatiny, ktery byl zaveden do klinické praxe je oxaliplatina
(1R,2R diamincyklohexanoxaldtoplatnaty komplex). Oxaliplatina je uc¢innd v podobnych
indikacich jako cisplatina a karboplatina, na rozdil od téchto 1€k je vSak aktivni také u
kolorektdlniho karcinomu, ktery prozatim pfedstavuje jeji zdkladni indikaci (ostatni derivéty
platiny jsou u kolorektdlntho karcinomu netcinné), a to pfevaZzné u nemocnych
s metastatickym onemocnénim (zejména jaternimi metastizami).

Vyhodny s ohledem na kombinace s jinymi cytotoxickym 1éky je také profil nezZddoucich

oev s

je vSak reverzibilni. [26].
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zdsadnim zlomem v 1é¢bé nddorovych onemocnéni, nebot’ nejsou ucinnd proti nejcastéji se
vyskytujicim nadorim. Mimoto pii 1éCbé nékterych typt nddort je cisplatina stdle
nenahraditelnd. Vzhledem k témto skuteCnostem je velkou snahou vyvinout preparity
s t¢innosti ke skupin€ nadort rezistentnich vuci cisplating.

2.3.3 Vicejaderné komplexy platiny

Podstatou cytotoxického pusobeni cytostatik platiny je vazba na DNA a tvorba
specifickych aduktt, které jsou schopny narusit replikaci a transkripci a indukovat apoptézu
[27]. Vyvoj vicejadernych komplexa platiny byl tudiz zaloZen na hypotéze, Ze jedin€ vyrazné
zmény ve zpusobu vazby na DNA mohou vést ke zménéné protinidorové ucinnosti a toho lze
dosdhnout jedin€ podstatnou zménou struktury komplexu.

Vicejaderné komplexy platiny jsou tvofeny spojenim dvou nebo tii platinovych jednotek
prostfednictvim alkandiaminového fetézce o ruzné délce, kde odstupujici chloridové ligandy
zaujimaji cis nebo trans konfiguraci. Tyto komplexy tvofi novou skupinu protinddorove
ucinnych latek schemickymi a biologickymi vlastnostmi vyrazné odliSnymi od analoga
cisplatiny [28].

Testovani protinddorové aktivity bylo provedeno nejdiive na dvojjaderném tetrafunkénim
komplexu 2,2/c,c (obr. 9), jenZ vykazoval protinddorovou aktivitu v buiikdch rezistentnich
vuci cisplating [28]. Z diivodu nizké rozpustnosti tohoto komplexu, cozZ je charakteristickym
rysem u vSech komplext s koordinacni sférou PtN,Cl,, bylo testovani téchto typti komplexua
zastaveno.

Dalsi vyzkum byl proto zaméfen na dvojjaderné komplexy scis a trans geometrii
obsahujici pouze jednu Pt-Cl vazbu na kazdém atomu platiny, jeZ se vyznaCovaly zlepSenou
rozpustnosti. Hlavni predstavitel trans izomera 1,1/t,t oznacovany jako BBR3005 (obr. 9)
prekvapivé vykazoval protinidorovou aktivitu v bunkdch rezistentnich vaéi cisplating,
zatimco 1,1/c,c izomer byl sice protinddorove ucinny v bunikdch sensitivnich k cisplatin€ pfi
niz$ich davkach nez BBR3005, ale v burikich s rezistenci k cisplatin€ aktivni nebyl [29, 30].

Chl].... _.ﬂ"NH

t H3Nhh._ J.."Cl
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t
2)n\NH2 ~ ~ Cl
2,2/c,c

(cH
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H3N1n..,P _,..ﬂCl—| 2+

H:N,,  NH
34N "Pt"' 1] 2\(C t\
NH,”"  “NH,

Cl/ \NH:; H2)6\

11/t
BBR3005

Obr. 9 - Struktura tetrafunkcniho komplexu 2,2/c,c a komplexu BBR3005
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Nezadouci ucinky (zejména plicni toxicita) vSak znemoZnily nasazeni trans izomeru
v klinické praxi. Zna¢né usili bylo tedy zaméfeno na hledani komplexii méné toxickych, se
zlepSenou rozpustnosti a afinitou k DNA oproti komplexu BBR3005. Ke zvySeni afinity
k DNA bylo pouzito dvou pfistupt. Prvni je zaloZen na zvyseni niboje komplexu, ¢ehoZ se
docili zaclenénim centrdlni tetraaminové jednotky platiny do dvojjaderného komplexu za
vzniku komplexu trojjaderného. Druhy pfistup je zaloZen na zvySeni kapacity pro tvorbu
vodikovych mustkd. Toho se docili zaménou alkandiaminového fetézce dvojjaderného
komplexu fetézcem polyaminovym, jako je napf. spermin nebo spermidin [30].

Vyvoj trojjadernych komplext platiny vedl ke vzniku prozatim nejicinn€jsiho komplexu
1,0,1,/t,t,t (BBR3464) (obr. 10). Jeho tc¢innost byla dosud vyzkou$ena na nadorech vaje¢nika,
tlustého stieva, plic, slinivky bfi$ni a zvazuje se vyuziti pro lécbu nadort mozku. Velka
vyhoda tohoto cytostatika tkvi v tom, Ze neni nefrotoxické a tudiz jej lze podavat bez
cisplatinu (neurologické problémy, poSkozeni plic). Nevyhodou komplexu BBR3464 je jeho
vysokd toxicita. Maximalni tolerovana ddvka je 10 x niZ$i neZ u cisplatiny. Byly pozorovany i
neptiznivé vedlejsi iCinky jako porucha krvetvorby a alergické reakce [31].

+
H3Nllu.._ _..I'INHZ\ I'I3Nlh.,, ,.nINHz\ H3N!u., _.|I|(;| :
SR (CH,)e~ t (CHpe~ P
Cl NH, NH,”~ “NH, »”  NH,
1,0,1/t,t,t
BBR3464

Obr. 10 - Strukturni vzorec nejvyznamnéjsiho trojjaderného komplexu

Pti studiu dvojjadernych komplexu platiny se spermidinovym, ¢i sperminovym fetézcem
se zjistilo, Ze vykazuji podobnou biologickou aktivitu jako trojjaderny komplex BBR3464.
Jsou cytotoxické pfi stejnych, ba dokonce i nizSich davkach nez BRR3464 [32]. Struktura
zastupcu této skupiny je patrna ze vzorce komplexu BBR3571.

,c1_| S
Pt

H,?” “NH,

HyNy,  aNHy( H3;N,
"Pt CH,);NH~(CH
ar N, (CH2);NHz( 2)4\N

BBR3571

Obr. 11 - Zdstupce dvojjaderného komplexu se spermidinovym retézcem
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2.3.3.1 Mechanismus pitsobeni a kinetika vazby vicejadernych platinovych komplexi na
DNA

Mechanismus vazby vicejadernych komplexi na DNA zahrnuje tzv. preasociaci
(elektrostatickd interakce s povrchem DNA), hydrolyzu prvniho chloridového ligandu,
monofunkéni vazbu na DNA, hydrolyzu druhého chloridového ligandu a uzavieni bifunk¢ni
vazby [33]. Vrdmci preasociace se vicejaderné komplexy vdZzou do malého Zlabku,
pfednostné do oblasti bohatych na adeniny a thyminy. Rychlost tvorby aduktu je zdvisld na
trech faktorech: typu a konformaci DNA, délce spojovaciho fetézce a izomeraci komplexu
platiny.

Experimenty s dvojjadernym komplexem odhalily, Ze krok, ktery pfedevSim fidi rychlost
vazby k DNA, je podobné& jako u cisplatiny hydrolyza prvniho chloridového ligandu. Dalsi
studie prokazaly, Ze hydrolyza na jednom konci komplexu neovliviiuje rychlost hydrolyzy na
jeho druhém konci, tzn. hydrolyzy chloridovych ligandi na obou koncovych platinovych
atomech jsou na sob€ nezdvislé [31]. Poté se komplex €dsteCné nebo tpln€ presouvd z malého
do velkého 7libku, aby mohlo dojit k tvorbé monofunkéniho aduktu na N7 guaninu.
Nenavazand skupina platiny se spojuje s fosfadtovou kostrou duplexu elektrostatickou interakci
a také prostiednictvim vodikovych mustkl, které vznikaji mezi vodiky primarnich aminli a
kysliky fosfatové kostry. Mechanismus tvorby bifunk¢niho aduktu je v pfipad€ dvojjadernych
komplexil a cisplatiny vyrazné odlisny. Uzavieni bifunkéniho aduktu u cisplatiny vyZaduje
rotaci kolem jiz existujici Pt-G(N7) vazby, u dvojjadernych komplexti dochazi k pohybu
nenavdzané skupiny platiny a jeji vazbé€ na dusik N7 guaninu komplementarniho fetézce [33].
Tvorbou bifunkéniho aduktu dochazi k fixaci konformace DNA. A to tak, Ze se cely komplex
nachdzi bud’ ve velké Zlabku, nebo jsou ve velkém zldbku jen koncové platinové skupiny a
spojovaci fetézec je v malém Zlabku.

Obr. 12 - Schéma mechanismu vazby vicejadernych komplexit na DNA: Hydrolyza prvniho
chloridového ligandu ndsleduje nebo predchdzi nekovalentni vazbé komplexu do malého
Zldbku DNA. Poté se musi komplex cdstecné nebo tiplné premistit z malého do velkého Zldbku,
aby mohl utvorit monofunkcni adukt na N7 guaninu. Hydrolyza druhého chloridového ligandu
vede ke tvorbé bifunkcniho aduktu [31]
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2.3.3.2 DNA jako cilové misto protinddorového iicinku vicejadernych komplexu

Vyjimecna protinddorova aktivita BBR3464 a dalSich vicejadernych komplex(i a rozdily
mezi jednotlivymi vicejadernymi komplexy v biologické aktivité je mozné hledat v struktufe
aduktt tvofenych témito komplexy a ve zpusobu vazby na DNA.

K obecnym charakteristikdm vazby vicejadernych komplexd na DNA patii rychld vazba na
DNA, tvorba vétsiho mnozstvi mezifetézcovych mustkd ve srovnani s cisplatinou, rozvijeni
nadSroubovicové plasmidové DNA a sekvencni specifita odliSna od cisplatiny.

Pii stanoveni Cetnosti vzniku mezifetézcovych mustkd se prokazalo, Ze trojjaderny
komplex BBR3464 tvoii mnohem méné takovychto adukta (20 %) nez dvojjaderny BBR3005
(80 %), avSak nepomérné vice nez cisplatina (6 %).

Obr. 13 - Modely hlavnich meziretézcovych a vnitroretézcovych aduktit komplexu BBR3464.
1,4-meziretézcovy miistek (vlevo), 1,5-vnitroretézcovy miistek (uprostred), 1,6-meziretézcovy
miistek (vpravo) [34]

Kromé schopnosti tvorby mezifetézcovych mustkd, byl pozorovan i ireverzibilni prechod
zB do Z konformace v polynukleotidech modifikovanych komplexem BBR3464. Indukce
tohoto prechodu byla zaznamendna i u ostatnich vicejadernych komplexti a je sekvencné
podminénd [31]. Schopnost tvofit Z DNA maji sekvence, na kterych zaciné replikace, nebo
které se podileji na regulaci transkripce, proto miize mit indukce Z DNA uvniti buiiky na oba
dva procesy velky vliv.

Mezi dalsi dilezité charakteristiky DNA modifikované komplexy fadime thel rozvijeni
dvousroubovice. Hodnoty dhlu rozvijeni jsou ovliviiovany typem ligandt koordinacnich sfér
atomi platiny a typem adukt tvofenych na DNA. Pro komplexy, které se vazou na DNA
bifunkéni je typickd hodnota dhlu rozvinuti v rozmezi 10 - 14° . Adukty komplexu, které se
vazou na DNA monofunk¢né, rozvijeji DNA vyrazné méné - piiblizné o 6°.

Vybrané charakteristiky vazby nejvyznamnéjSich vicejadernych komplexti jsou shrnuty
v Tab. 1.
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vev,

Tab. 1: Charakteristiky vazby pro nejvyznamnéj
Jjsou uvedeny vysledky cisplatiny [31]

vicejaderné komplexy. Pro srovndni

BBR3464 BBR3005 BBR3571 Cisplatina
(1,0,1/t,t,t) (1,1/t,t, n=6) | (1,1/t,t-Spermidin)
Celkovy ndboj 4+ 3+ 2+ 0
Kinetika vazby (1) 40 min 200-300 min 8.2 min 120 min
Meziretézcové
o 20 70-90 33 6
mustky (%)
Indukce Z-DNA Ano Ano Ano Ne
Rozvijeni 14° 10-14° 12.3° 13°
Pokles EtBr VY ) Vv , vy , Mirn¢
razn razn razn rn
fluorescence yraziy yrazny yrazny y
L Vzestup Vzestup
Teplota tani Nest Pokl
P (max 4°C) (max 8°C) estanoveno okles

2.4 Zakladni techniky a metody vhodné pro studium reakci DNA s komplexy
kovi

v

Jak jiz bylo zminéno v predchozich odstavcich, komplexy platiny se kovalentné vazi na
DNA a touto vazbou indukuji strukturni zmény ve dvouSroubovici DNA. K charakterizaci
vlastnosti vazeb a ndslednych indukovanych strukturnich zmé&n na DNA se vyuZivaji metody
a techniky, které budou definovany v ndsledujicich kapitolach.

2.4.1 Polarografické metody

2.4.1.1 Definice

Polarografii fadime k voltametrickym metoddm analyzy, pfi nichZ se sleduje zavislost
proudu prochazejicitho pracovni elektrodou ponofenou v analyzovaném roztoku na potencialu,
ktery se na tuto elektrodu vkldda z vnéjSiho zdroje. Jako pracovni elektroda se pouziva
rtutova kapkova elektroda (DME). Vysledkem méfeni zavislosti proudu na napéti v systému
s DME jsou polarografické vlny, kde vySka této vlny (limitni proud Ijn) je Umeérnd
koncentraci sledované slozky vzorku (depolarizatoru). Potencidl v poloving jeji vysky
(pulvlnovy potencial E1/2) odpovida typu depolarizatoru.
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Obr. 14: Zdkladni zapojeni: dvouelektrodové v klasické polarografii; tiielektrodové ve
voltametrii a polarografii; 1 - pomocnd elektroda, 2 - pracovni polarizovatelné elektroda,
3 - srovndvaci nepolarizovatelnd elektroda [37]

Klasickd polarografie umoZiiuje stanovit koncentrace latek s limitem detekce okolo
10* mol.dm™, coz je limit pro velkou Céast analytickych operaci nedostatecny. V praxi proto
nalézaji vétsi uplatnéni razné typy modifikaci, predev§im tzv. pulzni metody, jejichz limity
detekce jsou o n€kolik fadd nizs$i. Jednou z nejCastéji pouzivanych metod tohoto typu je
diferen¢ni pulzni polarografie (DPP).

Pfi metodé diferencni pulzni polarografie je na rtutovou kapkovou elektrodu vkladano
stejnosmérné napéti linedrne rostouci s Casem, na které se vZdy na konci Zivota kapky vloZi
napétovy pulz. Zaznamendva se pak rozdil proudd pred vloZenim pulzu a na konci pulzu.
Vyslednd zdvislost proudu na napéti ma tvar piku. Potencidl jeho maxima (Ep) je zhruba
rovny palvlnovému potencialu (E.). Vyska piku je piimo imérna koncentraci depolarizatoru.
Diferencni pulzni polarografie je mnohem citlivéjSi metodou neZ klasicka polarografie. Touto
metodou lze stanovovat koncentrace litek s limitem detekce okolo 10® mol.dm™ [35].
Vyhoda diferencni pulzni polarografie tkvi také v jeji jednoduchosti a v rychlosti stanoveni.

& velikost pulsu  — A
! Al
Al
A
Al
| 4
e 2 .
-E E

Obr. 15: Krivka klasické a diferencni pulzni polarografie (velikost pulzu je pro ndzornost
podstatné precenéna) [37]

2.4.1.2 Vyznam DPP pro vazbu komplexu platiny na DNA

VétSina sloucenin platiny, pouZivanych pii chemoterapii, je polarograficky aktivni.
Diferencni pulsni polarografie lze tedy pouZzit pri studiu kinetiky navazani komplexu platiny
na DNA, kde se stanovuje koncentrace volného nenavdzaného komplexu platiny v roztoku
elektrolytu. Reakéni smés obsahuje volny nenavdzany komplex a DNA s navdzanym
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komplexem platiny. Polarograficky signdl vSak vykazuje pouze nenavdzanid sloucenina
platiny. Reak¢ni smés tedy muZe byt analyzovdna piimo bez pridavku jinych latek, které by
mohly ovlivnit analyzu. PouZije-1i se tzv. FSHA elektrolyt (formaldehyd-hydrazin-kyselina
sirovd), dojde k denaturaci volné DNA i DNA s navdzanou platinou. Tato sraZenina
neinterferuje se stanovovanym nenavdzanym komplexem platiny. SrdZzeni DNA ihned
zastavuje reakci komplexu platiny s DNA a nezpusobuje disociaci komplexu jiz navazaného
na DNA [36].

2.4.2 Chiroptické metody — CD spektroskopie

Soucasti biologickych molekul (DNA) jsou opticky aktivni molekuly cukri a
aminokyseliny. V piipadé uspofddani monomernich jednotek do Sroubovice dochazi
k vyraznému zesileni optické aktivity celé makromolekuly.

Opticky aktivni ldtka se vyznacuje tim, Ze staCi rovinu polarizovaného svétla. Rovinné
polarizované svétlo lze rozloZit na levotoc¢ivou a pravotocivou slozku kruhoveé polarizovaného
svétla. Prochdzi-1i levotocivd slozka kruhové polarizovaného svétla prostfedim jinou rychlosti
(ma jiny index lomu n) neZ pravotociva slozka kruhovée polarizovaného svétla, dochazi k tzv.
stoCeni roviny polarizovaného svétla. Je-li levotoCivéd sloZka kruhové polarizovaného svétla
jinak absorbovédna nez pravotoCivd slozka kruhové polarizovaného svétla, dojde ke zméné
rovinn€ polarizovaného svétla na elipticky polarizované. Cirkuldrni dichroismus je pak
definovén jako rozdil extinkéniho koeficientu (konstanty imérnosti) pro levo- a pravo-toCivou
slozku kruhové polarizovaného svétla, zptisobeny asymetrii molekularni struktury sledované
latky.

CD=Ae=¢.+¢p
Uhel, ktery charakterizuje miru zmény rovinng polarizovaného svétla na elipticky

polarizované nazyvame elipticitou 6. JestliZze je svétlo rovinné polarizovdano je 6 =0, u
kruhové€ polarizovaného svétla je 6 = 45° [38].

E.+E

Obr.16 - Schéma elipticky polarizovaného svétla [38]
Er — vektor intenzity pravotocivé polarizované slozky
E — vektor intenzity levotocivé polarizované sloZky
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2.4.2.1 Spektra cirkuldrniho dichroismu

Kftivka cirkuldrniho dichroismu je rozdilem mezi absorpnimi spektry pro levo- a pravo-
toCivé polarizované svétlo. Spektra cirkuldrniho dichroismu se mé&fi na dichrografu, coz je
jednopaprskovy diferencidlni absorpéni spektrofotometr. Zkoumany vzorek je stfidavé
ozafovdn vlevo a vpravo kruhové polarizovatelnym monochromatickym svetlem. Tato
periodickd zména polariza¢niho stavu paprsku se po pruchodu opticky aktivnim prostifedim,
kde jsou absorpcni koeficienty €. a €r rozdilné, projevi pravidelnymi zménami intenzity
proSlého svétla. Zmeny jsou pak pfeménény fotondsobi¢em na elektricky signdl, na jehoZz
zpracovani se vyuziva fdzove synchronni detektor.

2.4.2.2 VyuZiti CD spektroskopie ke sledovdni konformacnich zmén DNA

CD spektroskopie je metoda velmi citlivd na zmény ve vzdjemné orientaci bazi v DNA.
Bédze samy o sobé€ nejsou opticky aktivni, jsou vSak vdzany na opticky aktivni deoxyribdzu,
takZe nukleosidy a nukleotidy jiZ optickou aktivitu vykazuji. Tato spektroskopickd metoda je
tedy velmi vhodnd ke sledovdni konformacnich a strukturnich zmén na DNA.

Dosud neexistuji Zadné spolehlivé explicitni vztahy, pomoci kterych by se mohla
znamefeného CD spektra vypocitat konformace piisluSné DNA. Proto se CD spektra
vyhodnocuji empiricky na zakladé znalosti CD spekter DNA a syntetickych polynukleotidd,
jejichz konformace byla zjisténa jinou metodou. Pfi studiu konformacnich pfechoda jsou
srovndviany CD kfivky a hlavn€ jejich zmény. Na zdkladé shodnych charakteristik
konformacnich pfechodt za analogickych podminek lze usuzovat na podstatu konformaéni
zmény [39].

2.4.3 Tani DNA

Téni neboli denaturace DNA je dé&j, pfi némz dochdzi k pferuseni vodikovych vazeb mezi
fetézci DNA a k jejich naslednému oddéleni. Dvouretézcova struktura DNA muize byt
rozvolnéna ohfitim nebo zménou koncentrace soli. Rozpoji se pary bdzi a baze se volné
pohybuji v prostoru, i kdyz zlstavaji navazany na fosfodiesterovou patet polymeru. Pifi této
denaturaci se zvySi optickd absorbance purinovych a pyrimidovych bdzi. Jev se nazyva
denaturaCni hyperchromicita a lze jej sledovat spektrofotometricky méfenim absorbance pfi
260 nm. Diky interakcim nasklddanych bazi (,,stacking* interakce) a vodikovym vazbdm mezi
nimi, je dvouretézcovd molekula DNA pomérné rigidni udtvar a jeji roztok je viskozni.
Viskozita se pii denaturaci ztrati. Retézce dané molekuly DNA se oddéluji v zdvislosti na
teploté. Teplota, pfi které absorbance stoupne o polovinu celkového vzestupu (teplota, pfi niz
je zdenaturovana prave jedna polovina molekul DNA), se nazyva bod tadni, neboli teplota tani
T. Tato teplota odpovidd inflexnimu bodu denaturacni kiivky.
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Obr. 17 — K¥ivka teploty tani DNA

Momentélni hodnota Ty, je zavisla na nékolika faktorech:

» Sekvence DNA - ovliviiuje jak primarni strukturu, tak pocet vodikovych vazeb mezi
komplementarnimi fetézci a ddle také stabilizaci ,,stacking* interakcemi.

» Koncentrace DNA v roztoku — pii vys$i koncentraci dochdzi snadnéji ke vzniku
dvousSroubovicové DNA.

» Zastoupeni bazi v DNA — oblasti s vétSim zastoupenim adenini a thyminl taji
snadnéji

» Koncentrace kladnych iontd v roztoku — teplota tani roste s logaritmem koncentrace
kationd.

Na zédkladé zméfené teploty tdni je moZné urCit miru poSkozeni DNA modifikované
komplexy platiny. Na stabilitu takto modifikované DNA maji vliv:

» Mezitetézcové mustky - komplex platiny se vdZze mezi oba fetézce DNA a tim
znesnadnuje denaturaci. Dochdzi tedy ke stabilizaci DNA.

» Kladny ndboj komplexu platiny — kompenzuje odpuzovani dvou negativné nabitych
fetézci DNA a tim ji stabilizuje.

» Vznikld poskozeni na DNA — zplsobuji destabilizaci. Nekteré slouceniny mohou
svymi objemnymi ligandy vyrazné poSkodit DNA a tim ji destabilizovat. [11,41].
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2.4.4 Charakterizace DNA adukta pomoci fluorescence ethidium bromidu

Metoda fluorescence se zabyva studiem zafeni emitovaného molekulami, které presly do
excitovaného stavu diky absorpci zafeni o vhodné vinové délce. V biochemii mé fluorescence
vyznam ve viditelné a ultrafialové oblasti, jimz odpovida excitace elektroni valencni sféry.
Fluorescence se v biochemii Siroce vyuzivd predevSim v kvantitativni analyze k detekci
nukleovych kyselin. Barveni biomolekul (jako napt. DNA) fluorescennimi barvivy
usnadnuje jejich detekci a kvantifikaci.

Obr .18 - Vzorec ethidium bromidu

Standardni fluorescencni sondou je ethidium bromid. EtBr je polycyklické aromatické
barvivo (obr.17), které se vaZze interkalaCn€é na DNA. Pii interkalaci dochdzi k vmezefeni
planarni molekuly EtBr mezi pary bazi nukleové kyseliny nebo oligonukleotida. Interkalace
ovlivn{ vlastnosti DNA ve smyslu zpevnéni, prodlouZeni a rozpleteni helixu [42].

Interkalacni navazani EtBr muaZe byt blokovdno tvorbou bifukénich adukti komplexu
platiny na DNA. Ethidium bromidu se tudiz vyuZivd k rozliSeni, zda je poSkozeni DNA
zpusobeno monofunkénimi nebo bifunkEnimi adukty platnatych sloucenin.

2.4.5 Elektroforeticka stanoveni

2.4.5.1 Princip elektroforetické detekce

Elektroforéza patfi v molekuldrni biologii k nejpouZivangjSim separa¢nim technikdm pfi
izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteint. Principem této techniky je vyuZivani pohybu
ionizovanych castic v elektrickém poli. Jestlize jsou latky nesouci ndboj rozpustény
v elektrolytu a umistény v elektrické poli, zacnou se pohybovat konstantni rychlosti dmérnou
velikosti jejich ndboji, aniony k anodé a kationy ke katode.

Snaha po dosazeni co nejlepsi separace vedla k vypracovani zna¢ného mnozZstvi raznych
technik a jejich modifikaci.
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2.4.5.2 Elektroforéza na agaréozovém gelu

Tato metoda je typem tzv. zonové elektroforézy, kde se elektroforeticky proces nerealizuje
v roztoku, ale na vhodném nosici, kterym byva nej€astéji gel. Pro separaci nukleovych kyselin
se pouZivaji nejCastéji polyakrylamidové nebo agar6zové gely, které vytvéareji sloZitou
sitovou strukturu polymernich molekul s péry, jejichZ velikost lze ovlivnit sloZenim roztoku a
koncentraci polymeru.

Agar6ézové gely jsou vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od
nekolika set pb po zhruba 50 kpb. Agardza je ptirodni polysacharid Cervenych motskych tas
rodu Gelidium a tvoii soucast agaru, z néhoz ji Ize izolovat. Pohyb molekul v elektrickém poli
(v agar6zovém gelu) je brzdén srazkami s molekulami agardzy a velikosti pora ve struktuie
gelu. Princip molekulového sita se pti béZn€ pouZivanych koncentracich agar6zy neuplatiiuje,
¢imZ je umoZznéno i déleni velkych molekul. DNA Ize totiZ dé€lit pouze na nosi€i, jenZ umoZni
separaci podle velikosti molekul.

Jelikoz hlavnim nositelem ndboje nukleovych kyselin jsou zdporn€ nabité fosfatové
skupiny, pohybuji se molekuly DNA pti konvencni gelové elektroforéze piimocare od katody
k anodé.

Detekce molekul DNA je nejCastéji provadénd pomoci vhodného barviva. NejCastéji se
pouZzivé ethidium bromid, jenZ se interkala¢né vaZe na DNA. Po vazbé dojde k podstatnému
zvySeni kvantového vytézku fluorescence vazaného barviva. Zony jednotlivych frakci smeési
DNA se zviditelni po ozédtfeni UV svétlem [43].

Elektroforéza na agar6zovém gelu se vyuZzivd pii stanoveni uhlu rozvijeni DNA.

Prostfednictvim této metody se rovnéz stanovuje pocet mezifetézcovych mustki komplexa
platiny po navdzani na DNA.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité komplexy platiny, chemikalie, pomucky a pristroje

3.1.1 Komplexy platiny

- dinukledrni komplex BBR3571-DACH
(chlorid p - N',N?- spermidino - bis (trans - cyklohexandiamin-chloroplatnaty))
(Prof. N. Farrell’s Research Group, USA)

- mononukledrni komplex DACH (dichloro(1,2-diamincyklohexan)platnaty komplex)
(Sigma, CR)

- cisplatina (cis - diammin-dichloroplatnaty komplex)
(Sigma, CR)

- dienplatina (diethylentriamin-chloroplatnaty komplex)
(Prof. Natile, University of Bari, Itélie)

H,
N cl H, Hy
N
N 3
ﬁz ﬁz H, Cl/ \N
Ha
H-
I
N\ G
PtR‘CI
I
H2
I b +
Hy NH;
E ~ 7
7Ny

Obr. 19 - Struktura komplexit BBR3571-DACH (nahore), DACH (uprostied) a dienplatina
(dole)
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3.1.2 Chemikalie

- Ethanol (Merck, Némecko)

- Fenol (Lach-Ner, CR)

- Chloroform (Lach-Ner, CR)

- Hydroxid sodny (Merci, CR)

- Kyselina sirové (Onex, CR)

- Chlorid sodny (Merk, Némecko)

- Chloristan sodny (Pliva-Lachema, CR)

- Formaldehyd (Pliva-Lachema, CR)

- Hydrazin (Pliva-Lachema, CR)

- Ethidium bromid (Biomedicals MP, Némecko)

- EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina (Biomedicals MP, Némecko)

- Agar6za (Serva, Némecko)

- TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Carl Roth, Némecko)

- Teleci thymovd DNA (BFU AV, Brno)

- Plasmidova DNA — pSP73 (BFU AV, Brno)

- Endonukledza EcoRI (New England Bio Labs, USA)

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

- pufr TAE - 0,04 M acetidtovy TRIS + 0,001 M EDTA (Biomedicals MP, Némecko)
- [ - *P]dATP (MP Biomedicals, USA)

3.1.3 Pomucky a pristroje

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

- Mikropipety (Hermo Lab Systems)

- Minicentrifuga (Labnet, Korea)

- Centrifuga (Juan, Francie)

- Vyvéva (Heto, Dédnsko)

- Lyofilizator (Heto, Dédnsko)

- Dialyza¢ni membrdny (Spektrum laboratories, INC., USA)

- Sephadex (Supelco, USA)

- Zarizeni na horizontalni elektroforézu (Omni-bio, CR)

- Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA)

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

- Transluminétor (Enprotech, USA)

- Termostat (Grand Boekel, Anglie)

- Fluorescen¢ni spektrofotometr (Varian, USA)

- UV-VIS spektrofotometr (Varian, USA)

- Atomovy absorp¢ni spektrofotometr (Varian, USA)

- Zobrazovaci zatizeni BAS-2500 (Fujifilm, Japonsko)

- Fotoaparat (Canon, Japonsko)

- Software AIDA image analyzer (ImaGenes GmbH, Germany)
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3.2 Priprava pouzivanych komplexu a DNA

Ve vSech experimentech se pracovalo s dvojjadernym komplexem BBR3571-DACH a
mononukledrnim komplexem DACH, které byly nejdfive rozpustény ve vodé na koncentraci
2,6.10° M (BBR3571-DACH) a 4.10* M (DACH). Koncentrace byla stanovena pomoci
atomové absorpCni spektrofotometrie (AAS) na atomovém absorpénim spektrofotometru
Varian.

Koncentrace pouZzivané teleci thymové DNA byla prométfena na UV-spektrofotometru pti
vlnové délce 260 nm a jeji hodnota &inila 2,93.10° M. K fedéni této DNA se pouzival 0,01 M
chloristan sodny. Vzorky modifikované DNA, které byly v této prici analyzoviany se
pfipravovaly inkubovanim DNA s komplexy platiny po dobu 24 h pii 37°C.

3.3 Polarografické stanoveni kinetiky vazby

Pti stanovovdni kinetiky vazby bylo pouZzito pfistroje EG&G Princeton Applied Research
Model 384B Polarographic Analyzer. Pfistroj pracoval v tiielektrodovém systému s rtutovou
kapkovou elektrodou a Ag/AgCl referen¢ni elektrodou, naplnénou chloridem draselnym.

Pro méteni diferencni pulzni polarografie byly zvoleny nasledujici parametry:
- frekvence spusténi rtutové kapky: 1 s
- rychlost snimdni napéti: 4 mV/s
- hodnota pocate¢niho potencidlu: -0,4 V
- hodnota koncového potencidlu: -1 V

Ke kazdému meéteni bylo pouZzito 5 ml elektrolytu, ktery obsahoval 0,002 M hydrazin,
0,02 M formaldehyd a 0,75 M kyselinu sirovou.

Nejdiive byla sestrojena kalibra¢ni kfivka. Ovéfilo se tak, zda se zvySujicim se mnozstvim
slouceniny platiny v roztoku stoupd hodnota limitnitho proudu. Zirovenn dosSlo k nalezeni
nejvyssi mozné koncentrace komplexu platiny, pro kterou byla tato zavislost jeste€ linedrni. Do
roztoku elektrolytu se pfiddvalo vZdy urcité mnoZstvi komplexu platiny (1, 2, 4, 6, 8 a 10 ul)
a sledovala se linearita riistu signélu.

Vazba komplexu na thymovou DNA byla méfena pii 37 C° v 0,01 M NaClO4. Doséhlo se
tak podminek, které jsou nejbliz§i podminkdm v lidském téle. Oba komplexy platiny
(BBR3571-DACH a DACH) byly nafedény na koncentraci 5.10° M, takZe jejich vysledné
koncentrace v elektrolytu se pohybovaly v rozmezi od 1.10° M do 1.10% M. Thymovd DNA
byla nafedéna na koncentraci 1.10* M, tak aby 1, (pomér koncentraci komplexu a DNA) bylo
rovno 0,05.

Na zacatku mefeni kinetiky byl smichdn komplex s DNA. Thned poté se z reakéni smési
odebralo alikvotni mnoZstvi do roztoku elektrolytu, kde byla v ¢ase O stanovena veskera volna
nenavdzdna platina. V ndsledujicich Casovych intervalech (7-20 min) se opakoval odbér
alikvotnitho mnozstvi z reakéni smeési do elektrolytu a na meéficim pfistroji byl sledovan
ubytek volného nenavdzaného komplexu platiny v roztoku.
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Koncentrace nenavazané platiny v procentech byla stanovena podle vzorce:

1
C(%) = I—p -100 [36]

p0

kde C (%) je koncentrace nenavdzané platiny v roztoku, I, je velikost piku proudu pfi
-0,90 V ziskaného od nenavdzaného komplexu platiny v roztoku a I je velikost piku proudu
pii-0,90 V ziskaného v Case nula pro 100 % nenavdzaného komplexu.

Stanoveni procentudlniho navdzani komplexu platiny po 24 h nésledovalo ihned po
ukonceni méfeni kinetiky vazby. Pripravili se roztoky o Ctyfech riznych r; (0,005; 0,01; 0,05;
0,1) pro kazdy komplex (BBR3571-DACH a DACH). Po nasledné 24 hodinové inkubaci pfi
37 C° se u jednotlivych vzorka provéfilo 100% navazani na DNA méfenim obsahu volné
platiny metodou diferen¢ni pulzni polarografie.

Dalsi méfeni procentudlniho navazdni platiny na DNA se provedlo pomoci atomové
absorpCni spektrofotometrie AAS. Touto metodou se nestanovuje volnd nenavdzdna platina
v roztoku, nybrz koncentrace veskeré platiny, tudiZ 1 platiny jiZ navdzané na DNA. Bylo tedy
nutné provést dialyzu, a na zdkladé porovnani vysledkii naméfenych koncentraci platiny
v dialyzovanych a nedialyzovanych vzorcich stanovit procento navdzani platiny. Pro kazdy
komplex se pripravily vzorky o dvou ruznych r; (0,05 a 0,1). Po 24 hodinové inkubaci pfi
37 C° se z kazdé ependorfky naplnéné 500 pl smesi (DNA, Pt.komplex, NaClO4) odebrala
¢ast vzorku (300ul) na dialyzu. Dialyzaéni membrany se nejdiive ponofily do destilované
vody a daly se 2krdt na 15 min povaftit. Poté se jednotlivé membrdny vytvarovaly a bylo
moZzné je naplnit vzorky. Membrany se vzorky se ponorily do kddinky s destilovanou vodou a
ta se nechala umistit na tfepaCku do chladné mistnosti. Dialyza probihala asi 4 hodiny, kazdou
hodinu se obménovala destilovand voda v kadince. VeSkera volnd nenavadzana platina by méla
v prubéhu dialyzy difundovat pfes membranu do vody. Po ukonéeni procesu bylo dialyzované
mnozstvi vzorku spolu s puvodni zbylou casti vzorku v ependorfce (200ul) paralelné
promeéteno na AAS.

3.4 Cirkularni dichroismus

Strukturni zmény na thymové DNA byly studovdny pomoci cirkuldrniho dichroismu na
piistroji JASCO spectropolarimeter, Model J720. Thymovd DNA byla modifikovdna
komplexy BBR3571-DACH a DACH na rostouci r; (0,01; 0,03; 0,05 a 0,08) v0,01 M
NaClO,. Ve viech vzorcich m&la DNA koncentraci 1.10* M. Vsechny vzorky byly pied
zapocetim méfeni inkubovany 24 hodin pti 37 C°.

Zvolené parametry meteni:

- Rozsah vlnovych délek: 320 — 220 nm.

- Odezva signalu: 0,25 s

- Rychlost sniméni: 100 nm/min
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3.5 Teplota tani

Jak jiz bylo diive zminéno metoda teploty tini se pouziva pfii zjiStovani teplotni stability a
pii ur€ovéani miry poskozeni DNA. Kladny ndboj platinovych sloucenin stabilizuje DNA tim,
7Ze kompenzuje odpuzovani jejich dvou negativné nabitych fetézch. Aby se snizil vliv
kladného ndboje komplexa platiny, probiha stanoveni teploty tani DNA pfi dvou riznych
komplext s vzrastajicim r; (0,01; 0,03; 0,05 a 0,08). K 1000 pul smési (komplex Pt, DNA a
NaClO4) se pfidala EDTA na vyslednou koncentraci 0,1 mM a TRIS na vyslednou
koncentraci 1 mM. Pro méfeni teploty tdni s vySSi iontovou silou se pak jeSté ke kazdému
vzorku prida 2,5 pl 4 M NaCl. DNA me¢la ve vSech vzorcich koncentraci 1.10* M. Mé&feni
probihalo na UV-VIS spektrofotometru Varian pti vinové délce 260 nm a v teplotnim rozmezi
25 °C-95 °C.

Hodnota teploty tini byla urcena jako teplota odpovidajici maximu prvni derivace kiivky
tani. Hodnota T, tak miZe byt stanovena s piesnosti + 0,3 C°.

3.6 Fluorescence EtBr

Thymovd DNA byla modifikovdna komplexy BBR3571-DACH a DACH na r; = 0,01;
0,03; 0,05 a 0,08. Pro srovndni doSlo k modifikaci DNA dal§imi dvéma komplexy platiny —
cisplatinou a dienplatinou pfi stejném r;. Vzorky se pfipravily na objem 300 ul, koncentrace
thymové DNA byla 1,34.10* M. Po 24 h inkubaci pii 37 C° se ke kazdému vzorku pridalo 1
ml EtBr smési, jeZ obsahovala 25,95 ml dest H,O, 3,9 ml 4 M NaCl a 0,156 ml EtBr o
koncentraci 10 mg/ml. K méfeni bylo provedeno pomoci fluorescencniho spektrofotometru
Varian s pouzitim 1 cm kifemenné kyvety, do které se pipetovalo vzdy 0,8 ml vzorku.
Excitacni vlnova délka pro méfeni fluorescence modifikované DNA v pfitomnosti EtBr byla
546 nm a emitovand fluorescence byla métena pii 590 nm.

Intenzita fluorescence byla méfena v 0,4 M NaCl z divodu zabranéni sekundarni vazby
ethidium bromidu na DNA. Vyslednd koncentrace DNA a EtBr v proméfovanych vzorcich
byla 0,01 mg/ml resp. 0,04 mg/ml, tato koncentrace odpovidala saturaci vSech interkala¢nich
mist ethidium bromidem na DNA.

3.7 Rozvijeni plasmidové DNA

Komplexy rozvijejici DNA snizuji v negativné zavinuté superhelikdlni DNA pocet
nadSroubovicovych zdvitd, coz se projevi snizenim superhelikdlni hustoty. DNA s nizsi
superhelikalni hustotou md mensi elektroforetickou mobilitu nezZ neporusSend superhelikalni
DNA. ZvySovanim mnozZstvi komplexu dochazi k rozvijeni DNA az do cirkuldrni formy, kdy
obé formy DNA (relaxovana i superhelikdln{i) putuji gelem stejnou rychlosti.
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Plasmid pSP73 pouzity vtomto experimentu se upravil na koncentraci 1,5625.10™ M.
Nésledovala modifikace plasmidu komplexy BBR3571-DACH a DACH na r;: 0,01; 0,02;
0,03; 0,04; 0,05; 0,06 a 0,07. Vzorky byly inkubovany po dobu 24 h pti 37 C°.

Pro analyzu plasmidové DNA byl ptipraven 1% agar6zovy gel v TAE pufru (navazka
¢inila 1,3 g agar6ézy na 130 ml TAE pufru). Gel byl rozvafen v mikrovinné troubé za
obCasného michdni. Po ochlazeni pfiblizn€ na 50 °C byl nalit do pfedem ptipravené formy s
hiebinkem a ponechédn k zatuhnuti ve vodorovné poloze po dobu 40 min. Pfipraveny gel
s vanickou byl pfenesen do elektroforetické komory, kde byl pfelit 1x TAE pufrem. Vzorky
byly pfipravovany v celkovém objemu 14 pl, obsahujicim 10 pl inkubované smési (komplex
Pt, DNA, NaClOy4) 3 pl barviva (bromfenolovd modf) a 1 pl nanédSejiciho pufru. Poté byly
celé objemy vzniklé smési napipetovdany do jamek gelu. Elektroforetickd komora se piekryla
vikem a byl spustén zdroj proudu. Elektroforéza plasmidové DNA probihala za konstantniho
proudu 18 A a trvala priblizn€ 16 hodin. Poté byl gel obarven v lazni s EtBr (200 ml dest H,O
+ 40 ul EtBr) a prohliZzen na transilumindtoru. Pro dokumentaci byl gel vyfotografovan.

Uhel rozvinuti ® pfipadajici na jeden adukt se vypoéita ze vztahu:

O = 18a/r(c),

kde o predstavuje superhelikdlni hustotu pouZzitého plasmidu a ry(c) hodnotu 1, (1, je
definovin jako moldrni pomér navdzaného komplexu platiny na DNA), pfi které dojde ke
komigraci prouzkl odpovidajicich DNA v relaxované a rozvinuté superhelikdlni forme [44].

3.8 Tvorba meziretézcovych mustki na plasmidové DNA

Schopnost slou€enin platiny tvofit mezifetézcové vazby byla studovdna na plasmidové
DNA (pSP73) po jeji linearizaci endonukledzou EcoRI. Tento enzym $tépi DNA v sekvenci
G 'AATTC (obr.19). Plasmidovd DNA byla inkubovéna s EcoRI (smés 70 pl plasmidu, 7,7 pl
pufru a 7 ul EcoRI) jednu hodinu pti 37 °C.

AATTC EFcoRl

CTTAAG
a ) 5'

Obr. 20 - Schéma stépent plasmidu endonukledzou EcoRI

Kvalita linearizace byla ovéfena na minigelu (elektoforetickd vana o délce 10 cm a Sifce
7cm). Byl pripraven 1% agar6zovy gel v TAE pufru (50 ml). Po jeho ochlazeni na 50 °C byl
pfiddn EtBr na vyslednou koncentraci 0,5 pg/ml. Gel byl nalit do formy a ponechdn k
zatuhnuti ve vodorovné poloze po dobu 30 min. Poté se pfipravily vzorky k naneseni.
Z inkubované smeési plasmidu a EcoRI se odebral 1 pl, pfidal se 1 pul bromfenolové modri a
0,6 ul 10 x TAE. Z pavodniho plasmidu (735 pug/ml) se rovnéz odebral 1 pl, ptidal se 1 pl
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barviva a 0,6 nl 10 x TAE. Vzorky se nésledné nanesly na gel. Elektroforéza byla provddéna
pii napéti 30 — 40 mV po dobu 1,5 h. Po skonceni elektroforézy se gel oplachl destilovanou
vodou, a protoZe jiz obsahoval EtBr, mohl byt ihned pozorovan na transluminétoru.

Ze smesi plasmidu a EcoRI se odstranil enzym a ptipadné dal$i proteiny z roztoku pomoci
fenolu. K roztoku DNA byl pfiddn stejny objem fenolu (84 ul) a roztok byl protfepdn a
zcentrifugovéan. Po oddéleni vodné a organické faze byla vodnd (horni) fize odebrdna a k ni
pfiddno stejné mnozstvi chloroformu (pro odstranéni zbytku fenolu). Opét dojde k oddéleni
fazi a vodnd faze je odebrdna. Je nutné plasmidovou DNA ptevést do vhodného pufru pomoci
etanolového srdZzeni. K plasmidové DNA byl pfiddn octan sodny na vyslednou koncentraci
0,3 M. Poté byl ptiddn 100% ethanol (-20 C°) na dvojndsobek objemu roztoku, a vzorek byl
pfemistén na 30 min do -20 °C, aby doSlo k vytvofeni srazeniny DNA. Roztok byl poté
centrifugovdn 30 min pti 4 °C, poté byl odebran supernatant. Ke sraZeniné byl ptiddn stejny
objem 80% ethanolu (-20 °C) a opét byl vzorek 30 min centrifugovan pifi 4 °C. Poté byl
odebran supernatant a sraZenina DNA byla vysuSena a ndsledné rozpusténa v 0,01 M NaClO,.
Volné konce linedrni DNA pak mohou byt radioaktivné naznaceny [ - ?P1dATP na 3~ konci
pomoci Klenowova fragmentu DNA polymerdzy 1. Znafeni probéhlo tak, Ze se do 10 pl
roztoku DNA se pfidal 1 pl enzymu DNA polymerasa I (fragment Klenow), 1 ul pufru (NE
Buffer B7002S) a 1 pl radioaktivniho ATP*. Po hodinové inkubaci pti 37 C° se pridal jeSte
1 ul enzymu.

Nezreagovany [o - *“P]JdATP byl z roztoku odstranén zachycenim na kolonce naplnéné
Sephadexem. Radioaktivné naznaCend plasmidovd DNA byla poté priddna k linedrni
neradioaktivni DNA. Komplexy BBR3571-DACH, DACH byly inkubovdny s takto
pripravenou plasmidovou DNA po 24 h pfi 37 °C na pozadované r; (5 x107, 1 x10™*, 3 x 10,
5x 10* 7 x 10* a 1.10”). Jako kontrola byla pouzita cisplatina, kterd byla s plasmidovou
DNA inkubovdna na r; = 0,001. Byl pfipraven 1% agar6zovy gel ve vodé. Navdzka Cinila
1,2 g agarézy na 120 ml destilované vody. Gel byl rozvafen v mikrovlnné troubé za
obCasného promichdvani. Po ochlazeni na 60 °C se upravil pomoci NaCl a EDTA na
koncentraci 0,03 M NaCl a 1 mM EDTA. Gel byl promichin, nalit do gelové formy a
ponechdn k zatuhnuti ve vodorovné poloze po dobu 1 h. Poté byl gel prelit alkalickym pufrem
(0,03 M NaOH a 1 mM EDTA) a ekvilibrovan pfes noc pii 4 °C. Druhy den byl pfenesen do
elektroforetické vany a zalit Cerstveé pfipravenym alkalickym pufrem. Poté co byly vzorky
naneseny na gel, probihala elektroforéza pti pokojové teploté po dobu 5 h pti napéti 1,4
V.cm™. Za téchto podminek dojde bdhem elektroforézy k denaturaci DNA. Pokud jsou na
DNA vytvofené mezifetézcové vazby, zistava v dvouretézcové (ds) formé a migruje na gelu
pomaleji neZz forma jednofetézcovd (ss). Po skonceni elektroforézy, byl gel vysuSen a
vyhodnocen pomoci piistroje Fujifilm BAS-2500 a radioaktivita byla kvantitativné vyjadiena
pomoci AIDA image analyzer software.

Zastoupeni mezifetézcovych vazeb % IEC/Pt (pocet mezifetézcovych mustka pripadajicich na
jeden adukt) se urci ze vztahu:

% IEC/Pt = XL/N.ry,

kde N je pocet bazi plasmidu, XL predstavuje poCet mezifetézcovych vazeb pfipadajicich
na jednu molekulu linearizovaného plasmidu a ur¢i se na zdkladé¢ Poissonova rozdé€leni
mezifetézcovych mustki ze vztahu XL = -InA, kde A je podil molekul odpovidajicich
denaturované DNA zjistény z méfeni intenzit prouzku. [45].
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4. Vysledky

Udelem diplomové prace bylo studium DNA a jejich fragmentt s komplexy kovii pomoci
zékladnich biofyzikdlnich a biochemickych technik. Sledovaly se strukturni zmény vyvolané
v DNA vazbou dvou vybranych komplext platiny — BBR3571-DACH a DACH.

4.1 Kinetika vazby na thymovou DNA

Po vyhodnoceni kalibracni kiivky se urcilo konstantni mnoZstvi komplexu (6 pl), které se
priddvalo do elektrolytu pfi stanoveni kinetiky vazby. Hodnota alikvotu leZi uprostred linearni
zavislosti kalibracnich kfivek obou komplexa (obr.21).
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Obr.21 - Kalibracni kiivka obou mérenych komplexii — zdvislost proudu (mA) na priddvaném
mnoZstvi komplexu (ul)

Mnozstvi platinového komplexu navdzaného na teleci thymovou DNA rostlo
s postupujicim Casem u obou komplexd. Pfiblizné po 6 h byl komplex BBR3571-DACH
7 80% navazin na DNA (obr.22). Oproti tomu komplex DACH dosahl 80% navazani zhruba
JiZ po 4 h (obr.23). Polocas reakce ti;, (Cas, za ktery dojde k navdzani polovicntho mnoZstvi
komplexu) byl u komplexu BBR3571-DACH stanoven na 67,3 min, pro komplex DACH
Cinila tato hodnota 68,95 min. Rychlost navdzani je u obou komplexti vyrazné rychlejsi nez je
tomu napi. u komplexu BBR3005 (t;, ~ 200-300 min) nebo cisplatiny (ti, ~ 240 min) za
shodnych reakénich podminek.
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Oba méfené komplexy platiny se liSi svou rychlosti navdzdni na teleci thymovou DNA
v €ase. Dinukledrni komplex se v prvni fazi méfeni kinetiky (prvnich 50 min) védzal na teleci
thymovou DNA rychleji nez komplex DACH. S rostoucim €asem se vSak rychlost navazani
zpomalovala vice neZ u mononukledrniho komplexu (obr.22). Kfivka kinetiky vazby
komplexu DACH me¢la celkové rovnomeérnéjsi klesajici prabéh, jak je patrné z obr.23.
Po 24 h inkubaci obou komplexu pti 37 C° bylo na DNA navizino 98,1 % komplexu DACH
a 86,3 % dinuklearniho komplexu BBR3571-DACH.

100
80

o

2 60

(©)

>

< 40
20

0

| | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400
cas (min)
Obr.22 - Kinetika vazby komplexu BBR3571-DACH na teleci thymovou DNA v 0,01 M

NaClOy pri 37 C°, koncentrace DNA byla 1.10* M, r, = 0,05. V grafu jsou pouZity hodnoty z
t7'i opakovanych méreni.

40



% volné Pt

O | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300

cas (min)

Obr.23 - Rychlost navdzdni komplexu DACH na teleci thymovou DNA v 0,01 M NaClOy4 pri
37 C°, koncentrace DNA byla 1.10% M a r, bylo rovno 0,05. Naméiené hodnoty pochdzi
z dvou opakovanych mérenti.

4.2 Méreni teploty tani

Vysledek meéfeni teploty tdni zdvisi na mnoZstvi navdzaného komplexu platiny a na
koncentraci soli v roztoku.
thymové DNA komplexem BBR3571-DACH doslo k vyznamnému narustu teploty tani T,
Maxima Ty, (75,1C°) bylo dosazeno pfi r, = 0,05; poté doSlo k mirnému poklesu. Pti métreni
teploty tani DNA modifikované mononukledrnim komplexem DACH byla T, téméf
konstantni az po r, = 0,05; pak zacala mirng stoupat (obr.24).

Za podminek vyS$§i iontové sily (0,2 M NaClOs) u DNA modifikované komplexem
BBR3571-DACH méla naméfena T,, nejdiive rostouci prubeh, svého maxima dosdhla pfi
1, = 0,03. S rostoucim r, (0,05a 0,08) vSak hodnota T, rovhnomérné klesala. U komplexu
DACH nedoslo oproti pfedchozimu ptfipadu k vyrazné zmén€. Hodnota Ty, byla opét témér
konstantni (obr.25).

Sledovand zména hodnot T,, v podstaté odrazi zastoupeni a podil obou typt mastku
vytvafenych dinuklearnim komplexem na DNA. Vnitrofetézcové mustky destabilizuji DNA,
zatimco mustky mezifetézcové svou vazbou mezi obé€ma vlikny dvousroubovice DNA
stabilizuji. Dalsim dilezitym faktorem, jenZ ovliviiuje ménici se hodnoty Ty, je pozitivni
ndboj komplexu BBR3571-DACH (dinuklearni komplex méd na rozdil od neutrdlniho
komplexu DACH v nehydrolyzovaném stavu ndboj 3").
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Pii nizké iontové sile lze usuzovat, ze narust T, je zplsoben vyS$im zastoupenim
mezifetézcovych mustkti vytvarenych dinukledrnim komplexem a pozitivnim ndbojem
slouceniny platiny. Oproti tomu klesajici hodnoty teploty tdni za podminek vyssi iontové sily
jsou dusledkem konformacnich zmén, jez indukuji adukty platiny. Stabilizacni efekt naboji

Vv s

komplext platiny na DNA je za podminek vys&i iontové sily redukovén pfitomnosti Na* iontd

v roztoku. Pokles hodnot T, je pii vySsi iontové sile zpusoben predevSim dominanci
vzniklych konformacnich zmén nad stabilizaCnim efektem.
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Obr.24 - Krivky teploty tdni teleci thymové DNA modifikované komplexy BBR3571-DACH a
DACH na rostouct hodnotu ry (0.01, 0.03, 0.05 a 0.08) za podminek nizsi iontové sily. AT,, je
definovdana jako rozdil hodnot T,, pro modifikovanou a nemodifikovanou DNA. Graficky
zndzornénd namérend data jsou prumérem dvou opakovanych méreni, rozptyl je vyjddren
chybovymi iiseCekami.
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Obr.25 - Krivky teploty tdni teleci thymové DNA modifikované komplexy BBR3571-DACH a
DACH na rostouct rp(0.01, 0.03, 0.05 a 0.08) pri vyssi iontové sile. AT,, je definovdna jako
rozdil hodnot T,, pro modifikovanou a nemodifikovanou DNA. Graficky zndzornéné hodnoty
jsou priumérem dvou méreni, rozptyl je vyjddren chybovymi iiseCkami.

4.3 Charakterizace aduktu pomoci méreni intenzity fluorescence ethidium
bromidu v pritomnosti modifikované DNA

Vazba ethidium bromidu na DNA interkalaci je u fady komplexi platiny znemoZnéna
tvorbou bifunk¢nich aduktt , coZ se projevuje sniZzenim intenzity fluorescence. Na druhou
stranu tvorba monofunk¢nich aduktii se projevi pouze velmi mirnym snizenim intenzity
flourescence.

V naSem piipadé byla teleci thymovd DNA inkubovdna s komplexy BBR3571-DACH,
DACH a pro srovndni také s cisplatinou a dienplatinou. Modifikace DNA témito komplexy se
projevila sniZenim intenzity fluorescence ethidium bromidu (obr.26). Nejmensi pokles
intenzity fluorescence vykazovala dienplatina, jeZ tvoti monofunk¢ni adukty. K vyraznéjSimu
snizeni fluorescence doslo u cisplatiny, coz odpovida diive publikovanym vysledkim [44].
Jesté vetSi snizeni intenzity fluorescence bylo zjisténo u vzorkii s DNA modifikovanou
komplexy BBR3571-DACH a DACH. SniZeni intenzity fluorescence u komplexu BBR3571-
DACH je mnohem mensi neZ u jinych dinukledrnich komplexti — napi: BBR3571 (Obr. 26).
Pravdépodobné tedy netvoii mustky dlouhého dosahu jako vSechny dosud studované
polynukledrni komplexy.

Na zdkladé téchto experimentd lze taktéZz usuzovat, Ze dinukledrni komplex BBR3571-
DACH spolu s mononuklearnim komplexem DACH tvofi prevazné bifunkcni adukty.
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Obr.26 - Zdvislost fluorescence EtBr na r, pro DNA modifikovanou péti riiznymi komplexy
platiny v 10 mM NaClOy4 pri 37 C° po dobu 24 h. Zndzornénd data jsou primérem 3
opakovanych mérent, rozptyl hodnot je zndzornén pomoci chybovych iisecek.

*Hodnoty komplexu BBR3571 byly za ticelem porovndni vysledkii s jinym dinukledrnim
komplexem prevzaty z [31].

4.4 Cirkularni dichroismus

CD spektra teleci thymové DNA modifikované komplexy BBR3571-DACH a DACH byla
srovndvana s CD spektry naméfenymi pro nemodifikovanou DNA (obr.28 a 29). S rostoucim
v byla sledovana pribé€Zzné ménici se hodnota maxima (positive CD band) okolo 280 nm. U
DNA modifikované komplexem BBR3571-DACH rostla hodnota maxima strmé az do
1, = 0,03. Se zvySujici se modifikaci doSlo nejdfive k mirnému a pak ik vyraznému poklesu
maxima aZ na hodnotu 2,5 mol.CD. Mé&fend DNA modifikovand komplexem DACH
reagovala na rostouci r, mirnym zvySenim maxima (280 nm) aZ do rp, = 0,05 (obr.27)
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Obr.27 - Grafické zndzornéni namérenych maximdlnich hodnot molCD p¥i vinové délce okolo
280 nm na ry . Teleci thymovd DNA byla modifikovdna komplexy BBR3571-DACH a DACH
na rostouct rp (0.01, 0.03, 0,05 a 0,08). Zndzornénd data jsou priimérem dvou opakovanych
mérent, rozptyl hodnot zndzoriuji chybové tisecky.
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Obr.28 - CD spektra teleci thymové DNA modifikované komplexem BBR3571-DACH.
Krivky - rb = 0,01 (fialovd); rb = 0,03 (cervend); rb = 0,05 (modrd), rb = 0,08 (zelend);
nemodifikovand DNA (Cernd)

45



Mol. CD

3 ! ! o ! ! ! ! ! !
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

Vinovadélka [nm]

Obr.29 - CD spektra teleci thymové DNA modifikované komplexem DACH.
Krivky - rb = 0,01 (fialovd); rb = 0,03 (Cervend), rb = 0,05 (modrd); rb = 0,08 (zelend),
nemodifikovand DNA (Cernd)

4.5 Rozvijeni plasmidové DNA

Ke kvantifikaci rozvijeni vyvolaného v negativné zavinuté superhelikdlni DNA vazbou
komplexiT BBR3571-DACH a DACH byla pouzita elektroforéza v agar6zovém gelu za
nativnich podminek. Na obr. 30 a 31 jsou zachyceny vysledky experimentd, pfi kterych byla
plasmidova DNA modifikovana obéma komplexy na rizné hodnoty ry.

Stanovend hodnota nadsSroubovicové hustoty ¢ byla 0,036. Ke komigraci prouzka
odpovidajicich relaxované (OC) a superhelikdlni (SC) form& DNA doslo pfi modifikaci na
rp(c) = 0,037 pro komplex BBR3571-DACH a 1y(c) = 0.033 pro DACH. Témto hodnotdm
odpovidaji dhly rozvijeni 17,4 £ 1,2°a20x2°.

Na zdkladé experimentdlnich dat uvedenych v literatufe lze komplexy platiny rozdeélit
podle velikosti thlu rozvijeni a zptisobu vazby na DNA do dvou skupin [44]. Hodnota dhlu
rozvinuti v rozmezi 10-14° je typickd pro komplexy, které se vdZzou bifunkéné na DNA (napf.
pro BBR3005, cisplatinu, BBR3464). Adukty komplext, které se vaZzou na DNA
monofunkéné, rozvijeji DNA vyrazné méné - piiblizné o 6°. Na zdkladé téchto poznatkd
muzeme usoudit, ze komplexy BBR3571-DACH a DACH se vazi téméf vyhradné bifunkcné.
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Obr.30 - Rozvijeni superhelikdlni plasmidové DNA po vazbé komplexu BBR3571-DACH.
Horni prouzky (OC) odpovidaji relaxované DNA, spodni prouzky (SC) odpovidaji
superhelikdlni DNA. Plasmidovd DNA byla inkubovdna s komplexem BBR3571-DACH pri
hodnotdach ry: 0 (kontrola - drdha K), 0.02, 0.025, 0.03, 0.035, 0.04 a 0.05 (drdhy I - 6)
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Obr.31 - Rozvijeni superhelikdlni plasmidové DNA po vazbé komplexu DACH. Plasmidovd
DNA byla inkubovdna s komplexem DACH pri hodnotdch ry: O (kontrola - drdaha K), 0.01,
0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07 a 0.08 (drdhy I - 8)
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4.6 Tvorba meziretézcovych mustki

Bifunk¢éni platinové slouCeniny, které se vazou kovalentné na DNA, tvofi rizné typy
mezifetézcovych a vnitrofetézcovych mustkd. Nasledujici experiment byl proveden s cilem
porovnat zastoupeni mezifetézcovych vazeb (IEC) mezi ostatnimi adukty u obou komplexu -
BBR3571-DACH a DACH. Pro tento experiment byl pouZit plasmid pSP73 (2464 pb), ktery
byl nejdiive linearizovdn endonukledzou EcoRI a v linearizovaném stavu modifikovin
komplexy platiny. Vzorky byly analyzoviny na denaturacnim agar6zovém gelu.

Plasmid neobsahujici zadny mezifetézcovy mustek putuje jako jednofetézcovd DNA o
délce 2464 pb, zatimco DNA obsahujici mezifetézcové mustky putuje pomaleji. Intenzita
pomaleji migrujicich DNA bandi se zvySovala s narUstajicim stupném modifikace.
(obr.33). Cetnost mezifetézcovych mistkd byla vypo&tena pomoci Poissonova rozd&leni
frakci jednofetézcové DNA v kombinaci s hodnotami r, a velikosti fragmentd. Schopnost
komplexiit BBR3571-DACH a DACH vytvaret mezifetézcové vazby se snizovala s rostoucim
Iy, jak je patrné z grafu (obr.32). Je zfejmé, Ze schopnost obou komplexu tvofit mezifetézcové
mustky byla vyss$i nez u cisplatiny (6%), a naopak niz$i nez napfi. u dinuklearniho komplexu
BBR3005 (70 — 90%) [44].
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Obr.32 - Zdvislost mnoZstvi meziretézcovych miistku na ry na jeden adukt (% IEC na adukt) u
linearizovaného plasmidu pSP73 modifikovaného komplexy BBR3571-DACH a DACH. Prvni
dvé hodnoty (rb = 5.107 a 1.10*) u DNA modifikované komplexem DACH byly pro velkou
nepresnost, zavinénou pravdépodobné nedokonalym pipetovdnim pri pripravé vzorki, z grafu
odstranény.
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Obr.33 - Tvorba meziretézcovych mustkit na linearizované plasmidové (pSP73 pb) DNA po
modifikaci komplexy BBR3571-DACH a DACH. Autoradiogram 1% denaturacniho
agarozového gelu se vzorky linearizované DNA, kterd byla naznacena na 3' konci. Horni
prouzky (ICL) odpovidaji DNA obsahujici meziretézcové miistky, kterd v denaturacnim gelu
putuje pomaleji neZ jednoretézcova DNA, které odpovidaji spodni prouZky (ss).

Drdha K - kontrola (nemodifikovand DNA); C — plasmidovd DNA linearizovand EcoRI a
modifikovand cisplatinou p¥i r,= 1.107.

Drdhy 1 — 6: DNA modifikovand komplexem BBR3571-DACH na rostouct rp:

-5.10°, 1.10%, 3.10%, 5.107%, 7.10% a 1.10”

Drdhy 7 — 12: DNA modifikovdna komplexem DACH na rostouci rostouct rp:

-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 vlivu vazby dinukledrniho komplexu se
spermidinovym spojovacim fet€ézcem BBR3571-DACH a mononukledrniho komplexu DACH
na DNA. V rdmci této prace byla studovéna kinetika vazby na teleci thymovou DNA, teplota
tani, cirkuldrni dichroismus, fluorescence ethidium bromidu v pfitomnosti modifikované
DNA, rozvijeni plasmidové DNA a tvorba mezifetézcovych mistkil na plasmidové DNA.

Prvnim a velmi dulezitym krokem bylo stanoveni kinetiky vazby obou komplexu. I pres
znacnou objemnost molekulovou hmotnost pfedev§im dinukledrniho komplexu (Mr = 942),
dochdzi k vazbé na DNA u obou komplext. Rychlost této vazby je v obou pfipadech témeéf
shodnd(t;, = 67 min resp. 69 min). V porovnani s cisplatinou (t;, = 120 min) dochdzi az
k 2krat rychlejSimu navdzani na DNA.

V dal§i fazi bylo studovano poskozeni DNA zpusobené vazbou téchto sloucenin.
Vyhodnocend CD spektra modifikované DNA byla srovndvdna se spektry nemodifikované
DNA a byl sledovidn pokles maxima okolo 280 nm, ktery je pfisuzovian denaturaénim
zméndm v DNA. Dle naméfenych vysledkl je ziejmé, Ze denaturacni efekt na DNA se
neprokazal ani u jednoho z analyzovanych komplex.

Zda maji navdzané komplexy BBR3571-DACH a DACH na DNA spiSe stabiliza¢ni nebo
naopak destabilizacni vliv bylo oveéfeno méfenim teploty tdni DNA modifikované obéma
komplexy. Z vysSich teplot tdni DNA po modifikaci komplexem BBR3571-DACH jak pri
nizké, tak pfi vysoké iontové sile (teplota tani byla o 10 °C resp 5,5 °C vyS$si nez teplota tani
samotné nemodifikované DNA) je patrné, Ze tento komplex prispiva ke stabilizaci. To se jiz
nedé s urcitosti prohlasit u mononukledrniho komplexu DACH, kde doSlo k navySeni teploty
tdni modifikované DNA o pouhych 1,7 °C.

Ke stabilizaci DNA pravdépodobné piispivd kladny ndboj komplexu a také vySsi pocet
mezifetézcovych mustku. Schopnost komplexu platiny tvofit mezifetézcové mustky byla také
pfedmétem tohoto studia. V porovnani s cisplatinou (6%), tvoii komplex BBR3571-DACH
(15% - 1, =0,001) a DACH (13% - 1, = 0,001) vice mezifetézcovych mustku.

Studium aduktd pomoci méfeni intenzity fluorescence ethidium bromidu v pfitomnosti
modifikované DNA prokdzalo u obou komplexii velmi podobnou strukturu vytvarenych
aduktd. Modifikace DNA komplexem BBR3571-DACH se projevila vyraznym sniZenim
intenzity fluorescence ethidium bromidu. TotézZ bylo prakticky pozorovdno u
mononukledrnitho komplexu DACH. Na zdklad¢ tohoto experimentu byla utvotfena hypotéza,
ze komplexy BBR3571-DACH a DACH vytvarfeji predev§im bifunkéni vazby kritkého
dosahu.

Tato hypotéza byla potvrzena dal§im experimentem, kterym bylo studium rozvijeni
plasmidové DNA vyvolaného vazbou obou komplext. Zjisténé hodnoty dhlu rozvijeni
byly 17° £ 1 ° pro komplex BBR3571-DACH a 20° £ 2 ° pro komplex DACH. Z literatury je
zndmo, Ze takto vysoké stupné rozvijeni jsou charakteristické pro bifunk¢ni vazby komplexu
platiny na DNA.

Shrnuti v§ech vysledkt je pro vétsi piehlednost zndzornéno v tab. 2.
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Z této tabulky je patrné, Ze dinukledrni komplex BBR3571-DACH modifikuje DNA
zpusobem, ktery se podoba modifikaci mononukledarnim komplexem DACH spiSe nez
modifikaci komplexem BBR3571. Z toho lze usoudit, Ze ptitomnost diamincyklohexanového
ligandu v molekule komplexu BBR3571-DACH ovliviluje vazebné vlastnosti této latky
vyrazné vice neZ piitomnost spermidinového fetézce.

Tab.2: Shrnuti vysledkii experimentii ziskanych na DNA modifikované komplexy BBR3571-
DACH a DACH. Pro srovndni jsou zde uvedeny i vysledky DNA modifikované cisplatinou a
komplexem BBR3571 (ziskané za shodnych experimentdlnich podminek)

BBR3571 BBR3571
DACH isplati
DACH cispiating (1,1/t,t - Spermidin)
Celkovy ndboj 3+ 0 0 2+
Kinetika vazby (1) 67 min 69 min 120 min 8.2 min
Meziretézcové 5 13 6 3
mustky (%)
Rozvijeni 16 - 18° 18 —22° 13° 12°
Pokles EtBr VY . VY . Mén& v . VY .
fluorescence yrazny yrazny éné vyrazny yrazny
Teplota tani Vzestup Vzestup Pokles Nestanoveno
P (max 11°C) (max 3°C)

6. Zavér

Vysledky této diplomové price vyustily v piekvapivy zavér. Studium dinukledrniho
komplexu se spermidiovym fetézcem BBR3571-DACH prokazalo, Ze se tato sloucenina
v mnoha ohledech (kinetika vazby, fluorescence EtBr, CD spektra, rozvijeni DNA a stanoveni
poctu mezifetézcovych mustki) velmi podoba mononuklearnimu komplexu DACH. Zminény
spermidinovy fetézec (spojovaci alkandiaminovy fetézec mezi dvéma centrdlnimi atomy Pt)
pravdépodobné nepfispiva k tvorbé mustki dlouhého dosahu a tim se komplex BBR3571-
DACH podstatn¢ lisi od jinych, diive studovanych polynuklearnich komplext platiny.

Na zdklad€ téchto zjiSténi by bylo jisté pfinosné, aby se komplex BBR3571-DACH
podrobil dalsimu studiu. Neni vylouceno, Ze by mohl v budoucnu pasobit na Sir$i spektrum
nadort a vykazovat pii tom mensi vedlejsi tcinky, nez dosud klinicky schvdlené 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

I'p

1§

lidsky papillomavirus (human papillomavirus)

virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus)

virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus)
deoxyribonukleova kyselina

rtutova kapkova elektroda (dropping mercury electrode)
diferen¢ni pulzni polarografie

ethidium bromid

cirkuldrni dichroismus

mezifetézcové mustky (interstrand cross-links)
vnitrofetézcové mustky (intrastrand cross-links)
jednofetézcovd DNA (single-stranded DNA)
dvouretézcovd DNA (double-stranded DNA)

par bazi

_AM
molarni pomér navdzaného komplexu platiny na DNA [r,, = C”‘L‘”’“()j

CDNA (M )

molarni pomér jesté nenavdazaného komplexu platiny na DNA [rl. =

CDNA (M )
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