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Souhrn

V poloviné minulého stoleti se zacala vyuzivat k 1é€bé nadorovych onemocnéni
metalofarmaka na béazi komplexi platiny. Jelikoz tyto komplexy maji fadu vedlejSich
ucinkii, jsou vyvijena nova chemoterapeutika, at’ uz na bazi platiny nebo jinych
piechodnych kovl (jako jsou ruthenium, osmium, iridium a dalsi), tak aby terapeutické
ucinky prevysily ucinky vedlejsi. Jednim z moznych protinddorové u€innych komplexi

je [Ru(tol)flavonol]Cl, ktery byl studovan v této diplomové praci.

Pro platinova cytostatika bylo postulovano, ze jejich cilovym mistem piisobeni
je molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Tato léCiva se ve vétSiné piipadi
vazou kovalentné k DNA. V ptipadé vicemocnych komplext (napf. ruthenia) mize byt
k atomu kovu pfipojena molekula, ktera s DNA interaguje jinou formou. Zajimavym
pfistupem pifi vytvafeni novych potencidlné protinadorové ucinnych komplext
pfechodnych kovii je moznost interakce jak kovalentni vazbou na DNA, tak interkalaci

mezi baze DNA.



Summary

In the middle of the last century cancer started to be treated with
metallopharmaceutical platinum complex. Since these complexes have a number of side
effects, new chemotherapeutic agents are being developed, whether based on platinum
or other transition metals (such as ruthenium, osmium, iridium, and others), so that the
therapeutic effects outweigh the side effects. One of the possible antitumor effective

complexes is [Ru(tol)flavonol]Cl which was studied in this thesis.

For platinum cytostatics it is postulated that the deoxyribonucleic acid molecule
(DNA) is their target site of action. These drugs in most cases bind covalently to DNA.
In the case of multivalent complexes (e.g. ruthenium) a molecule that interacts with
DNA in a different way may be attached to the metal atom. In the development of new
potential anticancer active transition metal complexes there is an interesting approach:
the possibility of interaction with both covalent binding to DNA and intercalation

between DNA bases.
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1. Uvod

Jiz po nckolik desetileti je ve stfedu védeckého zajmu problém 1éCby
nadorovych onemocnéni. Podle WHO se rakovina fadi mezi hlavni pfi¢inu imrti na
celém svéte. Proto je velkou snahou navrhovat, testovat a uvést do klinické praxe
metody, které¢ budou schopné toto onemocnéni ucinng 1é¢it. Mezi 1écebné postupy patii
chirurgicky zakrok, radioterapie, chemoterapie. Hlavni cil téchto postupt je stejny,

vylécit rakovinu nebo alespon vyrazné prodlouzit Zivot.

Principem chemoterapie je podavani kancerostaticky pusobicich preparati. Tyto
preparaty se podavaji v periodicky se opakujicich davkach. Vyzkumy ukézaly
schopnost nékterych koordina¢nich sloucenin ptechodnych kovi inhibovat bakterialni
rast nebo indukovat jejich programovanou smrt neboli apoptézu. Proto se tato metoda

dynamicky vyviji.

Zakladnim mechanismem cytostatického plisobeni komplexti ptechodnych kovi
je jejich vazba na molekulu DNA. Tato vazba zptisobuje strukturni zmény na molekule
DNA, které nasledné vyrazné ovlivituji zivot buiiky. Pro stanoveni optimalni 1éCby
Vv klinické praxi je podstatné sledovani strukturnich zmén nukleovych kyselin vedoucich
k zastaveni rustu nadorovych bun€k. V minulosti byla protinadorova ucinnost
pfifazovana pouze komplexiim odvozenych od cisplatiny. Vzhledem k velkému
mnozstvi nezaddoucich U€inkl se zacaly syntetizovat a testovat slouCeniny s jinymi
centralnimi atomy neZ je platina. Mezi prechodné kovy vhodné jako centralni atom
se fadi napfiklad ruthenium, osmium nebo iridium. Na zdkladé novych poznatkil jsou
syntetizovana nova chemoterapeutika, ktera by meéla co nejmensSi negativni vliv

na organismus.

Tato diplomova prace se zabyva studiem interakci rutheniového komplexu

[Ru(tol)flavonol]Cl s molekulou DNA.



2. Prehled FeSené problematiky

2.1 DNA

Nukleové kyseliny jsou slouceniny obsahujici ve své struktufe zbytek kyseliny
fosforec¢né, 2'D-deoxyribosu nebo D-ribosu a nekterou z péti heterocyklickych bazi
(thymidin, guanosin, cytosin, adenosin nebo uracil). Tyto slozky jsou spojeny do fetézce
nukleové kyseliny a timto je definovdna primdrni struktura molekuly DNA. Jedna
se 0 spojeni pies zbytek kyseliny fosfore¢né umisténé v pozici 5' cukru a vazajici
se na 3'pozici sousedniho cukru, timto vznikd cukr-fosfatova kostra. V pozici
1'kazdého cukru je kovalentné navdzana heterocyklickd baze. Toto uspofadani
se nazyva nukleotid a je to zékladni stavebni kamen kazdé nukleové kyseliny. Nékteré
organismy a viry maji jako nositelku dédi¢né informace RNA, obsahujici misto thyminu
uracil. Ostatni organismy i ¢lovék m4ji v jadfe buniky jako nositelku dédi¢né informace

molekulu DNA (obr. 1).
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Obr. 1. Struktura deoxyribonukleové kyseliny. (Pfevzato z http.//cs.wikipedia.org/wiki/DNA).

DNA molekula je charakteristickd tim, Ze ma dva antiparalelni fetézce

ve své struktufe. To znamend, Ze dochéazi k interakci mezi jednotlivymi bazemi.
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Heterocyklické baze spolu interaguji dle pfisnych pravidel a to tak, ze adenin se pomoci
dvou vodikovych mdstki paruje sthyminem a cytosin S guaninem pomoci
tfi vodikovych mitstki (obr. 2). Tyto vazby maji vliv na stabilitu dvousroubovice,
zaroven urCuji centralni osu dvousSroubovice. Timto vznika tzv. sekundéarni struktura

molekuly DNA, ktera je charakteristickd riznymi konformacemi.
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Obr. 2. Parovani bazi v DNA. (Alberts et al., 2004).
2. 1.1 Konformace DNA

Molekula DNA se mize vyskytovat v riznych konformacich, a to predevs§im
Vv zéavislosti na jeji hydrataci a na nukleotidové sekvenci. Charakteristické jsou Zlabky,
které se vytvari obtocenim dvou fetézcl kolem sebe. Za fyziologickych podminek
jemaly zlabek Siroky 6 A a hluboky 7,5 A, zatimco velky Zlabek je Siroky
12 A ahluboky 8,5 A (King, R. C., et al., 2006). Do velkého Zlabku vy&nivaji rtizné
skupiny na pozici 6 heterocyklické baze: aminoskupina adeninu, ketoskupina guaninu,
aminoskupina cytosinu, ketoskupina a methylova skupina thyminu. Oproti tomu
do malého zlabku vy¢niva napiiklad aminoskupina guaninu nebo ketoskupina cytosinu.
Ve velkém 7Zlabku se nachazi vétSina funkEnich skupin umoZiujicich rozezndni

jednotlivych nukleovych bazi od sebe (King, R. C., et al., 2006).



Molekula DNA nabyva takové konformace, kterd je pro ni energeticky
nejvyhodnéjsi. Mezi zakladni konformace DNA fadime B-DNA, A-DNA a Z-DNA

(obr. 3). Jednotlivé rozdily mezi témito konformacemi jsou uvedeny v tab. 1.

Formy A a B jsou pravotoc¢ivé Sroubovice a Z-forma je levotoc¢iva Sroubovice.
Vétsina molekul DNA se v buitkach nachazi ve form&€ B-DNA. Pravé tuto konformaci
poprvé popsali vroce 1953 v Casopise Nature James D. Watson a Francis Crick
(Watson, J. D., et al.,, 1953). B-DNA je stabilni pii relativni vlhkosti 95 %.
Do konformace A piechazi DNA pfi relativni vlhkosti prostfedi kolem 75 %. B-DNA
je za fyziologickych podminek ten¢i a vy$§i pravotodiva Sroubovice, kde osa
dvousroubovice prochézi sttedem vazby mezi komplementarnimi bazemi. Velky zlabek
je hluboky a Siroky, maly zlabek je tuzky a hluboky. A-DNA je kratkd a plocha
pravotociva Sroubovice, osa dvousroubovice prochazi velkym zldbkem. Velky Zlabek
je velice hluboky a tzky, maly Zzlabek je Siroky a mélky. Z-DNA je podlouhla
levotociva dvouSroubovice. Jeji osa prochazi malym Zzlabkem. Maly Zlabek je hluboky

a velice uzky, velky zlabek je plochy. (Rosypal, S., 2006).

Obr. 3. Tri konformace molekuly DNA. Cervené je zndzornéna konformace A-DNA, modie B-DNA a Zluté
Z-DNA (pievzato z http://en.wikipedia.org/wiki/DNA).



Tab. 1. Priimérné parametry A-DNA, B-DNA a Z-DNA. (Rosypal, S., 20086, str. 56).

Konformace A Konformace B Konformace Z
Vinuti (chiralita) pravotociva pravotociva levotociva
Celkovy tvar kratka a Siroka dlouhd a tenka podlouhla a tenka

Umisténi osy

pres vetsi zlabek

pres pary bazi

pres mensi zlabek

dvousroubovice
velmi §iroky velmi uzky
wr x1s 17kv a hluboks
Mensi zlabek a mélky uzky a hluboky a hluboky
Vétsi zlabek velmi uzky Siroky a hluboky na povrchu zplostély
étsi Zlabe a hluboky \ p P %
Priamérny pocet
pari na jedno 11 10,5 12
otoceni Sroubovice
Konformace N- anti anti antiu C
glykosidické vazby synu G
C3‘—endouG
Konfor.mz’:lce C3¢ - endo C2¢ —endo
deoxyribozy C2° —endou C

Kazdy den je bunééna DNA vystavena vlivu riznych faktorti, at’ uz fyzikalni

¢1 chemické povahy, které ji poskozuji. Béhem jednoho dne se na DNA vytvofi

cca 50 000 jednotetézcovych zlomi, 10 000 depurinaci a 5 000 alkylaci, 2 000 oxidaci,

60 deaminaci a cca 10 dvouietézcovych zloml. Ve zdravé buiice jsou tato poSkozeni

opravovana specifickymi

proteinovymi mechanismy.

Mezi nejCastéjsi

opravné

mechanismy patii bdzova excisni oprava, nukleotidova excisni oprava, oprava chybného

parovani atd.




Pokud jsou tyto opravné mechanismy naruseny, at’ uz mutaci v genu kodujicim
dany protein, nebo naopak pokud jsou proteiny overexprimovany a tim zajisti preziti
I zasadn¢ poskozenych bunék, mizou se takto poskozené burky zacit nekontrolované
mnozit. Tomuto stavu byl dan ndzev rakovina. Rakovina je obecny termin pro velké
skupiny nemoci, které mohou mit vliv na jakoukoliv ¢ast téla. Ostatni pouzité vyrazy
jsou zhoubné nadory a novotvary. Jednim z charakteristickych znakt rakoviny je rychla
tvorba abnormalnich bun€k a jejich infiltrace do sousednich tkani a do dalSich organt.
Timto zplisobem se tvoii tzv. metastaze, které jsou poté hlavni pti¢inou umrti. Rakovina
se fadi mezi hlavni pfi¢iny umrtnosti na celém svété. V roce 2012 na rakovinu zemielo
ptes 8 miliont lidi (Stewart, B. W., et al.,, 2014). Ocekava se, ze v prubéhu
nasledujicich n€kolika let bude novych piipadi pfibyvat. U muzi patii mezi nejcasté)si
rakovinné onemocnéni rakovina plic, prostaty, tlustého stfeva, zaludku a jater. U Zen
se nejcastéji jednd o rakovinu prsu, tlustého stfeva, plic, d¢lozniho ¢ipku a Zaludku.

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/).

Rakovina vznika z jedné jediné bunky (obr. 4). Transformace z normalni bunky
do nadorové bunky je vicestupiiovy proces, obvykle postup z prekancerozni 1éze
na zhoubné nadory. Tyto zmény jsou vysledkem interakce mezi genetickymi faktory
Clovéka a tfemi kategoriemi vné¢jSich vlivi. K témto vlivim fadime: fyzikdlni
karcinogeny (ultrafialové a ionizujici zafeni), chemické karcinogeny (azbest, slozky
tabakového koute, aflatoxin, apod.) a biologické karcinogeny (napiiklad infekce
nékterymi viry, bakteriemi ¢i parazity) (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs29
7/en/).
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Obr. 4: Navrhovany model vyvoje rakoviny kmenovych bunék. Modrymi obrysy jsou zndzornény pre-
maligni neoplastické kmenové buiiky. Cernymi obrysy jsou zndzornény maligni kmenové buriky

(rakovinné burnky)(prevzato z Valent et al, 2012).

Spravna diagndza rakoviny je nezbytna pro tcinnou lécbu, protoze kazdy druh
rakoviny vyZzaduje urcité 1écebné postupy, které zahrnuji jeden nebo vice zplsobt, jako
je chirurgicky zakrok, radioterapie, chemoterapie. Hlavnim cilem je vylécit
rakovinu anebo vyrazné prodlouzit zivot (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs
297/en/).

2. 2 Komplexy prechodnych kovii v 1é6¢bé nadorovych onemocnéni

Jak bylo uvedeno vyse, dilezitou roli pti vzniku nadorovych onemocnéni hraji
genetické, molekuldrni a bunécné procesy. Ve vyzkumu rakoviny se klade velky diraz
na pochopeni mechanismi téchto procesi na vznik neoplasii. Dalo by se fict,

ze bunécné procesy jsou evoluci vycizelovany téméi k dokonalosti, neni vzdy mozné
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efektivné zasdhnout do poskozenych metabolickych ¢i signalnich drah, které byvaji
nejCastéji pozmeénény u nadorového onemocnéni. Existuji rizné pfistupy pii 1écbe
rakoviny, at’ uz se jedna o zablokovani specifickych receptorti na povrchu nadorovych
bunék, nebo o zablokovani pfehnané transkripce ¢i replikace. Jednim z téchto ptistupt
je 1é¢ba solidnich nadorti pomoci komplexii pfechodnych kovi, napf. platiny, ruthenia,

osmia, iridia atd.

Historie vyuziti slouc¢enin kovt v protinadorové terapii saha az do roku 1865,
kdy byly pro tento 0U¢el pouzity slouceniny arsenu (Waxman, S., et al., 2001).
Ve tficatych letech W. A. Collier a F. Kraus zkoumali vzijemné vztahy mezi
chemickou strukturou, ucinnosti a toxicitou kovovych sloucenin, kdy pozorovali

inhibici rastu nadora u¢inkem kovovych komplext (Cleare, M. J., 1974).
2. 2. 1 Cisplatina

Moderni historie vyuziti sloucenin tézkych kovi v protinadorové terapii zacina
Vv poloviné Sedesatych let ndhodnym Rossenbergovym objevem schopnosti platinovych

derivatd zastavovat bunééné déleni (Rossenberg, B., et al., 1965).

Cis-diammindichloridoplatnaty ~ komplex  (neboli  cisplatina,  oznaceni
cDDP) [cis-PtCI>2(NHz)2] (obr. 5) patii k vyznamnym a nejlépe prozkoumanym
farmakim vyuZivanych v klinické praxi. cDDP byla poprvé syntetizovana Vv roce 1884
Michelem Peyronem (Lippard, S.J., 1982). Trvalo vice nez jedno stoleti, nez doslo
k objeveni jejich protinadorovych vlastnosti (cDDP je schopna potlacovat rust
nékterych lidskych zhoubnych nadort). Prof. Barnett Rossenberg se svymi
spolupracovniky v roce 1961 zkoumal vliv elektrického pole na rust bakterii E. coli.
Pii experimentu byly pouzity platinové elektrody ponofené v roztoku s obsahem
chloridu amonného. Z téchto platinovych elektrod se po elektrolyze uvolilovala platina
a Vv elektrolytu vznikal cDDP komplex. Po urcité dobé se zkoumané buiky v médiu
prestaly délit (zastavil se bunéény cyklus) a dochazelo k filamentéznimu prodluZovani
(Rossenberg, B., et al., 1965). Pravé od roku 1961 se Gcinek cDDP zacal Gspésné
testovat na Sirokém spektru nadort. Diky uspésnosti testii se od roku 1978 (schvaleni

pro klinické vyuziti FDA) cDDP fadi k nejcastéji pouzivanym cytostatikiim.
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Obr. 5. Strukturni vzorec protinadorové aktivni cisplatiny (vpravo) a protinadorové neaktivni

transplatiny (vlevo).

Lécba cDDP probiha formou série nitrozilnich infazi v intervalu 3 az 4 tydnu,
v davee 50 — 120 mgxm. Nejvice se v oblasti onkologické 1é¢by vyuziva pti 1é¢bé
nadord varlat. V pfipadé vcasné diagndzy tohoto typu tumoru je pravdépodobnost
vyléceni az 90 %. Dale se cDDP vyuZiva pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni mocového

méchyfte, travici trubice, vaje¢nikd, plic, hlavy a krku (Guo, Z. J., et al., 1999).

Pti podavani cDDP dochéazi nejen k ni¢eni rychle se mnoZicich nddorovych
bunck, ale také k niCeni pfirozené rychle se mnozicich bunék. Mezi tyto pfirozené
rychle se mnozici bunky fadime bunky jaterni tkané, bilé a Cervené krvinky, spermie,
vajicka. Niceni zdravych a reprodukénich bunék je jednim z hlavnich ptikladt

nezadoucich u¢inkt ¢cDDP.

Dle statisttk WHO jsou vSak nejcastéj$imi pfic¢inami Umrti rakovina prsu
arakovina tlustého stfeva, v téchto piipadech je cDDP net¢inna. Dal§im problémem
jsou vedlejsi ucinky, jako je zvraceni, nefrotoxicita, myelotoxicita a také poruchy
krvetvorby. Pti dlouhodobé opakované terapii dochdzi ke vzniku rezistence. Rezistence
ma za nasledek snizeni u¢innosti lécby. Tyto skutecnosti vedou ke snaze vyvinout nové
kovové komplexy, které by mély snizenou toxicitu, kiizovou rezistenci s cDDP a S§irsi

spektrum Iéc¢itelnych nadort (Brabec, V., 1990).

2.2.1.1Vazba cDDP na DNA

Protinadorova aktivita platinovych komplext je spjata s jejich vazbou na DNA.
Po navazani komplexu vznikaji adukty, které blokuji transkripci a replikaci. Pravé vznik
fady adukti je moZznym rozhodujicim jevem odpovédnym za biologickou aktivitu

(Brabec, V., et Kasparkova, J., 2005).
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Obr. 6. Aktivace molekuly cDDP po prostupu z krevniho recisté do cytoplasmy burniky (prevzato
z Kelland, 2007).

Pfi intravendznim podani 1é¢ebného roztoku cDDP se tato molekula pohybuje
krevnim feciStém s neutrdlnim nébojem, diky vysokému obsahu chloridovych iontii
Vv periferni krvi. Pfi prostupu této molekuly skrz cytoplasmatickou membranu (obr. 6)
buiky dochézi k odstoupeni prvniho atomu chloru, kvili zméné iontové sily prostiedi,
a vytvoreni monoakvaformy cisplatiny. Pii nasledném putovani bunécnou cytoplasmou,
K mistu terapeutického u¢inku dochazi k odstoupeni i druhého chloridového
ligandu a vznika diakvaforma (kladné¢ nabita), ktera je vysoce reaktivni pravé

s molekulou DNA v jadre buriky.

Pii reakci s molekulou DNA dochazi v prvni fadé k elektrostatické interakci
mezi kladné nabitym platinovym komplexem a zaporn€ nabitym fosfatovym skeletem
DNA. Pies odstupujici ligand (nejcastéji chloridovy iont, potazmo H3O") vznikd mezi
atomem platiny a sdusikem v pozici 7 (N7) molekuly guaninu (popi. adeninu)
kovalentni vazba. Vytvaii se takzvany monofunkéni adukt cisplatiny na DNA.
V ptipadé sterické blizkosti druhého odstupujiciho ligandu a reaktivni pozice
na heterocyklické bazi, mize dochazet k uzavieni tzv. bifunkéniho aduktu, a tak mohou
vznikat bud’ vnitrofetézcové (IAC — intrastrand-crosslink), nebo mezitetézcové (IEC —
interstrand-crosslink) mdastky (obr. 7). Vnitrofetézcové mustky se nejCastéji vytvari
mezi dvéma sousednimi guaniny (pfipadné mezi sousednim guainem a adeninem)

na jednom vlakné molekuly DNA, nebo mezi dvéma guaniny oddélenymi libovolnou
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bazi, tzv. 1,3-vnitrofetézcovy mustek (Kepler, B. K., ed., 1993). Dalsi bifunkéni adukt
muze byt uzavien mezi protilehlymi guaniny antiparalelnich fetézci molekuly DNA,

takto je vytvoien mezifetézcovy mustek.

N(7) Guaninu
H \
N-H----0 N
y AN
NH;, A Cl :
3;Pt; /€ \Newe=N G\/Nm—>
NH; H,0* Nl e,
\}
§ O-eH-N
H
Vnitrofetézcovy mistek Meziretézcovy mustek

Obr. 7. Vznik ¢cDDP aduktit na DNA (Kelland, L., 2007).

Vytvorené adukty spole¢né¢ s mnohonasobnymi vazbami na DNA zpisobujici
lokalni denaturaci maji za nédsledek deformaci DNA. Deformace DNA, kterou se rozumi
jeji ohyb a rozvinuti, vede k blokaci mimo jiné replikace a transkripce a k vazbé
proteinti rozpoznavajici zmény na DNA. Builka s takto poSkozenou DNA sméfuje

Kk apoptoze (programované smrti).

Molekulu DNA modifikovanou c¢DDP rozpozndvaji proteiny, jedna
se 0 nehistonové chromatinové proteiny, které se na tuto modifikaci specificky vazou
a obsahuji HMG (high mobility group) doménu. Na zdkladé¢ poctu HMG domén
a evoluéniho vyvoje délime proteiny do dvou skupin. Do prvni skupiny tadime
proteiny, které obsahuji vétsi mnozstvi HMG domén a rozpoznavaji DNA s malou
specifitou. Proteiny prvni skupiny jsou nazyvany strukturn¢ specifické a patii mezi
né vazebné a transkripcni faktory, které se oznacuji jako HMGB1, HMGB?2 proteiny.
Do druhé skupiny fadime proteiny sekvencné specifické. Proteiny z obou skupin jsou
slozeny ze tfi o — helixii a maji tvar pismene L. HMG doména se vaze do malého
zlabku, kde zplsobi ohyb a rozvijeni dvousroubovice, €ili jde o rozsifeni malého zlabku
a stlaceni velkého zlabku. Do duplexu DNA se interkaluje aminokyselinovy fetézec,

ktery vazbu proteinu stabilizuje (Kartalou, M., et al., 2001).
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Selektivni afinitu ke klinicky u¢innym cytostatikim vykazuji proteiny
s doménou HMGB, které selektivné rozpoznavaji (obr. 8) pravé ohyb DNA zptsobeny
komplexem platiny. Jsou schopny se vazat na DNA modifikovanou klinicky t¢innou
cisplatinou, nevsak na DNA modifikovanou klinicky neucinnou transplatinou

(Pil, P. M., et al., 1992).

Po objeveni specifické vazby proteini s HMG doménou na DNA byla vyslovena
hypotéza, ktera vysvétluje tlohu proteini s HMG doménou v protinadorové Gc¢innosti
cisplatiny. HMG protein, ktery je pevné navazany na adukt cDDP, zabranuje opravnym
mechanismim odstranit poskozeni zptisobené cDDP. Tento neodstranény adukt brani
replikaci DNA. K HMG proteinim fadime také transkripéni faktory a pokud se v bufice
nachdzi DNA poskozena c¢cDDP, dochdzi k vazbé transkripénich faktori na adukty.

Kvuli nedostatku transkripnich faktori nemiize byt transkripce genl ptesné

regulovéna.
HMG-domain
\ protein
) HyN ~pg —GC Pt damage is
Small number / HN— —C removed
of natural /
binding sites

Repair excinuclease
recognizes cisplatin-
DNA adducts

Induction or repression
of gene X transcription

Transcription of gene X ¢— & 3‘: ~pt="C
3

is not properly regulated

Repair is blocked

>

Obr. 8. Rozpoznavani a vazba HMG proteinii na miistek vytvoreny moelkulou cisplatiny

(Zamble, D. B., et al., 1999).

Vyuziti cis-diammindichloridoplatnatého komplexu i pies velky uspéch ma své
nevyhody a omezeni. Jednou z nevyhod jsou zavazné vedlejsi ucinky, které zahrnuji
naptiklad poSkozeni funkce ledvin, poskozeni nervovych drah v miSe, poSkozeni
zazivaciho traktu. Spektrum nadord, kdy je cDDP u¢inn4, je velice zké. Jak jiz bylo

feceno cDDP se nejcastéji pouziva k 1écbé nadori varlat. AvSak nejcastéji vyskytujicimi
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se nadory jsou karcinomy prsu a tlustého stfeva. Na tyto typy nadorti nemé podéavani
cDDP Zzadny wvliv. Dalsi velkou nevyhodou je ziskani rezistence k l1é¢ivu
pii opakovaném podavani pii recidivé choroby. Pravé z téchto a mnoha dalSich divoda
se hledaji nejen rizna analoga cDDP, ale také komplexy s jinymi prechodnymi kovy,
které by se vyznacovaly snizenou toxicitou vi¢i nenadorovym builkam, Sir§Sim spektrem

1é¢itelnych nadort a kiizovou rezistenci s cisplatinou (Brabec, V., 1990).
2. 2.2 Vyvoj novych generaci protinadorovych preparati

Vyvoj protinadorové aktivnich komplext kovil je mozné charakterizovat ¢tyfmi

hlavnimi proudy:

=

syntéza a testovani analogli cDDP;

2. testovani komplexi s jinym centralnim atomem,;

3. spojeni protinddorové aktivnich komplext platiny (popf. komplext s jinym
centralnim atomem) spolu s nosicovymi molekulami tak, aby to vedlo k jejich
akumulaci v nadorovych tkanich.,

4. spojenim protinddorové ucinnych komplexti platiny s protinddorové U¢innymi

molekulami, které maji jiny mechanismus G¢inku, napf. interkalatory, HDAC;],

atd.

Mezi slouceniny odvozené od cisplatiny patii napfiklad karboplatina (cis-1,1-
cyklobutandikarboxyl-(2)-diaminplatnaty ~ komplex) (obr. 9) a iproplatina
(dichlorodihydroxo-bis(2-propamin)plati¢ity komplex) (obr. 9).

O

Obr. 9. Struktura karboplatiny a irpoplatiny. (http://en.wikipedia.org/wiki/).
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Dtivodem, pro¢ jsou hledany nové slouceniny na bazi cisplatiny, je predev§im
moznost jejich u¢inku na jiné druhy nadorti a zarovenn jde o schopnost piekonéni
resistence Kk cisplatiné. Je zajimavé, Ze existuji derivaty cisplatiny, které jsou schvaleny
pro uziti v Japonsku (nedaplatina), Cing (lobaplatina) a v Jizni Korei (heptaplatina),
protoze maji velky klinicky uc€inek pravé na tyto populace na rozdil od populace

evropské a africké (Desoize et Madoulet, 2002).

Mezi komplexy s jinym centralnim atomem nez platina patii naptiklad komplex
iridia [(n>-CsMesCsH4CsHs)Ir(phen)CI]PFs (phen = fenantrolin) (obr. 10) a Os(Il)
azopyridinovy komplex [Os(n®-p-cym)(azpy-NMe,)I]PFs (obr. 11). Komplex iridia
ptednostné zabiji rakovinné bunky pied nekancerogennimi bunkami a nevykazuje
kfizovou rezistenci s cisplatinou (Novohradsky et al., 2014). Bylo prokazano,
ze komplex iridia indukuje bunéénou smrt mnohem rychleji nez cisplatina. Osmiovy
komplex se od cisplatiny lisi tim, Ze zplUsobuje maly ohyb DNA a fadi se mezi
interkaldtory (avan Rijt et Sabine, H., 2011). Oba tyto komplexy se fadi k silnym
cytostatickym a cytotoxickym protinddorovym latkam.

-0 LT
|

Cl
A

<\ % é\ />

Obr. 10. Struktura iridium(Ill) ,, half-sandwich ** komplexu. (prevzato z Novohradsky et al., 2014).

|

Obr. 11. Struktura Os(Il) azopyridinového komplexu. (pievzato z dvan Rijt et Sabine H., 2011).
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Rada bilkovin, jejichz fyziologickou funkci je transport kovovych kationtt,
se nachazi v krvi ¢loveéka. PrenaseCem pro ionty médnaté, zineCnaté a vapenaté
je albumin. Dal$im piikladem je transferin, ktery pienasi trojmocné Zelezo a mangan.
Vysoka koncentrace trojmocného Zeleza je zapotiebi pro intenzivni riist nadorovych
bunék. Pfenase¢ trojmocného zeleza transferin mize do tkané prenaset a v ni také
uvoliovat kromé zeleza také protinadorové aktivni komplexy platiny (IV), ruthenia (I1I)
a titanu (IV). Riziko vedlejSich toxickych ucinkl téchto komplext v cilové tkani
je snizovano navazanim cytostatik na aminokyselinové zbytky v ,.kapse® piislusného

proteinu (Bertini, ., et al., 1994).
2. 3 Rutheniové komplexy

Pro novou tfidu protinadorové aktivnich komplext se mezi kovy vhodné jako
centrdlni atom fadi mimo jiné také ruthenium. Rutheniové slouceniny byly zprvu
syntetizovany s podobnou strukturou jako ma cDDP, a to kvili studiu jejich

protinadorové aktivity (obr. 12).

— -+

NH3 NH,
Cli | sNHy Clo, | wNHa| o
CI” | ~NH, c” | YNH,
Cl NH;
a) b) - =

Obr. 12. Struktura fac-RuCls(NHzs)s (a) (pfevzato z Bratsos, loannis, et al., 2007) a cis-[RUCI2(NH2)4] CI
(b) (prrevzato z Alessio, Enzo, et al., 2004).

Hlavnim divodem pro zamitnuti téchto komplext jako moznych cytostatik bylo,
ze oktaedralni rutheniova analoga ¢cDDP byla malo rozpustna ve vodé (Kepler, B. K.,
1993).

V soucasné dobé je cDDP nejlépe prostudovanym cytostatikem, proto neni divu,
ze nové rutheniové komplexy jsou srovnavany a studovany spolecné s cDDP. Je ziejmé,
ze rutheniové komplexy redukuji rast nadori, a to podobnym zptisobem jako cDDP
prostiednictvim interakce s bunéénou DNA (Sava, G., et al., 1990). Aktivni rutheniové

komplexy se od cDDP nepatrné odliSuji. Z chemického hlediska je podstatnym
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rozdilem geometrie komplexti. U rutheniovych sloucenin je geometrie oktaedralni
a u dvojmocnych platinovych sloucenin je geometrie ¢tvercové planarni. Mezi dalsi
rozdily patii elektronové piechody. Pti redukci Ctyfmocné platiny na dvojmocnou
platinu dochéazi ke zméné koordinacniho Cisla a tim i ke zméné vazebné vzdalenosti
ligandi od centralniho atomu (platiny). Oproti tomu je elektronovy piechod mezi
trojmocnym a dvojmocnym rutheniem velice snadny. Ve srovnani s dvojmocnou
platinou ma atom ruthenia dvé koordina¢ni mista navic. Pravé tyto koordinacni mista

navic umoznuji komplexiim ruthenia jiné typy interakci s nukleovymi kyselinami

(Pyle, A. M., et al., 1989).
2. 3. 1 Chemické vlastnosti komplexi ruthenia ve vztahu k toxicité

Ruthenium se vyskytuje ve vSech oxidaénich stavech (od 0 do VIIL), i jako
zaporn¢ nabity dvojmocny anion. Ve vodnych roztocich jsou nejstabilnéjsi rutheniové
komplexy s oxida¢nimi ¢isly I, 11l a IV. Pro dvojmocné atomy ruthenia je dilezita
pfitomnost m-akceptorovych ligandl ke stabilizaci. Tyto atomy se nachéazeji v prostiedi
molekul umoziujicich, aby redoxni potencial Ru'"" byl vétsi nez 0,4 V. U komplexii
¢tyfmocného ruthenia se predpoklada jejich redukce na komplexy s niz§im oxida¢nim

stupném (Doppelt, P., et al., 1987).

Z dtivodu toxicity protinddorovych terapeutik je nutnost hledat nové preparaty,
které budou schopné selektivné zasdhnout pouze nadorovou tkan a neposkodit tkan
zdravou. Této predstavé se piiblizuji komplexy trojmocného ruthenia. U téchto
komplexu dochazi in cellulo ktransformaci do rychle se substituujicich forem
za podminek typickych pro nadorovou tkan. Z tohoto hlediska je dilezitym faktorem
jednoelektronovy rozdil mezi d® a d° valen¢nimi orbitaly ionti. Atom Ru'
ma konfiguraci d® a akceptuje n-elektrony do svého z poloviny zapInéného d.-orbitalu.
Diky tomuto efektu siln€ pfitahuje halogenidy a anionty obsahujici kyslik. Oproti tomu
atom Ru" s konfiguraci d® je m-akceptor s niz§im nabojem. To vede k rozprostfeni dg-
orbitallli do prostoru. Diky tomu je umoznén jejich ptrekryv a pfijem od jinych =-
i

vaze Ru'l slabgji n-donorové ligandy, protoze méné

akceptuje elektrony (Clarke, M. J., et al., 1989).

elektronovych systému. Oproti Ru
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Na charakteru ligandii navazanych na centrdlni atom je zavisla jeho redukce.
Nekteré komplexy se mohou vazat prednostné do nadorové tkané, a to diky rozdilim
v reduk¢nich vlastnostech nadorové a zdravé tkan€. V redukénim prostfedi nadorové
tkdn¢ miizou komplexy s trojmocnym rutheniovym atomem ptechdzet na dvojmocné
rutheniové atomy. Za nésledek by to mohlo mit pfeménu na vysoce reaktivni formu

(Clarke, M. J., et al., 1989).
2. 3. 2 Transport v organismu

Ruthenium miize v nékterych metabolickych procesech zastoupit zelezo. Oba
prvky se vyskytuji jako dvojmocné a trojmocné kationty ve vodnych roztocich
a to je jeden z hlavnich dtivodu, pro¢ muze byt Zelezo nahrazeno rutheniem. Trojmocné
kationty jsou soustiedovany v tenkém stfevé a odtud jsou roznaSeny do organismu.
Tyto trojmocné kationty maji vysokou afinitu pro fenolatové ligandy, které jsou
nezbytné pro prenos Fe3* transferinem. Z tohoto divodu mohou byt transportovany také

trojmocné rutheniové komplexy za pomoci transferinu (Sava, G., et al., 1990).

Pravdépodobny zplsob metabolizace probihd tak, Ze neaktivni trojmocné
rutheniové komplexy, které jsou ptfitomny v krvi, se navadzi na transferin. Po navazéani
jsou dopraveny do tkani, které jsou bohaté na transferinové receptory. Mezi takovéto
tkan¢ se fadi naptiklad hypoxickd nadorova buika, ktera je vhodna pro redukci
trojmocnych komplexli na reaktivni dvojmocné komplexy. Tato reaktivni dvojmocna

analoga se mohou vazat na baze DNA (Clarke, M. J., et al., 1993).

Tyto a dalsi vlastnosti mohou byt vyuZity pro vyvoj novych protinddoroveé
ucinnych 1éc¢iv, které budou mit oproti cDDP niZsi toxicitu, kterd méné zatiZi pacienta

pii lécbé nddorového onemocnéni.
2. 4 Nekovalentni interakce slou¢enin s molekulou DNA

Rakovinové onemocnéni patii mezi nejcastéjSi smrtelné onemocnéni ve svéte
(http://www.who.int). Velké procento chemoterapeutickych 1é¢iv proti rakovingé jsou
slouceniny, které interaguji s DNA pifimo nebo brani spravnému rozvolnéni DNA (napf.
inhibici topoisomerazy I). Nukleové kyseliny mohou poskytnout mezibazovy prostor

pro vsunuti plandrnich ¢asti molekul — interkalator, anebo mohou nekovalentné
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interagovat s jinymi molekulami prostiednictvim malého a velkého zlabku na svém
povrchu (obr. 13). Formu a rozsah interakce ovlivituji vlastnosti prostiedi, charakter

ligandu a sekvence cilové molekuly nukleové kyseliny (Palchaudhuri, R., et al., 2007).

Obr. 13. Vievo je zobrazena interakce molekuly prostrednictvim zldbku a vpravo je zobrazena interkalace

molekuly do DNA (Palchaudhuri, R., et al., 2007).
2. 4. 1 Interkalace

Interkala¢ni typ vazby je zplsoben vmezefenim ligandu s vhodnym
prostorovym uspofaddnim mezi pary bazi. Poté dojde ke stabilizaci nekovalentnimi

vazbami typu n-x interakce (Bancroft, D. P., et al., 1990).

Planarni (hetero) aromaticka struktura se vmezeti mezi pary bazi DNA, pfi¢emz
dochazi k stabilizaci, zpevnéni konformace, prodlouzeni a k ¢astecnému rozvinuti této
molekuly nukleové kyseliny. Tato zména miiZze zpisobit inhibici funkce fady enzymi,
které pisobi na DNA (napf. transkripci a replikaci). Diky tomuto faktu ma interkalace
zéasadni prakticky vyznam pro chemoterapii naddorovych onemocnéni. Vyznamny vliv
uspésné interkalace je pfipisovan hydrofobicité rozpoustédla, iontové sile prostiedi,

flexibilité a sekvenci molekuly nukleové kyseliny (Palchaudhuri, R., et al., 2007).

V soucasné dobé délime interkaldtory na dv€ zékladni skupiny: klasické
a neklasické interkaldtory (obr. 14). Klasické interkalatory jsou dokonalé plandrni

molekuly a jedna se o dobfe prostudované slouceniny, jejichz silny sklon interkalovat

vvvvv
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ostatni ne zcela rovinné a vétSinou jen castecné aromatické molekuly

(Palchaudhuri, R., et al., 2007).
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Obr. 14. Priklady sloucenin klasickych interkalatorii, neklasickych interkalatorii a sloucenin vazajicich

se do zlabku (Palchaudhuri, R., et al., 2007).

Mezi klasické interkalatory fadime akridiny, kdy samotny 9-aminoakridin
(obr. 15) interkaluje do DNA, pricemz cely heterocyklicky systém interaguje
se sousednimi pary bazi. Akridiny obvykle zptisobi rozvinuti dvojité Sroubovice o 17°.
Predpoklada se, Ze tyto slouCeniny v protoionizované form¢ nejprve interaguji
se zaporn¢ nabitym polyfosfatem, podle kterého se volné pohybuji a vzhledem

k dynamice DNA interkaluji mezi pary bazi (Dervan, P. B., 2001).

NH,

Obr. 15. Strukturni vzorec 9-aminoakridinu (prrevzato z Dervan, P. B., 2001).

Dalsim zastupcem je ethidium bromid (obr. 16), polycyklické aromatické
barvivo, které se velmi dobfe ale neselektivné interkaluje do DNA. Kazd4 interkalovana

molekula zptisobi rozvinuti dvousroubovice o 26° (Dervan, P. B., 2001).
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Obr. 16. Strukturni vzorec ethidium bromidu (prevzato z Dervan, P. B., 2001).

Prikladem ptirodniho, zrostliny extrahovaného interkalatoru je -ellipticin
(obr. 17) a jeho 9-methoxyderivat. Ellipticin sam o sob& neni silnym interkalatorem,
avSak jeho hydroxyderivat ano, a navic vykazuje G-C selektivitu. Ellipticin je zdkladem

fady od néj odvozenych protinddorovych chemoterapeutik (Dervan, P. B., 2001).
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Obr. 17. Strukturni vzorec ellipticinu a jeho 9-methoxyderivatu (prevzato z Dervan, P. B., 2001).
2. 4.2 Vazba do Zlabku

Navazani slouc¢eniny do malého ¢i velkého Zlabku DNA nevyvolava, na rozdil
od interkalace, velké konformaéni zmény DNA. Kdyz se interkalatory vmezeti
do molekuly DNA, dojde k prodlouzeni dvousroubovice. Sloucenina, kterd se navaze
do malého nebo velkého Zzlabku, nezpisobi tak velké zmény — nedojde naptiklad
k prodlouzeni dvousroubovice. Vazba do Zlabku muze byt povazovana za podobnou

Mee

modelu ,,zadmek a kli¢* a to pro ligand-makromolekuldrni vazbu. Pro model enzym-
substrat interakce plati, Ze substrat i enzym maji specifické geometrické tvary, které
se hodi pfesn¢ do sebe — jako ,.kli¢ do zdmku*“. Vazby do zldbku jsou stabilizovany
mezimolekuldrnimi interakcemi a obvykle maji vétSi asociacni konstantu neZ

interkalatory (pfiblizné 10 M™). Obdobné& jako interkalatory prokazuji slouceniny,
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které interaguji prostfednictvim malého ¢i velkého Zlabku, klinické vyuziti ve formé
protinddorovych ¢i antibakterialnich ¢inidel. Mezi slouceniny, které se vazou do zlabku,
se fadi napiiklad mitomycin ¢i antracykliny (obr. 14). Existuje také mnoho sloucenin,
které vykazuji oba typy nekovalentnich interakci s molekulou DNA - interkalace
avazba do zlabku. Napiiklad pravé antracykliny, které mulzeme fadit
do skupin slouc¢enin  schopnych  jak interkalace, tak vazby do Zlabku
(Palchaudhuri, R., et al., 2007).
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3. Cil prace

L N o g B

Cilem této prace bylo:

Vypracovat literarni reSersi na zadané téma.

Stanovit molarni absorp¢ni koeficient ¢ rutheniového komplexu.

Studovat interakce DNA snovym protinadorové ucinnym komplexem
[Ru(tol)flavonol]CI.

Stanovit vazbu rutheniového komplexu na DNA.

Urcit sekvencni specificitu vazby.

Stanovit, zda komplex [Ru(tol)flavonol]Cl stabilizuje nebo destabilizuje DNA.
Ur¢it, jestli komplex [Ru(tol)flavonol]|Cl rozviji DNA.

Stanovit ICsp rutheniového komplexu a porovnat cytotoxicitu s klinicky
ucinnou cisplatinou.

Diskutovat (porovnat) ziskané vysledky s udaji dostupnymi v odborné literature.
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4. Material a metody

4. 1 Pouzité komplexy

\/
/\

Obr. 18. Strukturni vzorec cis-diamminodichloridoplatnatého komplexu. Molekulova hmotnost

300,05 g xmol-*.

NH;

Obr. 19. Strukturni vzorec[Ru(tol)flavonol] Cl. Molekulovéa hmotnost 465,89 ¢ xmol™*.

4. 2 Chemikalie a biologicky material

e Deionizovana voda (vodivost 18,3 MQ.cm™)

e DNA z teleciho thymu (ttDNA obsahujici 42 % G + C parti a 58 % A + T part)
o koncentraci 1,07.10° molx1?! a primémé molekulové hmotnosti 20 000 kDa
byla pfipravena postupem popsanym v literatufe (Brabec, V., et al., 1976)

e Syntetické polynukleotidy poly-dG.dC a poly-dA.dT (Sigma Aldrich)

e Plasmid pUC19 o koncentraci 2,72.10° molxI* (New Engeland Biolabs, Velka
Britanie)

e Restrikéni endonukledza ECORI (New England Biolabs, Velké Britanie)

e TRIS-acetatovy (TAE) pufr 50x

o 0,04 molx1"t Tris — acetat
o 0,002 molxI* EDTA
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DMF — dimethylformamid (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko)
DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich)
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Némecko)
Chlorid sodny — NaCl (SIGMA)
Chloristan sodny — NaClO4 (Sigma Aldrich)
Agardza a ethidium bromid (EtBr) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko).
Bromfenolova modrf (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)
Acetat sodny CH3COONa (Sigma Aldrich)
Kultiva¢ni média RPMI 1640 a trypsin (Sigma Aldrich)
PBS pufr 10x

o 80gNaCl

o 2gKCl

o 14,4 g NazHPOq4

o 2,49 KHPO4
Bunééna linie A2780 (lidsky ovarialni karcinom) byla poskytnuta
prof. B. Kepplerem z Univesity of Vienna

Neutralni ¢erven (Sigma Aldrich)

4. 3 Pristroje

UV/VIS Spektrofotometr Beckman Coulter DU 730

Varian AA240Z Zeeman atomic absorption sectrometer

Spektrofotometr Varian Cary 4000

Spektropolarimetr JASCO J-720

Bio Vortex V1 — Biosan

Centrifuga Hemle Z 100M
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Termoblok — MajorScience

Mikroviskozimetr AMVn - Anton Paar GmbH
Major science UV transluminator Gel Logic 112
Flow box

Absorban¢ni reader Synergy MX (Biotek, VT, USA)
4. 4 Metody

4. 4. 1 Modifikace DNA

Pro spektrofotometrickd meétfeni a viskozimetrii byla pouzita ttDNA (teleci
thymova, koncentrace ttDNA pouzité pro jednotlivé experimenty jsou uvedeny nize).
Pro studium mozného rozvinuti DNA komplexem ruthenia Rul byla vyuzita

plasmidova DNA (pUC19, NEB, Velka Britanie, modifikovano bylo 0,6 ug DNA).

DNA, jak teleci, tak plasmidové, byla modifikovana zkoumanym komplexem
Rul napiedpokladané stupné modifikace. Pomér latkového mnozstvi volného

komplexu Rul ku latkovému mnozstvi DNA se nazyva i

N NMru  Cru  CRuzas” VRw,zas
i = = = )
Npnva  Cpna  Cpnazas * VDnazas

kde ng, je latkové mnozstvi ruthenia, npy, je latkové  mnozstvi
DNA, cg,, je koncentrace rutheniového komplexu v daném vzorku, cpy4 je koncentrace
DNA vyjadfena Vv koncentraci nukleotidli v daném vzorku, cp, ,45j€ KOncentrace
zasobniho roztoku daného komplexu Rul, Vg, .45 j€ Objem roztoku komplexu Rul,
Cpna,zas J€ koncentrace DNA pouzité do reakce vyjadiena jako koncentrace nukleotidi

a Vpnazas J& objem DNA.

Stupeni modifikace r, je definovan jako pocCet atomii ruthenia skutecné

navazanych na jednu bazi DNA.
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Veskeré modifikacni reakce probihaly v prostiedi 0,01 molxI? TRIS, pH 7,4,

pokud neni uvedeno jinak. Vzorky byly analyzovany ihned, pokud neni uvedeno jinak.
4. 4. 2 Stanoveni molarniho absorpéniho koeficientu komplexu Rul

Pro stanoveni molarniho absorpéniho koeficientu komplexu Rul byl pouzit
UV/VIS Spektrofotometr Beckman Coulter DU 730. Nejprve byl zméfen samostatny
0,01 molxI* TRIS, pH 7,4 (blank). Poté byla proméiena série péti piipravenych vzorki
komplexu Rul o koncentracich 6,5x10° — 2,6x10° molx1. Absorpéni maximum

komplexu Rul bylo zjisténo pti A = 344 nm.

Z Lambert-Beerova zikona:

A=¢c-c"|,

kde A je absorbance métfeného roztoku, & je molarni absorpéni koeficient
méfeného roztoku, € je koncentrace méteného roztoku a | je délka optické drahy v cm,
kterd prochdzi méfenym vzorkem, byl naslednou Upravou uréen molarni absorpéni

koeficient pro komplex Rul.

Molarni absorpéni koeficient byl uren ze smérnice piimky zavislosti
absorbance komplexu Rul na jeho koncentraci v molxI?. Hodnota absorbance byla

odectena pti 4 = 344 nm, coz je hodnota absorpéniho maxima rutheniového komplexu.
4. 4. 3 Stanoveni vazebné konstanty metodou titrace

Afinita vazby studovaného komplexu ruthenia k DNA byla stanovena pomoci
méfeni  elektronovych absorpénich spekter. Spektra komplexu Rul byla
méfena na spektrofotometru Beckman Coulter DU 730 v kiemenné kyveté s délkou
optické drahy 1 cm. Roztok komplexu ruthenia v 0,01 molxIt TRIS, pH 7,4
o koncentraci 1x10° molxI™ a objemu 100 ul byl postupné titrovan 1 ul ptidavky DNA
o koncentraci 1,96x10 molxI™.
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Hodnoty vazebnych konstant byly stanoveny s vyuzitim naméfenych hodnot
absorbance pii 344 nm pomoci metody publikované diive (C.D. Kanakis, et. al, 2009)

dle nésledujici rovnice:

1 1 + 1 1
A—Ayp Aw—4p K(Acw—Ap) Cligand’

kde A, je absorbance volného komplexu bez piidavku DNA, A, je vysledna

absorbance komplexu DNA.Ru a A je naméfena absorbance pro rizné koncentrace

piidané DNA (korigovand na zménu objemu). Zavislost ﬁ Vs. - je linearni, jak
—40 DNA
vyplyva z tohoto vztahu, a vazebna konstanta Kp mtize byt stanovena z této piimky jako

pomér useku ku smérnici.
4. 4. 4 Stanoveni kovalentni vazby komplexu Rul na DNA

Dialyza vzorkii modifikované DNA se provadi pomoci vhodné dialyzac¢ni
membrany. V naSem piipad€ jsme pouzili dialyzaéni membrany Spectra/Por MWCO
12 — 14 000 Da. Dialyza¢ni membrany byly vyvatfeny v destilované vod¢€, dokud nebyly
zcela prithledné. Vzorky inkubované 24 hodin pii 37 °C, obsahujici modifikovanou
DNA (koncentrace DNA byla 1x10* molx1?) na pfislusné ri (0,05 — 0,5), byly
rozdéleny na dvé Casti. Jedna cast vzorkd byla dialyzovana - vzorky byly uzavieny
Vv dialyzacnich membranach pomoci dvou svorek (jedna znich byla magnetickd).
Dialyza probihala proti vhodnému médiu. Nejprve byly vzorky dialyzovany 1 h oproti
0,5 molx1! NaCl, poté dalsi hodinu oproti 0,1 molx1 NaCl. Nakonec byly vzorky
dialyzovany pies noc v chladu proti destilované vod¢. Druhd ¢éast vzorki byla

ponechana jako nedialyzovana kontrola.

Koncentrace ruthenia v dialyzovanych i nedialyzovanych vzorcich byla
stanovena pomoci bezplamenné atomové absorpéni spektrofotometrie (FAAS),
koncentrace DNA ve vzorcich byla stanovena pomoci absorpéni spektroskopie méfenim
absorbance pti 260 nm (e260 = 6400 Ixmoltxcm™). Z téchto hodnot byly vypocitany
stupné modifikace jednotlivych vzorkl (viz kapitola 4. 4. 1). Porovnanim ziskanych

hodnot pro dialyzovany a nedialyzovany vzorek bylo stanoveno procentualni mnozstvi
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rutheniového komplexu, které zistalo na DNA navazano i po dialyze, tj. mnozstvi

komplexu kovalentné navdzaného na ttDNA.
4. 4. 5 Méreni teploty tani (Tm)

Denaturaéni kiivky modifikované DNA (¢ = 4,64x10° molx1?t) o p¥islusném
ri (0,03 — 0,09) byly zméfeny na spektrofotometru Varian Cary 4000 pfi postupném
ohtfevu vzorkli o 1 °C v kiemennych kyvetach o optické draze 1 cm. Méfeni bylo
provedeno Vv prostfedi 0,01 molxI? TRIS, pH 7.4. Teplota tani (Tm — melting
temperature) byla urcena jako hodnota odpovidajici inflexnimu bodu denatura¢ni kiivky
(teplota, ve které nabyva prvni derivace absorbance podle teploty maximalni hodnoty)

pomoci programu GraphPad Prism 4.
4. 4. 6 Cirkularni dichroismus

Jako cirkularni dichroismus (CD) se oznacuje rozdil absorbanci levotocive
a pravotoc¢iveé kruhové polarizovaného svétla po jeho prichodu vzorkem, ktery obsahuje
chirdlni molekuly. Chirdlni molekuly obsahuji jeden nebo vice tzv. stfedii chirality
(chiralnich atomt), coz je atom, ktery ma své sousedy navazany zrcadlové asymetricky.
Vétsinou se jedna o atom uhliku se ¢tyfmi riznymi substituenty. Tyto latky jsou opticky

aktivni, tzn., Ze staci rovinu polarizovaného svétla.

Nukleové kyseliny jsou chiralnimi molekulami. Proto tedy rovnéz
CD nukleovych kyselin je vysledkem riznych absorpci analyzovanym vzorkem
nukleové kyseliny pravotocivého a levotocivého kruhové polarizovaného svétla. Jedna
se vsak o velmi maly rozdil dvou velkych ¢isel. Z tohoto divodu vypocty spekter
CD vétSinou nereprodukuji experimentalné ziskana spektra CD. Kromé toho vypocty
jsou velmi slozité a presné hodnoty polarnich a magnetickych momentli bazi
nukleovych kyselin nejsou znamé. Jetotedy hlavné z téchto divodd, pro¢ CD
je vétsinou vyuzivany pro empirické srovnavaci studie nukleovych kyselin. Nukleové
kyseliny obsahuji chirdlni nukleosidy, nebot’ obsahuji uhlikovy atom C1'cukerného
zbytku. AvSak hlavni ptispévek k CD nukleovych kyselin pochdzi z asymetrického

vrstveni nukleosidii do Sroubovicového uspofadani, jako jsou naptiklad A-, B- nebo Z-
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formy DNA, které poskytuji specificky tvar spekter CD. Ke zménam ve spektrech CD

dochdzi také vlivem zmén v koncentraci soli, pH nebo dalsich agens.

Spektra CD se méfi pomoci spektropolarimetrt CD. K zdkladnim rysim téchto
pristroji  patii zdroj monochromatického levotoCivé a pravotoc¢ivé kruhove
polarizovaného svétla a zatizeni pro detekci rozdilu absorbance téchto dvou polarizaci

Molarni CD:

Molarni CD muze byt vyjadien pomoci Lambert-Beerova zdkona jako:

AA = (g, —&p)-C-1,

kde ¢, a €p jsou molarni extinkéni (absorpéni) koeficienty pro levotoCivé a pravotocive
kruhové polarizované svétlo, € je molarni koncentrace a | je délka optické drahy vzorku,

kterym prochazi svétlo. Z toho plyne definice molarniho CD:

Ae =g — &p.

Tato veli¢ina je obvykle uvadéna jako CD studované latky. Ponévadz Ae je funkci

vlnové délky, hodnota molarniho CD Ae musi byt pfifazena vinové délce.

Vétsina  spektropolarimetri  CD, prestoze méfi diferenéni absorbanci
AA, poskytuje spektrum CD ve stupnich elipticity, @ versus A (vinova délka), spise
nez AA versus A. Molarni elipticita je CD korigovany na koncentraci. Piepocet mezi

molarnim CD a molarni elipticitou 8 je mozny nasledovné (Rodger, A., et al, 1997):

0 = 3298,2 - Ae.

Nejjednodussi aplikace CD pro urceni struktury DNA vychazi ze skute¢nosti,
ze CD méteny v oblasti vinovych délek od 200 do 300 nm vznika v dasledku zkosené

orientace bazi v ptipadech, kdy je DNA Sroubovice rozvinutd, nebo baze jsou
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naklonéné, coz jsou typické odchylky od pravidelné konformace B-DNA.
Spektroskopie CD je také velmi uzitecnd pro studium interakci DNA s ligandy, které
jsou achiralni. AvSak jestlize se tyto ligandy navazi na DNA, mohou vyvolat
tzv. indukovany CD (ICD) charakteristicky pro jejich interakci. Tohoto jevu se vyuziva
jednoduse k prokdzani vazby ligandu na DNA nebo napiiklad pfi detekci
tzv. "interkalatortt", tj. ligandG schopnych vmezefovat se mezi pary bazi

ve dvousroubovicové DNA.

V této praci jsme analyzovali interakci komplexu ruthenia Rul s ttDNA pomoci
méfeni spekter CD. Méfeni byla provedena s DNA v koncentraci ¢ = 1,0x10™ molxI™
nemodifikovanou a modifikovanou komplexem Rul; modifikace odpovidala hodnotdm
ri=0,03 — 0,09. K mé&feni spekter CD v rozmezi vinovych délek 240 — 490 nm byl
vyuzit spektropolarimetr JASCO J-720. Vzorky byly méfeny ihned po modifikaci DNA
komplexem Rul. Spektra oznacujici volné ruthenium byla zméfena pro vzorek
obsahujici komplex Rul v prostfedi 0,01 molxI* TRIS, pH 7,4. Koncentrace
rozpoustédla (DMF) byla ve vSech vzorcich totoznd — 0,56 %. Jako vhodné kontroly
byla zaznamenana také spektra CD vzorkl obsahujicich nemodifikovanou DNA nebo

volny komplex Rul (bez DNA).
4. 4.7 Viskozimetrie

Viskozimetrie patii k metodam, které mohou urcit, zda dan4 latka ¢i komplex
jsou interkalatory. Pro méfeni byl pouzit Mikroviskozimetr AMVn od firmy Anton Paar
GmbH. Metoda je zaloZena na méteni doby padu kulicky ve sklenéné kapilate s presné

definovanymi parametry jak kulicky, tak kapilary od vyrobce.

Méieni probihalo v kapilafe o priméru 1,6 mm pii 37°C v prostfedi 0,01 molx]?
TRIS, pH 7,4. Viskozita roztoku ttDNA (v konstantni koncentraci 4,7x10* molx1?)
byla méfena v pfitomnosti studovaného komplexu Rul o riznych stupnich modifikace
ri (0—0,08).

Meg¢ieni bylo provedeno vzdy tfikrat avysledné udaje zprimeérovany.

Tato data byla poté pouzita k vypoctu specifické viskozity DNA
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V nepfitomnosti rutheniového komplexu (7o) s vyuzitim doby padu kulicky v cCistém

pufru podle vztahu:

— (t=to)

No fo

kde t je doba padu kulicky v roztoku DNA a to je doba padu kuli¢ky v ¢istém pufru bez
DNA.

Specificka viskozita DNA v pfitomnosti komplexu ruthenia byla pak vypocitana

jako:

— (t1—to)
to

kde t1 je doba padu kuli¢ky v roztoku DNA modifikované komplexem Rul a to je doba

1

padu kulicky v Cistém pufru bez DNA. Takto ziskana data byla vynesena jako (1)3

No

proti ri (Jiang, Cai-Wu, 2004).
4. 4. 8 Elektroforéza v nativnim agar6zovém gelu

Rozvafenim pfislusSného mnozstvi agarézy v pufru TAE 1x byl pfipraven
1% agardzovy gel. Agardzovy gel byl vatfen v Erlenmeyerové baiice po dobu 10 minut.
Po postupném zchladnuti na teplotu ptiblizné 40 °C byl gel nalit do vanicky
S pfipravenym hiebinkem, ktery ndm vytvofil jamky vhodné k naneseni vzorki,
aponechan 30 minut tuhnout. Pfed zaCatkem samotné elektroforézy byl

gel v elektroforetické vané zalit elektrolytem, v nasem piipadé pufrem TAE 1x.

Ke vzorkim o celkovém objemu 10 pl obsahujicim 0,6 png DNA (pUC19)
a modifikovanym komplexem Rul nari 0,02 — 0,5, inkubovanym po dobu 10 minut
pii RT, byl pfiddn roztok bromfenolové modii (BFM) (1/6 objemu vzorku).
Elektroforéza probihala pii pokojové teploté (RT), pii konstantnim napéti 90 V po dobu

130 minut. Vizualizace fragmenti DNA byla provedena vodnym roztokem EtBr
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(0,75 mgxml?, 20 minut barveni). Po obarveni byl vysledek elektroforetické separace
vizualizovan na UV translumindtoru a vyfotografovan. Rychlost pohybu molekul DNA
Vv agarozovém gelu zavisi na jejich superhelikalni hustot¢ a je nazyvana
elektroforetickou mobilitou. Pfirozena forma plasmidové DNA je charakteristicka
nadSroubovicovym vinutim, mlze byt pozitivné nebo negativné zavinuta,
a je oznacovana jako SC. Tato forma pfi elektroforetické separaci putuje nejrychleji.
Pokud dojde k snizeni superhelikdlni hustoty nebo dokonce uvolnéni
nadSroubovicového vinuti diky zlomu v jednom fetézci (OC forma), nebo k linearizaci
kruhové molekuly plasmidové DNA, tak se tyto formy pohybuji pomaleji nez SC

forma, dochazi tedy ke snizeni elektroforetické pohyblivosti téchto molekul.

Intenzita prouzkii byla vyhodnocena denzitometricky a vyjadfena jako
procentudlni piirastek OC formy DNA ve vzorcich v porovnani s kontrolnim vzorkem

bez ptidan¢ho komplexu Rul.
4. 4. 9 Cytotoxicita — Inhibice ristu nadorovych bunék in vitro

Bunky lidského ovaridlniho karcinomu A2780 byly péstovany v kultivacnim
médiu RPMI 1640 doplnéném o FBS (fetdlni bovinni sérum, 10%) a penicilin-
streptomycin (1%). Buiky byly kultivovany ve stalém prostredi 37°C, 5% CO2
atmosfétre a 100% vlhkosti ve vhodné nadob¢. Do 96-jamkového panelu bylo nasazeno
10 000 bunc¢k/jamka a inkubovano ve stalém prostiedi (uvedeno vyse) ptes noc. Pro test
cytotoxicity protinadorové u€inného komplexu Rul byla pfipravena série koncentraci
0—100 pgxml? v ristovém médiu. 100 pl takto p¥ipraveného roztoku bylo piidano
do jednotlivych jamek. Bunky byly skomplexem Rul inkubovany nasledujicich
72 hodin.

Po ukonceni inkubace bylo kultivaéni médium s komplexem Rul odstranéno.
Do kazdé jamky bylo pfiddno 100 pl pracovniho roztoku neutralni derveni (40 pgxml™)
v ristovém meédiu RPMI 1640 a bunky byly dale inkubovany 2 hodiny v CO:2
inkubatoru. Roztok neutralni ¢erveni byl z jednotlivych jamek odstranén a bunky byly
promyty 100 upl pufru PBS 1x. Neutralni Cervenn je metabolizovana v lysosomech

aproto kuvolnéni barviva ztéchto bunéénych organel bylo pouzito 100 pl
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odbarvovaciho roztoku. Intenzita zbarveni byla detekovana na absorban¢nim readeru

Synergy MX (Biotek, VT, USA) pfi vinové délce 540 nm.

Hodnoty ICs (koncentrace slouceniny, pfi niz je 50 % bun¢k Zivych a 50 %
bun¢k mrtvych) byly vypocitany z grafické zavislosti prezivani bun¢k na koncentraci
daného komplexu (umolx1t). Hodnoty byly pfevedeny na procenta kontroly (procento

preziti bun€k). VSechny experimenty byly provedeny ve tiech opakovanich.
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5. Vysledky

5. 1 Spektrofotometricka charakterizace zkoumaného komplexu Rul

V této diplomové praci byl studovan potencidlné protinadoroveé ucinny komplex
ruthenia, ktery ma molekulovou hmotnost 465,89 gxmol®. Tento komplex byl
rozpustny v DMF (dimethylformamid), coz je bezbarva kapalina dobfe misitelna
s vodou. Byl studovan na zaklad¢ poznatku o jeho struktuie, ve které se objevuje jeden
pravdépodobny odstupujici ligand (atom chloru), ktery poskytuje prostor pro vytvoreni
kovalentni vazby. Zaroveil se ve struktufe vyskytuje flavonolovy ligand, ktery
by potencialné mohl interkalovat do molekuly DNA anebo s ni jinak nekovalentné

interagovat.
5. 1.1 Stanoveni molarniho absorp¢niho koeficientu rutheniového komplexu

Absorpcni spektroskopie je vhodnou metodou ke studiu vlastnosti komplexii
ptechodnych kovi, které poskytuji barevné roztoky (Hegde A. H., et al., 2012). Tuto
metodiku jsme vyuzili ke stanoveni hodnoty absorpéniho maxima komplexu Rul. Pro
roztok komplexu Rul se toto absorp¢ni maximum nachazi pii vinové délce 344 nm. Jak
vyplyva z Lambert-Beerova zakona, absorbance latky je pfimo imérna jeji koncentraci
a molarnimu absorpénimu  koeficientu. Hodnotami uvedenymi v grafu 1, ktery
reflektuje zvySovani absorbance roztoku komplexu Rul se vzrastajici koncentraci
téhoZ, byla prolozena kiivka. ProtoZe zavislost absorbance na zvySujici se koncentraci
Rul komplexu je linearni (viz graf 1.), byl ze smérice ptimky vypocéten molarni

absorpéni koeficient komplexu Rul, viz vzorec v kapitole 4. 4. 2.
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Graf 1. Zavislost absorbance komplexu Rul pri A = 344 nm na koncentraci tohoto komplexu. Hodnoty

Jjsou priumérem tri nezavislych méreni a jsou uvedeny s SD.

Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu je & = (19 500 + 500) Ixmol*xcm™,
Tento 0daj byl vyuzit v experimentech niZe a je pfinosny pro rychlé uréeni koncentrace
nov¢ piipravovanych roztokii studovaného komplexu Rul, protoZe toto stanoveni

nevyzaduje slozit€j$i instrumentaci.
5. 1. 2 Stanoveni vazebné konstanty

UV-VIS spektroskopie je vybornou technikou pro stanoveni interakci napt. mezi
malymi molekulami a DNA. Stru¢nég, v ptipadé mozné interkalace komplexu Rul jeho
aromatickym ligandem muizZe dojit k signifikantnimu ¢ervenému posunu a k velkému
hypochromnimu efektu. V pfipadé jiného typu vazby bude cerveny posun
I hypochromni efekt mensi (Zhang et al., 2014). Grafy 2, 3, 4 ilustruji zménu
absorbance pracovniho roztoku komplexu Rul a pracovniho roztoku studovaného
komplexu pii konstantnim piidavku 1 pl DNA (c=1,96x10° molxI?t), nebo
polynukleotidi (1,96x10° molxI?).
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Graf 2. Absorpcni spektra komplexu Rul v 0,01 mol <[t TRIS, pH 7,4 s postupnym piidavkem ttDNA pri

RT. Cernd kifivka odpovida spektru samotného komplexu bez pridavku ttDNA. Ao je absorbance cistého

roztoku komplexu Rul. A je absorbance roztoku komplexu Rul s alikvotnim pridavkem ttDNA.

36



poly-dG.dC

:
s,
=
=
g
a
:’ L] L] Ll
B L] =
]
N S N
F F &
S oS &
/e [l.mol™]
250 300 350 400 450 500 550 600

Graf 3. Absorpcni spektra komplexu Rul v 0,01 mol [t TRIS, pH 7,4 s postupnym piidavkem poly-dG.dC
pri RT. Cernd kiivka odpovida spektru samotného komplexu bez pridavku poly-dG.dC. Ao je absorbance
cistého roztoku komplexu Rul. A je absorbance roztoku komplexu Rul s alikvotnim pridavkem poly-

dG.dC.
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Graf 4. Absorpcni spektra komplexu Rul v 0,01 mol /'t TRIS, pH 7,4 s postupnym piidavkem poly-dA.dT
pri RT. Cernd kiivka odpovida spektru samotného komplexu bez pridavku poly-dA.dT. Aq je absorbance

cistéeho roztoku komplexu Rul. A je absorbance roztoku komplexu RUl s alikvotnim pridavkem poly-
dA.dT.

Vynesenim dat ziskanych pfi titraénim experimentu dle rovnice z kapitoly 4. 4. 3
byla ziskana linedrni kfivka, ze které byla dle stejné rovnice ur¢ena hodnota vazebné
konstanty Kp. Pro piehlednost jsou jednotlivé vazebné konstanty pro ttDNA nebo
polynukleotidy vyneseny v Tab. 2.

Tab. 2. Vazebné konstanty urcené titracnim experimentem. Hodnoty jsou priimérem ti'i nezdavislych

experimentii £ SD.

oligonukleotid/genomicka DNA Kb [molx I'']
poly-(dG.dC) 31400 + 3 800

ttDNA 12 500 + 400
poly-(dA.dT) 4000+ 1000
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Ze spekter uvedenych v grafu 2 je patrné, Ze s rostouci koncentraci ttDNA
dochdzi ke snizeni absorbance pii 344 nm (absorpéni maximum komplexu Rul).
Dochazi tedy k hypochromnimu efektu, coz svédéi o tom, ze dochazi k interakci mezi
komplexem Rul a molekulou DNA a komplex se na molekulu DNA vaze. Nicméné
v ziskanych spektrech nebyl pozorovan zadny cCerveny posun. Vzhledem k tomu,
ze proces interkalace je obvykle doprovazen jak hypochromnim efektem, tak i velkym
¢ervenym posunem, lze z nepfitomnosti ¢erveného posunu usoudit, ze vazba komplexu

Rul na molekulu DNA patrn¢ probiha jinym mechanismem neZz interkalaci.

Protoze experiment s ttDNA ukazal, Ze komplex Rul se na molekulu DNA vaze,
studovali jsme v dal$im kroku, zda tato vazba vykazuje sekvenéni preferenci nebo zda
je na sekvenci nezavisla. Za timto tcelem jsme provedli titraéni experiment s vyuzitim
syntetickych polynukleotidll s alternujici sekvenci G.C a A.T. Ze ziskanych hodnot
vazebnych konstant (tab. 2) vyplynulo, Ze komplex Rul vykazuje vyrazné vyssi
preferenci ke G.C parim nez k parim A.T. V literatufe lze najit celou fadu studii
tykajicich se vztahu mezi preferenci vazby k uritym bazim (sekvenci) a typem této
vazby, tj. zda jde o interkalaci nebo vazbu do Zzlabku DNA. Napt. v praci
(Ren, J. et Chaires, J., B, 1999) provedli autofi srovnavaci studii s celou fadou
sloucenin, jejichz DNA vazebny mod byl jiz diive dobfe charakterizovan. Bylo zji§téno,
ze zatimco latky vazajici se do zlabku vykazovaly vazebnou preferenci ke A.T parim
(vyrazné preferovaly poly-dA.dT) a poly dA.poly dT pied poly-dG.dC a poly dG.poly
dC), u interkalatori tomu tak nebylo. Interkalatory nevykazovaly vyraznou preferneci
pro zadny z téchto polynukletidi anebo vykazovaly mirnou preferenci pro G.C pary.
Dtivodem téchto rozdilu je vliv skutecnost, ze latky vazajici se do zlabku DNA mohou
byt ovlivnény geometrii zlabkli, zatimco u interkalatort bude hrat podstanou roli
energie ,stecking” interakci bazi, mezi které se dand latky vmezetuje. Obé tyto
charakteristiky zavisi na slozeni a sekvenci DNA. Srovnanim nami ziskaného vysledku
s vysledky uvedenymi v literatuie (Ren, J. et Chaires, J., B, 1999; Biver, T., et al., 2005)
vyplyva, ze na zéklad¢ sekvencni selektivity by se mohl komplex Rul chovat jako spise

jako interkalator nez latka vazici se do Zlabku DNA.
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Pro  zjiSténi typu nekovalentni interakce studovaného  komplexu
s molekulou DNA bylo vyuzito  viskozimetrie a méfeni spekter cirkularniho

dichroismu.
5. 2 Viskozimetrie

Struktura studované¢ho komplexu nabizi otazku, zda se mize jednat o komplex
schopny flavonolovym ligandem interagovat s DNA nekovalentné, naptiklad zda
se vtomto pripadé jedna o interkalator. Studovany komplex byl srovnan s ethidium
bromidem (interkalator) a s komplexem [Ru(bpy)s]** (dle literatury Cai-Wu Jiang, 2004
se jednd o negativni kontrolu — zastupce sloucenin, které nejsou interkalatory

a interaguji s DNA jinym zplisobem).

—i— EtBr

=" [Ru(bpy)s]**
- Ru 1

1.00

0.97+

0.95 T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08

fi

Graf 5. Zavislost relativni viskozity ttDNA na stupni modifikace ti V grafie je uveden priimér ze tii

nezavislych experimentii +SD.

Relativni viskozita byla méfena nejprve pro nemodifikovanou ttDNA a dale pro
Ctyfi stupné modifikace ttDNA (ri = 0,02; 0,04; 0,06; 0,08). Z grafu 5 je ziejmé,
ze studovany rutheniovy komplex v malé mife zvySuje viskozitu a tedy na zakladé
udaji z literatury by bylo mozné usoudit, Zze tento komplex se chova castecné jako
interkalator. Relativni viskozita se vzristajicim stupném modifikace roste jen nepatrné.
Z diivodu pfitomnosti organického rozpoustédla (DMF) v méfenych vzorcich byl

pro ovéteni proméfen vliv pfidavku DMF na viskozitu ttDNA.
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Graf 6. Viiv pridavku DMF na viskozitu ttDNA. V grafu je uveden priimér ze tii nezavislych experimentii

a chybové usecky representuji smérodatnou odchylku.

Jak lze usoudit z grafu 6, ptfidavek DMF ma vliv na viskozitu ttDNA.
Se vzrustajicim ptidavkem DMF roste relativni viskozita. Pfidavek DMF pro ovéifeni
jeho vlivu na viskozitu DNA byl ekvivalentni s pfidavkem tohoto rozpoustédla pro
méfeni zmény viskozity tDNA komplexem Rul. Ztohoto je ziejmé, ze relativni

viskozita nepatrné roste (graf 5) na zakladé vlivu DMF a ne komplexu Rul.

Nukleové kyseliny mohou poskytnout mezibadzovy prostor pro vsunuti
plandrnich ¢asti molekul — interkalatord, anebo mohou nekovalentné interagovat
S jinymi molekulami prostfednictvim malého ¢i velkého Zlabku ve své struktufe
(Lepre, C. A, et al., 1990). Tyto dva zptisoby vazby se vyznacuji spojitym prechodem
mezi ligandem ¢isté obsazujicim zldbek a interkalatorem. Interkaldtory jsou vyznamné
pro vyuziti jako lé¢iva v klinické praxi. Pravé ethidium bromid je typickym
interkalatorem (Dalton, Shannon R., et al., 2008). Relativni viskozita DNA
modifikované ethidium bromidem linearn€ roste se vzrustajicim ri a to pomérn¢ velice
rychle. Oproti tomu napiiklad u [Ru(bpy)s]** relativni viskozita DNA ziistdva konstantni
a proto se o interkalator nejednd. Je patrné, Ze rutheniovy komplex Rul neni
interkalatorem (graf 5 a 6), jak by by bylo mozné usuzovat z jeho porovnani

s [Ru(bpy)s]** a Ru-L-amino (Dalton, Shannon R, et al., 2008).
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5. 3 Cirkularni dichroismus

K ziskdni informaci o globdlnich zménach ve struktufe DNA zptsobenych

vazbou komplexii riznych kovl se vyuziva CD spektroskopie.
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Graf 8. Zdznam CD spekter ttDNA modifikované rutheniovym komplexem.

Na grafu 8 jsou zndzornéna CD spektra ttDNA modifikované rutheniovym
komplexem. ttDNA byla modifikovana komplexem Rul nari=0,03; 0,06; 0,09.
Nemodifikovana DNA, tedy kontrola, je v naméfenych spektrech zobrazena fialovou
barvou a ptedstavuje spektrum klasické B konformace DNA. Se vzristajicim
ri Se projevuje vzestup a pak postupny pokles intenzity pozitivniho pasu B-DNA okolo
vlnoveé délky 275 nm.

Po navazani rutheniového komplexu v rtiznych stupnich modifikace doslo

ke zménam v intenzité jak pozitivniho tak negativniho pasu CD spektra. V negativnim
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pasu, v okoli hodnoty vinové délky 245 nm, doSlo k narlstu intenzity se vzristajicim

ri. Pro vyssi stupent modifikace (ri = 0,9) zacala intenzita pozitivniho pasu klesat.

Studovany komplex ruthenia Rul je achirdlni, takZze sam o sob¢& signal
CD neposkytuje. Je mozné tedy jakykoli signdl CD pozorovany v oblasti vinovych
délek nad 300 nm, kde samotnd molekula DNA CD neposkytuje, pfipsat interakcim
komplexu ruthenia s chirdlni DNA. Smés komplexu ruthenia a DNA poskytla
indukovany CD v okoli vinovych délek ~350 nm (graf 8). Vznik tohoto indukovaného
CD je mozné vysvétlit iplnou nebo ¢astecnou interkalaci komplexu ruthenia mezi pary
bazi ve dvouSroubovici DNA nebo také interakcemi molekul komplexu ruthenia
s povrchem molekuly DNA vedoucimi k urcitému stupni jejich orientace. Vysledky
viskozimetrickych méfeni nepodporuji moznost interpretovat vysledky méfeni CD jako
interkalaci komplexu ruthenia. Na druhé strané pozitivni znaménko indukovaného
CD pozorovaného pii vlnovych délkach v okoli 350 nm nasvédcuje tomu, ze molekuly
komplexu ruthenia jsou sefazeny na povrchu molekul DNA takovym zpiisobem, Ze
napiiklad flavonolové ligandy molekul komplexu ruthenia (samotné molekuly flavonolt
interkaluji do DNA) jsou vrstveny s rovinami polyfenolu nad sebou, orientovanymi
ptiblizn¢ kolmo k ose dvousSroubovice diky patrovym (stacking) interakcim (Schipper,
P. E., et al., 1980). V oblasti vlnovych délek nizSich nez 300 nm, zmény ve spektrech
CD mohou nastat v disledku naruSeni pravidelné sekundarni struktury dvousroubovice
DNA. SniZeni amplitu negativniho pasu DNA o oblasti vinovych délek okolo 245 nm
se Casto na zakladé empirickych pravidel interpretuje jako rozvinuti DNA (sniZeni poctu
parti bazi na jednu oto¢ku dvousroubovice). PonévadZ v§ak komplex ruthenia Rul sam
absorbuje pfi vlnovych délkach nizsich nez 300 nm, mize indukovany CD poskytovany
molekulou DNA v dusledku jeji interakce s komplexem ruthenia vyznamné piispivat
K pozorovanym zménam CD v této oblasti vlnovych délek, coz znemoziuje

jednoznac¢nou interpretaci téchto zmeén.
5. 4 Stanoveni kovalentni vazby komplexu Rul na DNA

Z ptedchazejicich experimentli vyplyva, ze rutheniovy komplex interaguje
s molekulou DNA nekovalentné. Je otazkou zda, diky pfitomnosti odstupujiciho

chloridového ligandu je schopen také kovalentni vazby k DNA.
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Pomoci dialyza¢nich membran Spectra/Por MWCO 12 — 14 000 Da jsme
provedli dialyzu DNA. Pfipravili jsme si vzorky obsahujici modifikovanou ttDNA
na prislusné ri (0,05; 0,10; 0,25; 0,50). Alikvot pfipraveného vzorku byl dialyzovan
proti vhodnému médiu. Nejprve proti 0,5 molxI* NaCl a poté oproti 0,1 molxI* NaCl,
pro naslednou analyzu mnoZzstvi navazaného komplexu na ttDNA byly vzorky
dialyzovany proti vodé. Dialyza¢ni membrany dovoluji prostup malych molekul, ¢ili
dochazi k odstranéni volného (nenavazaného) komplexu a také komplexu navazaného
k DNA nekovalentné, zatimco velké molekuly (napf. ttDNA modifikovana komplexem)
skrz tuto membranu neprojdou. Malé molekuly pies membranu difunduji ve sméru
koncentra¢niho spadu az do té doby, nez se dostanou do ustdleného stavu (rychlost

difuze obéma smeéry je shodna).

Pomoci bezplamenové atomové absorpéni spektrometrie (FAAS) jsme urcili
mnozstvi rutheniového komplexu kovalentné navézané¢ho na ttDNA. Pro vypocitani
mnozstvi navazan¢ho komplexu jsme museli proméfit jak nedialyzované (tzn. vzorky
obsahujici jak navazany, tak nenavazany Rul komplex) tak dialyzované vzorky
(obsahujici pouze navazany komplex). Pomoci UV/VIS absorpéni spektrofotometrie

byla stanovena koncentrace ttDNA v jednotlivych vzorcich.

Tab. 3. Mnozstvi kovalentné navdzaného rutheniového komplexu. ND jsou nedialyzované vzorky a D jsou

vzorky po dialyze. Hodnoty uvedené v tabulce jsou primeérem ze tii nezavislych méreni +SD.

ri. r ND D % kovalentné navazaného Rul
0,05 0,046 + 0,005 0,005 + 0,001 9,5+0,2
0,10 0,089 + 0,009 0,006 + 0,005 104+14
0,25 0,244 + 0,038 0,019+ 0,001 8,7x0,1
0,50 0,427 + 0,055 0,045 + 0,005 96+0,8
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Procento navazani komplexu na molekulu DNA jsme ziskali podélenim
I dialyzovaného vzorku nedialyzovanym vzorkem o pfislusném r. Z tab. 3 je patrné,

ze se ptiblizn€ 10 % rutheniového komplexu kovalentn€ navazalo na ttDNA.

Piedchozi experimenty ukazaly, ze komplex Rul se vaze k DNA jak
nekovalentné, tak v malé mite i kovalentn¢. Kovalentni vazba ptrechodnych kovia (napf.
platiny v molekule cisplatiny i transplatiny a dalSich platnatych komplexech) casto
ovlivituje stabilitu dvousroubovice DNA (Zaludova et al., 1996). Také nekovalentni
interakce muze vést k stabilizaci ¢i destabilizaci DNA. Pro zjisténi ¢inku navazaného
komplexu Rul na strukturu DNA — jeji stabilizaci — byly zméfeny zmény hodnot teplot

tani.
5. 5 Méfeni teploty tani (Tm)

Jedna z nejcastéjsich fyzikalnich charakteristik, ktera se vyuziva k popisu zmén
ve struktufe DNA zptsobenych vazbou nizkomolekularnich latek, je teplotni stabilita

dvousroubovice DNA (Zaludova et al., 1996).
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Graf 7. Denaturacni kiivky ttDNA modifikované koplexem Rul mérené pri riizném stupni modifikace.

Stru¢né, ttDNA byla modifikovana rutheniovym komplexem na ri = 0,03; 0,06;
0,09. Pro kazdy stupen modifikace byla métena denatura¢ni kiivka DNA a z ni urcena,

1. derivaci této kiivky a zjisténim inflexniho bodu, hodnota teploty tani DNA (Tm). Vliv
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Rul komplexu na denaturaci ttDNA je zndzornén na grafu 7 a hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 4.

Tab. 4. Tabulka hodnot T /°C] pFi riizném stupni modifikace. Hodnoty jsou priimérem

ze t7i méreni +SD.

ri Teplota [°C]
0,00 63,7+0,3
0,03 675107
0,06 72,1+0,3
0,09 75,8+1,0

Teplota tani byla urcena jako hodnota odpovidajici inflexnimu bodu denaturacni
kiivky. Modifikace DNA rutheniovym komplexem plsobi vyrazné zvyseni stability
DNA. Latky, které fyzicky interaguji s DNA, velmi Casto stabilizuji tento duplex, a tak
zvysuji teplotu tani. V porovnani s daty dostupnymi v literatufe (Dalton, S., R., et al.,
2008) pro [Ru(bpy)s]®*, ktery nezplsobuje zvyseni teploty tani a zaroveil neni
interkalatorem, mizeme usuzovat ze ziskanych dat pro komplex Rul, ktery vyrazné
stabilizoval dvousroubovici DNA, Ze by mohl byt interkalator. Na interkalaci odkazuje
srovnani  ndmi  studovaného  komplexu Rul s komplexem  studovanym
v Dalton, S., R., et al., 2008 s oznacenim Ru-L-amino, ktery byl interkalatorem
a hodnota Tm byla velmi podobna nami studovanému komplexu (Dalton, S., R., et al.,
2008). Toto vysvétleni vSak neni pravdépodobné vzhledem k vysledkim ptedchozich
experimentll (viskozimetrie, nepfitomnost cerveného posunu v titracnich spektrech).
Nicméné zvySeni teplotni stability DNA po interakci s nizkomolekuldrnimi latkami
nemusi byt zpisobeno pouze interkalaci. Bylo napt. ukazano, ze nékteré slouCeniny,

které se vazi kovalentné a tvoii mezifetézcové mistky, také stabilizuji DNA. DalSim
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divodem pro stabilizaci DNA muze byt pifitomnost kladného naboje v molekule
interagujici slouceniny, kterd zvySuje teplotni stabilitu DNA diky kompenzaci

odpuzujicich se zapornych néboji na cukr-fosfatové kostte DNA.

Z literatury vime (Kepler, B. K., 1993), Ze¢ stabilizaci struktury DNA
je znemoznén pfistup replika¢nim anebo transkripénim mechanismim. Tato zabrana
zpusobi, ze je naruSena proteosyntéza nebo proces dé¢leni buiikky a je to jedna
Z moznosti, jakou je navozena programovana bunéénd smrt. Z této teorie muizeme
usoudit, ze pokud rutheniovy komplex stabilizuje DNA, a pokud jsou nékteré jiné
komplexy piechodnych kov, napi. cDDP, Nami-A atd. (Kurzwernhart, A., et al., 2012)
stabilizatory DNA a zaroven jsou protinddorové aktivni, mtize byt studovany komplex

taktéz GCinny proti nadorovym bunikam (Palachaudhuri et Hergenrother, 2007).
5. 6 Elektroforéza v nativnim agarozovém gelu

Nativni gelova elektroforéza na 1% agarosovém gelu byla vyuzita
ke kvantifikaci rozvijeni plasmidové DNA s interagujicim rutheniovym komplexem.
Obrazek 20 ukazuje vysledky gelové elektroforézy smési relaxované (OC forma)
a superhelikalni (SC forma) plasmidové DNA (pUC 19) modifikované rutheniovym
komplexem v rozsahu 0,02 — 0,5. OC forma ma poruSeno nadSroubovicové vinuti
a Vv gelu migruje pomaleji. Superhelikdlni formou je myslena takovd DNA, kterd ma
nadsSroubovicové vinuti. Je-li plasmidova DNA negativné (pozitivné) zavinuta, je vice
kompaktni a v gelu migruje rychleji nez OC forma. Pokud by zkoumany komplex
zvySoval mobilitu relaxované formy DNA a pii urCitém stupni modifikace nastala

komigrace relaxované (OC) a superhelikalni (SC) formy, rozvijel by DNA.
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Obr. 20. Rozvijeni plazmidové DNA v nadsroubovicové konformaci zpiisobené vazbou ruthéniového

komplexu pri riiznych ri.

Po elektroforetické separaci a barveni v roztoku EtBr jsme jednotlivé zony
kvantifikovali jako procentudlni podil pfimou denzitometrii. Denzitometr je pfistroj,
ktery slouzi k vyhodnoceni hustoty zbarveni v plosném uspotadani. Pii denzitometrii
se méfi intenzita zafeni a ziskdva se graficky zdznam fotometrovaného useku. Kiivky
zvonovitého tvaru jsou na zdznamu tvoteny jednotlivymi frakcemi délené smési. Plocha
pod kiivkou téchto pikti pfipadajici jednotlivim frakcim, je Umérnd relativnimu
zastoupeni jednotlivych frakci. Z obrazku 20 a tabulky 5 je patrné, Ze rutheniovy
komplex nezvySoval mobilitu relaxované formy DNA s vyjimkou vzorku s nejvysSim
stupném modifikace, a ani pii jednom studovaném stupni modifikace nenastala
komigrace relaxované (OC) a superhelikalni (SC) formy. Tento vysledek by bylo
mozn¢ interpretovat tak, ze komplex Rul DNA nerozviji. To je ale v rozporu s vysledky
ziskanymi pomoci metody CD. MoZzné vysvétleni tohoto rozporu spociva v tom,
Ze experiment s vyuzitim elektroforézy v agarosovém gelu je uren piedevS§im pro
studium latek vazich se kovalentné k DNA (Keck, M., V., et Lippard, S., J., 1992).
Nekovalentni interakce, ktera je relativé slaba ve srovnani s vazbou kovalentni,
nepiezije migraci skrz relativn€ malé pory gelu a dojde k uvolnéni komplexu Rul
z DNA. Podobné efekty byly jiz dfive pozorovany pro nizkomoleklarni latky vazici
se k DNA, dokonce i pro interkalatory jako je napt. EtBr. Vysledky tohoto experimentu
tedy ukazuji, Ze tento experimentalni piistup neni pro studium rozvijeni DNA
komplexem Rul pfili§ vhodny. Vhodnéjsi by patrné bylo vyuziti topoizomerazy I, toto

vSak jiz bylo nad ramec této diplomové prace.
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Provedli jsme také kvantitativni vyhodnoceni ralativniho zastoupeni
jednotlivych forem DNA. Nejvyssi procentudlni zastoupeni ocDNA bylo pii stupni
modifikace 0,5 (22,1 %) a nejnizsi pti 0,02 (9,9 %) (viz tab. 5).

Tab. 5. Tabulka hodnot % ocDNA pri rizném stupni modifikace. Hodnoty jsou priimérem

ze t7i méreni +SD.

ri % ocDNA
0,02 99+18
0,05 12,1+1,6
0,08 146 £2,2
0,1 16,1+1,3
0,5 22,1+45

Z vysledkl vyplyva, ze s rostoucim stupném modifikace se zvySuje zastoupeni
OC formy. Toto by mohlo naznacovat na vnaseni napi. jednoietézcovych zlomt
do struktury DNA komplexem Rul. V literatuie bylo uvedeno (Malina, J., et al., 2008),
ze rutheniové komplexy mohou generovat nékteré z kyslikovych radikali, které mohou

poskozovat DNA. Tento efekt by mohl byt pfedmétem dalSiho zkoumani.

Tyto zmény ve struktufe DNA jsou zasadniho charakteru, co se tyka poSkozeni
DNA a dalsiho osudu bunky. NaruSenim integrity struktury DNA dochazi k aktivaci
reparanich mechanismi, které mohou, ale nemusi byt schopny poSkozeni napravit.
Pokud toho schopny nejsou, buiika je sméfovana do apoptdzy (programovana bunécéna

smrt).
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5. 7 Inhibice ristu nadorovych bunék in vitro

Jelikoz studovany komplex interaguje s molekulou DNA, mohl by byt
zastupcem protinddorové ucinnych komplexti ruthenia. K ovéfeni, zda rutheniovy
komplex ptsobi na nddorové buiky, jsme provedli jednoduchy test cytotoxicity
zalozeny na akumulaci neutralni Cerveni v lysozomech, ¢ehoz jsou schopny jen

zivotaschopné buiky.

Byla zjistovana cytotoxicita cDDP a studovan¢ho komplexu Rul a to pomoci
pracovniho roztoku neutrdlni cerveni. Experimenty byly provedeny na builkach

lidského ovarialniho karcinomu A2780.

Tab. 6. Tabulka hodnot ICso ¢cDDP a rutheniového komplexu Rul. Hodnoty jsou priimérem tii

nezavislych méreni provedenych v triplikatu + SD.

Komplex ICso [umolx17]
cDDP 2,7+0,6
Rul 25,2+0,8

Intenzita zbarveni byla detekovana na absorban¢nim readeru Synergy
MX (Biotek, VT, USA) pfi vinové délce 540 nm. Hodnoty 1Cs (koncentrace slouceniny,
pfiniZ je 50 % bunck Zivych a 50 % bunék mrtvych) byly vypocitany z grafické
zavislosti prezivani bunék na koncentraci daného komplexu (umolxIt). Hodnoty byly
pievedeny na procenta kontroly (procento pieziti bun¢k). Cytotoxické ucinky byly
vyjadieny jako 1Cso. Z tabulky 6 je ziejmé, ze rutheniovy komplex ma hodnoty ICso
ve vyssich koncentracich neZli cDDP. Cytotoxické ucinky tohoto komplexu mohou, jak
vyplyva z ptedchozich vysledki, souviset se schopnosti Rul zvySovat teplotni stabilitu

DNA a/nebo tvofit zlomy v fetézcich DNA.

Béhem své cesty do jadra muze byt néjaké procento komplexu zastaveno jiz

v pocatku a to tim, Ze neprojde ptes cytoplasmatickou membranu. Dalsi ztraty
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se objevuji v cytoplasmé, kde komplex miize reagovat s bunéénymi kompartmenty
a nukleofily (napt. GSH-glutathion). Do jadra se dostane jiz jen malé mnozstvi
rutheniového komplexu, coz by mohlo kopirovat situaci akumulace protinadorové
ucinné ¢cDDP a dalsi podobnych komplexii. Ackoli ve srovnani s jinymi rutheniovymi
komplexy (Kurzwernhart et al., 2012) je mozné tento komplex povazovat za méné

ucinny proti zvolené nadorové linii.

Jelikoz se jednd o rutheniovy komplex s pouze jednim odstupujicim ligandem,
V nasem piipadé chlorem, bude tvofit zejména monofunk¢éni adukty (jejich stanoveni
nebylo pfedmétem této diplomové prace), bude i poskozeni DNA uvniti bunék rozdilné
oproti srovnavané cDDP. Stanoveni mnozstvi tohoto rutheniového komplexu v buiikach
lidského ovarialniho karcinomu (A2780) by mohlo byt pfedmétem dal$iho zkoumani,
stejn¢ tak jako stanoveni mnoZzstvi kovalentné¢ navdzan¢ho komplexu na bunécnou

DNA, ¢i jeho schopnost reakce s nukleofily uvnitt buiiky.
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6. Zavér

V této praci byly studovany interakce nového potencialné protinddorove
uc¢inného komplexu ruthenia [Ru(tol)flavonol]Cl (Rul) s molekulou DNA. Tento
komplex vykazuje zajimavou strukturu, ve které se objevuje jeden odstupujici ligand
(atom chloru), ktery poskytuje prostor pro vytvofeni kovalentni vazby. Zaroven
se ve struktuie vyskytuje flavonolovy ligand, ktery by potencidlné mohl interkalovat
do molekuly DNA, protoze flavonoly jsou obecné prokazany jako vysoce u¢inné

interkalatory.

S vyuzitim vybranych metod molekularni biofyziky bylo zjisténo, Ze komplex
Rul se vaze k molekule DNA nekovalentné s preferenci pro G.C pary oproti
A.T param. Tato nekovalentni interakce pravdépodobné nezahrnuje uplnou interkalaci,
jak bylo prokazano métenim vlivu tohoto komplexu na viskozitu DNA
a Z nepfitomnosti Cerveného posunu ve spektrech studovaného komplexu pii titraci
DNA. Nicmén¢ komplex se na molekulu DNA vaze tak, ze molekuly po vazbé na DNA
poskytuji indukovany signal v CD spektrech DNA, pozorovatelny pii vinové délce
odpovidajici absorpénimu maximu tohoto komplexu. To svéd¢i o pravidelném
usporadani molekul komplexu Rul vzhledem k DNA a tedy vazbé do zlabku (malého
nebo velkého) molekuly DNA. Mimo nekovalentni interakci jsme také prokazali
schopnost Rul vazat se kovalentné k molekule DNA, i kdyz jen v malé mitfe (10%).
Vzhledem k tomu, ze komplex Rul obsahuje pouze jeden odstupujici chloridovy ligand,

pfedpokladame, Ze takto vznikaji na molekule DNA monofunkéni adukty.

Bylo také ukazano, ze komplex Rul zvySuje teplotni stabilitu DNA a je schopen
tvofit jednotetézcové zlomy v molekule DNA. Tyto a moZzné dalsi vlastnosti mohou byt

pfi¢inou cytotoxicity v nadorové linii lidskych ovaridlnich bunék.
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7. Seznam pouzitych zkratek

A

AAS

BFM

CD

cDDP

DNA

DMF

DMSO

E. coli

EDTA

EtBr

FAAS

FBS

FDA

HMG

IAC

IEC

oC

PBS

adenine

atomova absorp¢ni spektroskopie

Bromfenolovd modft

cytosine

cirkularni dichroismus

cisplatina (cis-diammindichloroplatnaty komplex)
deoxyribonukleova kyselina

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethidium bromid

bezplamenna atomova absorp¢ni spektroskopie
fetalni hovézi sérum

,,Food and Drug Administration”, Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv
,high mobility group®, proteiny vysoké pohyblivosti
vnitrofetézcovy miistek

mezifetézcovy mustek

,,open circle®, relaxovana forma DNA

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
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I'b

ri

RNA

RT

Rul

SC

SD

TAE

TRIS

uv

VIS

WHO

pocet molekul komplexu skute¢né navazanych na jeden nukleotid
pocet molekul komplexu ptipadajicich na jeden nukleotid
ribonukleova kyselina

,,room temperature* pokojova teplota

komplex [Ru(tol)flavonol]CI

supehlelikalni forma DNA

smérodatna odchylka

thymin

tris-acetat/EDTA pufr

tris(hydroxymethyl)aminomethan

uracil

ultrafialové svétlo

viditelné svétlo

World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
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