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Abstrakt

Organokovové komplexy su vyznamnou stucast'ou protinddorového vyskumu od tGspesného
klinického schvalenia cisplatiny. Popri konvenénych platinovych cytostatikach, ktoré vSak maju svoje
limity, je dolezity vyskum a vyvoj vtejto oblasti za ucelom ziskania novych koordina¢nych
komplexov s centralnym atdémom kovu s lepSim terapeutickym G¢inkom a niZSou systematickou
toxicitou. Predkladana dizerta¢na praca sa zaoberd mechanistickym $tidiom protinadorového t¢inku
troch skupin novych platinovych zla€enin na molekularnej trovni a $tidiom komplexu galia na
bunecnej trovni.

Prva Cast’ prace pojednava o vysledkoch $tidia in vitro interakcii novych fotoaktivovatelnych
dinuklearnych plati¢itych komplexov s DNA a porovnanim ich uginku a zaroveir vplyvu dizky
spojovacieho  linkru s pribuznym  mononuklearnym FM190 (trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH)2(pyridin)z]). Zistilo sa, Ze po oziareni modrym svetlom dochadza k fotodekompozicii
Studovanych dinukledrnych komplexov za vzniku dvoch aktivnych mononuklearnych platinovych
jednotiek podobnych mononuklearnemu FM190. Nasledkom toho spdsobovali skiimané dinuklearne
komplexy takmer rovnaké poskodenie DNA ako mononuklearny FM190.

Vysledky prezentované v druhej Casti tejto dizertacnej prace ukazuju, ze chiralita komplexov
[Pt(DABN)CI;], kde (DABN = 1,1'-binaftyl-2,2-diamin), méze vyrazne ovplyvnit’ spdsob ich vizby
na DNA, ktora sa v§eobecne povazuje za hlavny farmakologicky ciel’ konven¢nych protinadorovych
komplexov platiny a ich derivatov. Na druhej strane sa vSak rozdiely vo vdzbe na DNA neprenasaju
priamo do bune¢ného spracovania a toxicity R- a S-[Pt(DABN)CI; v rakovinovych bunkach. Z toho
vyplyva, Ze poSkodenie DNA tymito komplexami nemusi byt hlavnym dévodom ich protinadorového
ucinku na rozdiel od konvencnych platinovych cytostatik a ich derivatov.

Tretou ¢astou prace je Studium komplexu galia na bunecnej urovni a stanovenie jeho
antiproliferativnej aktivity na viacerych bunkovych nadorovych liniach. V porovnani s cisplatinou je
tento komplex vyrazne ucinnejsi a selektivnej$i na nadorové bunky.

Jednou z pri¢in rezistencie na lieGbu je tolerancia poSkodenia DNA prostrednictvom
translézovej syntézy DNA cez platinové adukty. V poslednej Casti tejto dizertatnej prace bola
Studovand translézova syntéza DNA cez $pecificky monofukény adukt protinddorového komplexu
AMD ([PtCl(en)(L)](NO3). en = ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-N-
methylpropionamidin)) pomocou DNA polymerdz asStym spojené termodynamické zmeny
prostrednictom mikroskalovej termoforézy (MST). Vysledky ziskané pomocou MST boli v stlade
s experimentalnymi datami popisujiicimi translézova syntézu DNA cez adukt AMD prokaryotickou
aj eukaryotickou DNA polymerazou. Termodynamické parametre taktiez prispeli k hlbSiemu

porozumeniu toho, ktor¢ faktory vplyvaji na mechanizmus syntézy DNA cez adukt AMD.



Abstract

Organometallic complexes have been an important part of anticancer research since the
successful clinical approval of cisplatin. In addition to conventional platinum cytostatics, which have
limitations, research and development in this field are essential to obtain new metal — based
coordination complexes with a better therapeutic effect and lower systemic toxicity. The present
dissertation thesis deals with the mechanistic study of the antitumor effect of three groups of new
platinum compounds at the molecular level and the study of the gallium complex at the cellular level.

The first section pertains to the results of an in vitro study of DNA interactions of new
photoactivatable dinuclear platinum (1) complexes as well as the comparison of their effects and the
influence of the length of the linker with the related mononuclear FM190 (trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH)2(pyridine),]). It was found that after irradiation by blue light, photodecomposition of the
studied dinuclear complexes occurred to form two active mononuclear platinum (1) units similar to
mononuclear FM190. As a consequence, the investigated dinuclear complexes caused almost the same
DNA damage as mononuclear FM190.

The results presented in the second section of this dissertation show that the chirality of
[Pt(DABN)CI, (DABN = 1,1" -binaphtyl-2,2-diamine) complexes can significantly affect the way
they bind to DNA, which is commonly considered the main pharmacological target of conventional
antitumor platinum complexes and their derivatives. On the other hand, the variations in DNA binding
do not translate directly into cellular processing and toxicity of R- and S-[Pt(DABN)CI; in cancer
cells. Therefore, unlike conventional platinum drugs and their derivatives, the DNA damage resulting
from binding of R- and S-[Pt(DABN)CI; is not the major factor responsible for their biological
actions.

The third section of this thesis describes the study of the gallium complex at the cellular level
and the determination of its antiproliferative activity on several tumor cell lines. Compared to cisplatin,
this complex is significantly more effective and selective for tumor cells.

One cause of resistance to treatment is the tolerance of DNA damage by translesion DNA
synthesis through platinum DNA adducts. The last section of this dissertation deals with the study of
the translesion DNA synthesis through site-specific monofunctional adduct formed by antitumor
AMD complex [PtCl(en)(L)](NQOs)z, en = ethane-1,2-diamine, L = N-[2-(acridin-9-ylamino)ethyl]-N-
methylpropionamidine) using DNA polymerases and MicroScale thermophoresis (MST) for
associated thermodynamic changes. The MST results were in good agreement with experimental data
describing translesion DNA synthesis across the AMD adduct by DNA polymerases of eukaryotic and
prokaryotic origin. The equilibrium thermodynamic data also contributed to a deeper understanding
of the factors that control the mechanisms of template-directed DNA synthesis across the AMD
adduct.
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1 Uvod

Koordina¢né zluceniny s centrAlnym atomom platiny maja popredné miesto
vV chemoterapii rakoviny. Prvym a zaroven doteraz najuspesnej$im cytostatikom tohto typu
je cisplatina. Okrem nej sa momentalne Vv klinickej praxi pouziva péat’ jej priamych derivatov
a desiatky d’alSich sa dostali do roznych §tadii klinickych testov. Vyznam platinovych
cytostatik zdoraznuje fakt, Ze lieCba platinovymi zluCeninami ¢i uz samostatne, alebo
v kombinécii s inymi latkami, sa vyuziva pri chemoterapii 50 — 70 % onkologickych
pacientov s mnohymi typmi nadorov [1].

Napriek vysokej terapeutickej ucinnosti vSak pouzivanie cisplatiny suvisi s vyskytom
viacerych zavaznych vedl'ajsich u¢inkov a taktiez s ¢astym vyvojom rezistencie nadorovych
buniek na lie¢bu. Zavedenim jej derivatov novej generacie do klinickej praxe (karboplatina,
oxaliplatina, nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina) sa sice znizila jej systematicka toxicita,
avsak mechanizmus ich G¢inku je v podstate rovnaky ako u cisplatiny. Za hlavny dévod ich
protinadorovej aktivity sa povazuje vdzba na DNA. Vynimkou je oxaliplatina, u ktorej boli
odhalené uz aj nové mechanizmy ucinku [2]. Vzniknuté konformac¢né zmeny na DNA
st nasledne rozpoznavané a spracované roznymi bunkovymi proteinmi, c¢o vedie
k programovanej smrti bunky — apoptoze [3].

V dnesnej dobe sa intenzivnym vyskumom koordina¢nych zlucenin s centralnym
atdmom kovu zaobera mnozstvo poprednych svetovych laboratorii. V snahe zlepsit’ a rozsirit’
cytotoxické ucinky konvenénych platinovych cytostatik su stale analyzované nové zluceniny
tohoto typu s inym mechanizmom uc¢inku a vysSou selektivitou na nadorové bunky. Ako
vel'mi uspesSné sa javia napriklad polynukledrne komplexy platiny poskodzujice DNA
odli$nym spdsobom ako cisplatina, selektivne plati¢ité komplexy, komplexy so $pecifickymi
ligandami s ciel'om selektivnej akumulécie v nadorovych bunkach a mnohé d’alsie. V centre
zaujmu je taktiez zlepSenie U¢inku uz existujicich komplexov ich kombinaciou s inymi
zlG¢eninami [4].

Teoreticka Cast’ predkladanej dizertaénej prace sa v prvej polovici venuje suhrnu
mechanizmu uc¢inku cisplatiny. T4 je ako prvé a najpouzivanejSie cytostatikum tohto typu
vel'mi dobre popisana a z teoretickych znalosti jej ucinku sa odvija nasledny vyskum a vyvoj
d’alsich koordina¢nych zli¢enin na baze kovu S odliSnym mechanizmom uc¢inku. V druhej
Casti je popisany vyvoj novych protinddorovych komplexov a protinadorové ucinky
vybranych derivatov, ktorymi sa zaoberd experimentalna cast’ prace. Experimentalna Cast’
prace popisuje metodiku prace a vysledky s$tadii viacerych typov organokovovych

komplexov na molekularnej a bune¢nej urovni.
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1.1 Struktirne a termodynamické vlastnosti DNA

Genetické informacie vSetkych organizmov st zakodované v biomakromolekule
DNA —deoxyribonukleovej kyseline. DNA je taktiez farmakologickym cielom konven¢nych
platinovych cytostatik. Sklada sa zo Styroch typov nukleotidovych jednotiek a jej informacény
obsah je dany poradim nukleotidov, ktoré st navzajom spojené 5— 3° fosfodiesterovou
viazbou. Kazdy nukleotid pozostava ztroch casti: fosfatového zvysku, deoxyribozy a
purinovej alebo pyrimidinovej bazy — adeninu (6-aminopurin), guaninu (2-amino-6-
oxopurin), tyminu (2,4-dioxo-5-methylpyrimidin) a cytozinu (4-amino-2-oxopyrimidin)
(Obr. €. 1).

Molekula DNA sa najcastejSie vyskytuje v B-konformacii a ma tvar pravotocivej
dvojzavitnice s priemerom cca 2 nm. Sklada sa z dvoch antiparalelnych komplementarnych
retazcov navzajom viazanych slabymi nekovalentnymi silami, ktoré ju stabilizuji. Ide o
vodikové vizby medzi jednotlivymi bazami v paroch AT (2 vodikové vizby) a CG (3
vodikové viazby) (Obr. ¢. 1), interakcie medzi susediacimi bazami, vrstevnaté interakcie —
»stacking®, hydrofobne interakcie a elektrostatické interakcie s kladne nabitymi ionmi.
Asymetrické usporiadanie parov bazi na cukor — fosfatovych kostrach retazcov ovplyviuje
vonkajsi vzhl’'ad DNA a spdsobuje vyskyt dvoch Zliabkov roznej hibky a $irky — vel’ky a maly

zliabok. V oboch zliabkoch moéze dochédzat k vdzbe proteinov alebo lieCiv.

Vodikove vazby
i i : Adenin
Nukleotid Dusikaté bézy . Tymin e 5
3 5’ = Adenin s = O \7 OH
i - S— Tymin 0‘\'7.0 H NN ’\@
'~~~ N mm Guanin -0 © - \"’N Y £
b"<4 | === Cytozin ]/ O:P‘.-O
L™ .‘PEN
i i 0, N O
O=P-0—SGRIG Dusikata baza O . ] N} X/(_&\ .

5 Par bazi & Lo N TN b0,
Fosfat 30_7/ =§\‘H‘,,...O Cytozin 95

& Cukor- Guanin 4

Rib6za fosfatova | || ||

kostra [ | |

< Cukor-fosfatova Bazy Cukor-fosfatova

¥ ¥ kostra kostra
Obr. ¢&. 1: Struktira nukleotidu, dvojzavitnice DNA, dusikatych bazi a sposob ich parovania (Prevzaté
a upravené z [11])
Nekovalentné interakcie stabilizujot DNA dvojzéavitnicu v Sirokom rozmedzi teplot
a ionovej sily. Na druhej strane vSak nie st prili$ silné a umoznuji rozvijanie DNA r6znymi
proteinmi pri replikacii ¢i transkripcii, ¢o je nevyhnutné pre jej funkciu v bunke.
Kvantitativne porozumenie stability DNA dvojzavitnice je dolezité¢ pre analyzu mnohych
zakladnych problémov a aplikacii zaloZzenych na tvorbe a disociacii komplementarnych

retazcov. Hlavnym zdrojom informadcii o energetike DNA je proces denaturicie, alebo tiez
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topenia. Denaturaciou sa rozumie prechod dvojzavitnice na dve flexibilné samostatné vlakna
DNA. Tento proces sa meria pomocou zistovania teploty topenia DNA, ktora sa pouziva
hlavne k popisu stability duplexu DNA (Obr. ¢. 2) [5].

Teplota topenia DNA sa najéastejSie meria pomocou UV-VIS spektometrie, kde
dochadza postupnym zvySovanim teploty vzorky k denaturacii DNA. Denaturacia DNA je
sprevadzana hyperchromnym efektom, kedy roztoky dvojzavitnicovej DNA absorbuji v UV
oblasti (260 nm) menej nez jednoretazcova DNA pri rovnakej koncentracii bazi.
Hyperchromny efekt je spdsobeny narusenim vrstevnatych interakcii. Teplota topenia DNA
je definovana ako teplota, pri ktorej je denaturované 50 % DNA zo vzorky (inflexny bod
krivky) (Obr. &. 2). Stabilita DNA a tym padom aj jej teplota topenia zavisi na jej dizke,

sekvencii nukleotidov, pH, ibnovom zlozeni roztoku a teplote [6].

AZGU

T, T
Obr. ¢. 2: Proces denaturacie DNA a zistovania teploty topenia DNA (Twm). ZvySujicou sa teplotou

vzorky dvojretazcovej DNA dochadza k separacii retazcov a k zvySeniu absorbancie pri 260 nm. Teplotu
topenia uréuje inflexy bod krivky (Prevzaté a upravené z [12])

Ciastoéna separicia retazcov v bunke zohrava dolezitd rolu pri replikacii,
transkripcii, ¢i oprave DNA a mdze byt ovplyvnend nekovalentnou vézbou proteinov
v bunkach, alebo kovalentnou vizbou platinovych cytostatik ainych cinidiel.
Termodynamické data =z kriviek topenia poméhaju pochopeniu zéavislosti stability
dvojzavitnice na sekundarnej a primarnej Struktire DNA a taktiez podavaji informaciu o
poskodeni DNA [7].

Termodynamickymi parametrami, ktorymi sa popisuje proces disocidcie retazcov
DNA, su entalpia AH, entropia AS a Gibbsova energia AG. Vzt'ah medzi jednotlivymi
veli¢inami vyjadruje rovnica 1:

AG =AH - TAS 1)

Tieto parametre mozu byt ziskané vypoétom, pomocou pocitacovych simulécii, alebo
ich priamym stanovenim. Jednou z metodik je kalorimetrické stanovenie, pocas kterého sa
meria teplo, ktoré bolo uvolnené alebo dodané analyzovnému systému. NajCastejSie sa

pouzivaju diferen¢na skenovacia kalorimetria a izotermalna titracna kalorimetria [8,9].
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V tejto dizertacnej praci bola na stanovenie termodynamickych parametrov
platinovanych oligonukleotidov pouzitd mikroskalova termoforéza (MST — ,,MicroScale
Thermophoresis®). Jej princip je blizSie popisany v Casti Materidl a metody. Je zaloZend na
termoforéze — riadenom pohybe molekul v teplotnom gradiente, ktory je zavisly na mnohych
vlastnostiach skimanych molekual, ako st napriklad velkost, naboj, konformacia c¢i
hydrata¢ny obal. Na vytvorenie teplotného gradientu sa pouziva infracerveny laser. Detekcia
a kvantifikdcia riadené¢ho pohybu ¢astic je umoznena pouzitim vhodne zvolené¢ho vnutorného
alebo kovalentne naviazaného fluoroforu. Vzhl'adom k vysokej citlivosti tejto metody na
akukol'vek zmenu v molekularnych vlastnostiach, poskytuje MST vynikajuci nastroj
k ziskaniu termodynamickych parametrov réznych typov molekulovych interakcii, ako
napriklad protein-protein, DNA-protein, ¢i interakcie medzi oligonukleotidmi [10].
Vystupnym parametrom tejto metddy je presne urcend disociacna konstanta Kq, ktora stvisi
s ostatnymi termodynamickymi parametrami podl'a vztahu 2.

AG =RTIn Ky 2

Hodnoty termodynamickych parametrov prispievaji k objasneniu mozného
protinadorového mechanizmu cytostatik na baze koordina¢nych zluc¢enin s centralnym
atbmom kovu. V ich pripade dochadza viazbou na DNA k zmenam v jej stabilite vyjadrenej
zmenou AG. Napriklad k destabilizacii m6ze dochadzat’ na entalpickej urovni, ktord odraza
zmeny spdsobené V sekundarnej Strukture DNA — narusenie vrstevnatych interakcii a
vodikovych vézieb. Téato destabilizacia moze byt kompenzovana entropickou stabilizaciou
DNA, ktora odrdaZza zmeny v hydratacnom obale DNA a flexibility DNA v mieste 1ézie
[11,12]. K termodynamickej stabilizacii duplexu DNA moéze dojst’ napriklad pri vytvoreni
medziretazcovych mostikov posobenim cisplatiny. V tomto pripade je stabilizacia

entropického pévodu a suvisi so zmenou molekularity v priebehu denaturacie duplexu [13].

1.2 Cisplatina

Objav cisplatiny je v oblasti chemoterapie rakoviny jednym z najvyznamnej$ich.
Tento komplex bol prvykrat nasyntetizovany v roku 1844 nemeckym chemikom Michaelom
Peyronom. Jej protinadorové ucinky boli ndhodne objavené az v roku 1965 Barnettom
Rosenbergom pri $tiidiu vplyvu elektrického pol'a na rast baktérii E. coli. [14].

Po uspesnych testoch na experimentadlnych nadorovych modeloch bola cisplatina
v roku 1978 zavedena do klinickej praxe [14] a stale sa pouZziva, ¢i uz samostatne alebo
vV kombinacii s inymi lie¢ivami pri lieCbe mnohych typov nadorov. Najispesnejsia je pri

lie¢be rakoviny semennikov, kde je jej u€innost’ takmer 100 % pri zachyte v skorych Stadiach
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ochorenia, d’alej su to nadory vaje¢nikov, moc¢ového mechtra, pluc, tenkého ¢reva, zaliidka

¢i niektoré typy nadorov hlavy a krku [15-17].
1.2.1 Mechanizmus pdsobenia

Cisplatina — cis-diamminodichloridoplatnaty komplex (Obr. ¢. 3) je anorganicka
neutralna zlu¢enina so Stvorcovo — planarnou geometriou. Silnou koordina¢nou vézbou v Cis
geometrii su na centralny atom Pt v oxida¢nom stupni Il naviazané aminoskupiny. Slabsia
vdzba chloridov zapriciniuje ich pripadna substituciu nukleofilmi. Vo vodnom prostredi
s nizkym obsahom chloridovych iénov podlieha hydrolyze a tym padom sa stava aktivovanou
[18]. Mechanizmus posobenia cisplatiny zahfna Styri kI'a¢ové kroky: (i) akumulaciu v bunke,
(i1) aktivaciu hydrolyzou, (iii) vdzbu na DNA a (iv) bune¢né spracovanie 1€zii vytvorenych
v DNA veduce k smrti bunky (Obr. ¢. 3) [19].

Vzhl'adom k tomu, Ze cisplatina je podavana pacientom intravendzne, dostava sa
krvou do celého tela. Avsak vysoka koncentracia chloridovych iénov v krvnej plazme (~103
mM) brani hydrolyze komplexu v Krvi pacienta. Z tohoto dovodu sa cisplatina dostava do
buniek hlavne ako neutralna molekula. V cytoplazme buniek koncentracia chloridov prudko
klesa (~3 — 20 mM) a dochadza k jej aktivacii hydrolyzou (Obr. €. 3) — chloridové i6ny
postupne odstupujt a st vymenené za vodu alebo hydroxid [15,18,20].

HN  CI
P
HN el

[CI] = ~103 mM (krv)

[CI] = ~3-20 mM (cytoplazma) \

(i)

(ii) vézba cisplatiny na N7 NH,
. N a
Sn—H0 N - Pt — NH,
- -
HgN, /OH? . 7 ) < i) (iv)
P + 2 C N-H—N G "y >
HN”  TOH, ~—<\ >=~
< d
H
C-G par bazi DNA poskodenie DNA

Obr. ¢&. 3: Struktura cisplatiny a mechanizmus jej posobenia: (i) vstup do bunky, (ii) hydrolyza, (iii) vizba
na DNA a (iv) bune¢né spracovanie 1ézii vytvorenych v DNA (Prevzaté a upravené z [21])
Cisplatina vstupuje do bunky dvoma spésobmi (Obr. €. 4). Prvym a najcastej$im je
pasivna difiizia cez plazmaticki membranu vd’aka svojej malej velkosti a planarnemu tvaru.
Druhou cestou liec¢iva do bunky je aktivny transport prostrednictvom transportérov medi Ctrl
a Ctr2 [19,22-24]. Aktivovana cisplatina je kvoli ziskanému kladnému naboju silny elektrofil

a interaguje sroznymi bune¢nymi komponentami, ako su napriklad nukleové kyseliny,
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proteiny, membranové fosfolipidy a molekuly obsahujtce siru (glutation, metalothioneiny)
(Obr. €. 4) [15,18,20].

Aktivovana cisplatina vstupuje do bunkového jadra. Ziskanim kladného naboja sa
ochotne viaze na zaporne nabiti DNA, predovSetkym na N7 guaninu ako najsilnejSieho
nukleofilu [19]. V pripade purinovych bazi je pozicia N7 orientovana do vel'kého Zliabku
DNA [25]. Prave DNA sa povazuje za hlavny biologicky ciel' cisplatiny, ¢o bolo

experimentalne potvrdené mnozstvom testov [26].
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Obr. ¢. 4: Schéma akumulacie, metabolizmu a rezistencie cisplatiny v bunke (Prevzaté a upravené z [27])

Poskodenie DNA

Vizbou cisplatiny na DNA dochadza k lokadlnym zmenam konformacie DNA (Obr.
¢. 6) a vznika viacero aduktov — typov deformacii DNA (Obr. ¢. 5). Existuji monofunk¢éné
adukty (vdzba komplexu na jednu bazu (Obr. & 5d)), ktoré st zastiipené najmenej
a poskodenie DNA je zavislé na nukleotidovej sekvencii v okoli vizby. Dalej st to bifunkéné
adukty (medzi bazami v jednom retazci, medziretazcové mostiky medzi bazami

komplementarnych retazcov) a DNA — proteinovy mostik (Obr. ¢. 5f) [3,16].
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Obr. &. 5: Adukty cisplatiny s DNA. a) vnutroretazcovy mostik 1,2-d(GpG), b) vntitroretazcovy mostik
1,2-d(ApG), ¢) vniitroretazcovy mostik 1,2-d(GpXpG),: d) monofunkény adukt, e) medziretazcovy
mostik, f) viizba DNA-Protein. (Prevzaté z: [3])

Prave najviac zastapeny adukt 1,2-d(GpG) (60-65%) — vnutroret'azcovy mostik
medzi dvoma susednymi guaninmi (Obr. ¢. 5a), sa povazuje za najdolezitejsi v protinadorovej
aktivite cisplatiny [16,28,29]. 1,2-d(GpG) adukt sposobuje rozvinutie dvojzavitnice o 13° a
taktieZ jej ohyb o 34° smerom do velkého Zliabku. Druhym najviac zastipenym aduktom je
1,2-d(ApG) (25%) (Obr. ¢. 5b) s rovnakou deformaciou dvojzavitnice ako 1,2-d(GpG). Malo
casty 1,3-GXG vnutroretazcovy mostik (5-10 %) (Obr. ¢. S¢) spdsobuje lokalne rozvinutie
dvojzavitnice 0 19 — 23° a ohyb DNA 0 30 — 35° smerom k velkému zliabku [3,16,17].
K najvacsim konforma¢nym zmenam dochadza v pripade medziret'azcovych mostikov (Obr.
¢. 5e). Preferenéne vznikajo medzi guaninmi v 5-GC/5-GC sekvenciach [30,31].
Zaujimavostou je, ze ich vznikom dochadza k lokalnym zmenam pravotocivej formy DNA
na TavotoCivi Z-formu. Tato zmena a vytlaCenie nesparovanych cytozinov mimo
dvojzavitnicu spdsobuju jej rozvinutie az o 76° — 86° a ohyb dvojzavitnice o 20° — 40°
smerom k malému zliabku na rozdiel od vnutroretazcovych védzieb. Velka toxicita tohoto
aduktu spociva v blokécii replikacie a transkripcie DNA, pretoze nedochadza k separacii
retazcov [17,32-34].

(b)

Obr. &. 6: Konforma¢né zmeny DNA vyvolané vizbou cisplatiny. a) vnttroretazcovy mostik 1,2-d(GpG),
b) vnitroretazcovy mostik 1,2-d(GpXpG), ¢) medziretazcovy mostik (Prevzaté z [16])
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1.2.2 Odpoved bunky na poskodenie DNA

Biologicka aktivita cisplatiny a jej derivatov je sprostredkovand rozpoznavanim jej
aduktov buneénymi proteinmi, ako su enzymy opravného systému, transkripéné faktory,
histony a proteiny s HMG (,,high mobility group*) doménou, ktoré sa podiel’aju na regulacii
procesov zavislych na DNA [3]. Afinita proteinov k modifikovanej DNA mdze mat’
vyznamny Vplyv na protinadorova aktivitu platinovych komplexov. Lokalne zmeny
v struktire DNA taktiez spdsobuju zastavenie DNA a RNA syntézy prostrednictvom
blokacie DNA a RNA polymeraz [16].

Inhibicia transkripcie

Platinové cytostatika inhibujt transkripciu DNA, pri¢om tento proces je povazovany
za jeden z hlavnych dévodov ich funkcie ako chemoterapeutik [16,35,36]. Cisplatina inhibuje
transkripciu DNA viacerymi spdsobmi (Obr. ¢. 7). Jednym z nich je tzv. ,,vychytanie
transkripného faktoru — adukty sluzia ako vdzbové miesta pre transkripéné faktory ako
napriklad TBP —,,TATA — binding protein®, ktoré maju vysoku afinitu k platinovanej DNA.
Interakcie tychto proteinov s aduktami cisplatiny brania ich vdzbe na nativne promotorové
miesta a tak nedochadza k iniciacii transkripcie [16,37]. Dalsim zo spdsobov je blokacia
RNA polymeraz, kedy platinové adukty sluzia ako fyzicka prekazka pri elongacii [38—40].
Treti pripad nastdva na Grovni reorganizacie chromatinu, kde je pre transkripciu rozhodujice
spravne umiestnenie a mobilita nukleozoOmov, ktora je naruSena platinovymi aduktami [41—
43]. Hoci niet pochyb, ze inhibicia replikacie a transkripcie je dolezitou sucastou
mechanizmu cytotoxického ucinku platinovych cytostatik, nevysvetl'uje ho uplne, pretoze

tento efekt je viac komplexny [3,44].

Pt
VAN

Aoy

blokacia prekazka pre RNA narusenie Struktary
transkripénych polymerazu alebo mobility
faktorov chromatinu

Obr. ¢. 7: Graficka ukdzka moznych sposobov inhibicie transkripcie platinovych zlti€enin (Prevzaté
a upravené z [16])
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Interakcie s HMG proteinmi

Vizba HMG proteinov chrani platinové adukty na DNA pred rozpoznanim systémom
nukleotidovej exciznej opravy a opravou poskodenia (Obr. ¢. 8). Tymto spésobom modzu
pretrvavat’ dlhsiu dobu, €o sa prejavi na protinadorovom ucinku daného lieCiva [45,46].
NajintenzivnejSie skiimané boli interakcie platinovanej DNA s proteinom HMGBI, ale
vysoku afinitu k platinovanej DNA ma aj HMGB2. Tieto proteiny rozpoznavaju ohyb DNA
smerom do velkého Zzliabku, vzniknuty zmenou jej sekundarnej Struktiry po naviazani
platinového komplexu. Specificky sa viazu do malého Zliabku DNA oproti 1,2-(GpG) aduktu,
pripadne v menSom mnozstve oproti 1,2-(ApG). Ked’ze mnozstvo HMG proteinov funguje
ako transkripéné faktory, ich vychytavanie z promotorovych sekvencii blokuje transkripciu

DNA (Obr. ¢. 8) [17,47,48].

Proteiny rozpoznavaijlce

poskodenie DNA
H.N G \u Oprava platinového aduktu
N~ pp =G j—-w——wbv »
HN—E=C ) = HyN ~app =G -
: =~
H,N

Vézba HMG proteinov
blokuje opravu DNA

Komplex proteinov
NER

Transkripcné faktory

Vychytavanie HMG
proteinov

[}

H,N =~

Transkripcia DNA

Obr. ¢. 8: Schéma vizby HMG proteinov na DNA modifikovant cisplatinou. Na obrazku je zobrazeny
jednak model vchytavania transkripnych faktorov a zarovein model tienenia aduktov HMG proteinmi
pred opravou DNA. (Prevzaté a upravené z [17])

Inhibicia délezitych enzymov
Cisplatina taktiez selektivne redukuje aktivitu telomerdzy Specifickym sposobom
vV nadorovych bunkach [49-51]. Telomeraza je Specifickd DNA polymeraza, ktora riadi
predlzovanie telomér. Teloméry st nukleoproteinové Struktiry na koncoch eukaryotickych
chromozdémov obsahujice tandemové repeticie hexanukleotidov bohatych na G (TTAGGG).
Chrania chromozomalnu DNA pred degradaciou a kazdym bunkovym delenim sa skracuju.

Po dosiahnuti kritickej dizky dochadza k senescencii alebo apoptdze bunky. Aby sa predislo
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tejto limitécii, u vacsiny malignych nadorov dochddza k expresii telomerdzy, ktord tento
proces kompenzuje [52]. Vzhl'adom k vysokému obsahu guaninu v telomérnych jednotkach
su teloméry vhodnym cielom cisplatiny. Formacia cisplatinovych aduktov v telomérne;j
jednotke blokuje telomerazovu reakciu [50].

Dolezitym cielom v protinadorovej terapii st topoizomerazy, enzymy, ktoré menia
topoloégiu DNA a ucCastnia sa takmer vSetkych procesov suvisiacich s replikaciou,
transkripciou a rekombinaciou DNA. Ich inhibitory st povaZzované za sl'ubné protirakovinové
latky [53]. Cisplatina inhibuje topoizomerazu Il vd’aka priamej interakcii s enzymom [54].
Na druhej strane je katalytickd aktivita topoizomerdzy I stericky blokovand aduktami

cisplatiny na DNA [55].
1.2.3 Oprava poskodenia DNA

Celkovy efekt poSkodeni v gendme nie je primarne riadeny samotnou tvorbou
poskodenia, ale efektivitou jeho opravy. Prave schopnost’ opravy DNA urcuje prezitie alebo
smrt’ nadorovych buniek. Mechanizmus odstranenia platinového aduktu a opravy DNA zavisi
na type jej poSkodenia (Obr. ¢. 9, 10). Vnutroretazcové mostiky st opravované inym
sposobom ako medziretazcové. Hlavnymi mechanizmami opravy DNA po poskodeni
platinovymi komplexami su nukleotidova excizna oprava (NER), oprava chybne
sparovanych bazi (MMR), bazova excizna oprava (BER) ale oprav sa i€astnia aj proteiny
homolognej rekombinacie (HR) a nehomologneho spajania koncov DNA (NHEJ). Medzi
tolerantné opravy sa radi translézova syntéza DNA (TLS) [3,46,56].

Nukleotidova excizna oprava

V bunkach st DNA adukty cisplatiny (najmd 1,2-GG a 1,3-GXG) efektivne
odstrafiované hlavne pomocou nukleotidovej exciznej opravy (NER) [57]. Tento reparacny
mechanizmus je zlozeny z dvoch typov. Jednym je globalna oprava genému, ktora rozoznava
poskodenia v genéme ako celku prostrednictvom proteinov XPC-HR23B. Na druhej strane
st opravy spojené s transkripciou, u ktorych st poskodenia rozpoznavané blokaciou RNA
polymerazy II a tykaja sa teda len transkripcne aktivnych oblasti genomu. V nasledujicich
krokoch dochadza u obidvoch mechanizmov Kk separacii retazcov DNA pomocou helikaz
XPB a XPD a k vystiepeniu poskodenej Casti retazca na oboch stranach prostrednictvom
endonukleaz XPF/ERCC1 a XPG. Po odstraneni poskodeného miesta (oligonukleotid o dizke
cca 30 nukleotidov), je vzniknuta medzera zaplnena DNA polymerazou g, ktora v spolupraci
s replikaénymi faktormi nasyntentizuje chybajucu Cast’, pricom je neporuseny retazec DNA
pouzity ako templat [56,58].
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Urcujacim faktorom vysokej citlivosti nadorov semennikov na cisplatinu je prave
neschopnost’ opravy DNA v ich bunkach. Bunkové linie semennikov mali v skuto¢nosti
niz8iu schopnost’ opravy aduktov platiny, nez iné bunkové linie v celom gendme aj
v aktivnych transkriptoch [56,59]. Navyse, niZsia schopnost’ opravy DNA u bunkovych linii
semennikov bola tiezZ spojend v nizkymi hladinami XPA proteinu (protein viazuci sa
k poskodenej DNA) a komplexu ERCC1-XPF [60,61]. Nadorové linie rezistentné
k cisplatine vykazuji vys$Siu mieru exprimacie opravnych proteinov, ¢o znamena zvysenu

schopnost’ opravy poskodenej DNA [56].

Oprava chybne sparovanych bazi - MMR

Za cytotoxicitu platinovych komplexov v nadorovych bunkach je spoluzodpovedny
aj d’alsi reparacny mechanizmus — ,,mismatch repair (MMR). Nefunkénost’ tohoto systému
v nadorovych bunkach prispieva k tolerancii poskodenia DNA a tym padom k rezistencii na
lie¢ivo [62]. MMR je mechanizmus opravy DNA zodpovedny za opravu chyb jednovlaknovej
DNA (ssDNA), ako su chyby v parovani, alebo inzercie/delécie generované behom
replikacie. Podobne ako NER, MMR pozostiva zrozpoznavania poskodenia, excizie,
resyntézy a ligacie novo syntetizovaného vlakna [56,63]. Okrem opravy postreplika¢nych
chyb MMR rozpoznéava taktiez lézie sposobené aduktami cisplatiny, ktoré vyvolavaju
postreplikativne chybné parovanie hlavne G/T. Systém MMR vSak nie je schopny tieto 1ézie
opravit’, pretoze Stiepi novo vzniknuty retazec a nahradza bazy oproti platinovému aduktu a
tak udrzuje zdroj ,,mismatchu‘ nedotknuty. Kedze zlyha oprava, cyklus sa nastartuje znovu
a dochadza k zacykleniu [64]. KonStantny proces Stiepenia a spajania retazca moze viest’
k tvorbe dvojretazcovych zlomov a k aktivacii signalnych faktorov veducich k apoptoze.
MMR proteiny taktiez tienia adukty pred NER systémom a tak vedd k zvysenej letalite
cisplatiny [63,64]. Na rozdiel od NER, znizena schopnost’ opravy pomocou MMR vedie

k rezistencii na cisplatinu [64].

Poskodenie DNA - Mismatch" 1.2- d(GpG)

adukt

Obr. €. 9: Opravny mechanizmus poskodenia DNA vyvolaného vizbou cisplatiny. NER je zodpovedny za
opravu 1,2-GG a 1,3-GXG aduktov, zatial’ co systtm MMR sice rozoznava poskodenie, ale nie je
schopny ho opravit’. (Prevzaté a upravené z [56])
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Bazova excizna oprava

Tento spdsob opravy DNA sa najcastejSie vyuziva pri odstraneni nespravnych c¢i
poskodenych bazi. Dochadza k rozpoznaniu chybnej bazy prisluSnou Specifickou DNA
glykosylazou a Kk vytvoreniu apurinového/apyrimidinového miesta. Nasledne dojde
k rozstiepeniu  poskodeného retazca a zaplneniu jednonukleotidovej medzery DNA
polymerazou spravnym nukleotidom. Bolo dokazané, ze l'udska 3-methyladenin DNA
glykosylaza sa S$pecificky viaze na vnutroretazcové 1,2-d(GpG) a 1,2-d(ApG) adukty
cisplatiny. Tieto poSkodenia s sice rozpoznané, ale nie si tymto enzymom vystiepené [3,65].
Predpoklada sa, ze adukty cisplatiny vychytavaju 3-methyladenin DNA glykosylazu z jej
prirodzenych vizbovych miest, ¢o vedie k zvySenej mutagenéze a bunkovej smrti z dovodu

pretrvavania poSkodenia DNA [3].

Oprava medziretazcovych mostikov

Medziretazcové mostiky, napriek tomu, Ze reprezentuji len cca 6 — 8 % z celkovej
platinacie DNA, si mimoriadne cytotoxické, najmé pre proliferujice bunky. Kovalentna
vézba platinového komplexu na obidve vlakna DNA brani separacii retazcov, a tym inhibuje
zivotne dolezité procesy ako su replikacia a transkripcia DNA [66]. Replikacia DNA
obsahujucej medziretazcové mostiky (ICL) indukuje dvojretazcové zlomy (DSB)
pravdepodobne kvoli kolapsu replikaénej vidlice. Oprava je vel'mi komplexna a zahfia
pocetné mechanizmy vratane NER, homoldgnej rekombinacie, nehomologneho spéjania
koncov DNA ¢i translézovej syntézy (Obr. ¢. 10) [67]. Oprava ICL v l'udskych bunkach do

znacnej miery zavisi na stave bunkového cyklu, ¢o znamend, ze poziadavky na opravu a

vysledky opravy pre tento typ 1ézie sa lisia v deliacich a nedeliacich sa bunkach [66].

Poskodenie DNA DSB ICL
Sposob opra : NER; HR;
p pravy HR; NHEJ TLS:

Obr. ¢. 10: Dvojretazcové zlomy a medziretazcové mostiky st opravované pocetnymi mechanizmami
zahffiajucimi homolognu rekombinaciu (HR), nehomologne spajanie koncov DNA (NHEJ), NER a TLS.
(Prevzaté a upravené z [56])
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Translézova syntéza

Jeden z hlavnych ucinkov aduktov platinovych komplexov na DNA je ich schopnost’
blokovat’ DNA a RNA polymerdzy a zastavit' tak syntézu nukleovych kyselin. Dlhodobé
zastavenie replikacnych vidlic moze viest' k tvorbe dvojretazcovych zlomov a nasledne
k bunkovej smrti [56,68]. Aby sa zabranilo kolapsu zastavenych replika¢nych vidlic, moze
byt poskodenie DNA tolerované mechanizmom translézovej syntézy (TLS). T4 prebicha
pomocou polymeraz z rodiny Y (Polymeraza n (Poln), Poli, Polk and Rev1) a B (Pol() (Obr.
¢. 12). Translézové polymerazy maju ,,Siroké™ katalytické miesto a nemaju korektivnu
aktivitu, ¢o im umoziiuje preklenit’ poskodenia DNA spravnym alebo mutagénnym
sposobom [69,70].

Ked replikatnda DNA polymeraza narazi na poSkodenie DNA, dochadza k jej
zastaveniu a spusteniu kaskady procesov veducich k ubikvitinacii PCNA (,,proliferating cell
nuclear antigen™ — proliferaény bunkovy jadrovy antigén). Pri replikacii sluzi PCNA ako
svorka udrzujuca DNA polymerazu na DNA. Po jeho ubikvitinacii dochadza k vymene
replikaénej DNA polymerazy za translézové polymerazy (Obr. ¢. 12) [71-73]. Napriek tomu,
ze niektoré polymerazy, najma Poln, st schopné in vitro replikovat DNA cez adukt
a pokracovat’ v predlzovani retazca, TLS in vivo vicSinou funguje ako dvojpolymerazovy
model [74]. Jedna polymeraza zrodiny Y (Poln, Poli, Polk alebo Revl) inkorporuje
nukleotidy oproti poskodenému miestu a druha DNA polymeraza, najcastejsie { alebo menej
Casto aj k, pokracuje v syntéze DNA za poskodenim [71,75].

Jednotlivé polymerazy sa lisia v biochemickych vlastnostiach, efektivite a presnosti.
Napriek tomu, ze kazda sa Specializuje na odlisny typ 1ézii, ich funkcie sa Ciastocne
prekryvaju [76,77]. Primarnym cielom Polk je TLS cez ro6zne typy poskodenia DNA, hlavne
modifikacie DNA indukované chemickymi karcinogénmi v malom zliabku s réznou
presnostou a efektivitou [78]. Polk je taktiez najpresnejsia z rodiny Y na neposkodenej DNA
[71]. V spolupraci s Poly, ktora inkorporuje nukleotid oproti poskodeniu, predlzuje Polk
retazec DNA [79]. Poli inkorporuje nukleotidy oproti apurinovym/apyrimidinovym miestam,
uracilu a jeho derivatom a vel'’kym purinovym aduktom za vzniku Hoogsteenovho parovania

bazi [71,80].

23



translézova
syntéza

:)OOO— —> TLLIoIi

————— 3 I >\
R I A g1

) —

PCNA ‘ Pol & O ubikvitin - lézia

Poln

Pol 1
Rev1
oo RPA ‘ Pol ¢ O O Pol K

Obr. & 12: Schéma tolerancie poskodenia DNA prostrednictvom translézovej syntézy. Na obrazku je
zobrazen4 ubikvitinacia PCNA a nasledn4 vymena replikadnej polymerazy & za komplex translézovych
polymeraz. (Prevzaté a upravené z [76])

Poln je zodpovedna za TLS mnozstva objemnych DNA aduktov. Hlavnou funkciou
Poln je efektivna a presna replikacia cez cyklobutanové tyminové diméry a ochrana bunky
pred UV Ziarenim [76,81]. Stadie in vitro ukazali, e je taktiez schopna replikovat’ DNA cez
1,2-d(GpG) adukty cisplatiny vlozenim spravneho dCMP naproti 3'dG aduktu. Replikacia
cez 5°dG je vSak menej presna a in vivo byva katalyzovana Pol( [74]. Taktiez je schopna
inkorporovat’ aj nespravny nukleotid, ale v tom pripade neddjde k prediZeniu retazca [82,83].
LCudské bunky, ktorym chyba Poln, st citlivejSie na cisplatinu nez wild-type bunky, alebo
rovnaké bunkové linie obohatené o funként Poln [56,84]. Taktiez Poll hra déleziti tlohu
v TLS. Je zapojena do premostenia cisplatinovych aduktov DNA Vv spolupraci s Poln alebo
Polk, ktoré inkorporuju nukleotid oproti platinovému aduktu a Poll predlzuje retazec.
Vysledkom aktivity Poln je nizsia inkorporacia chybnych nukleotidov, zatial’ ¢o Polxk je
mutagénnejsia [85]. Ukazalo sa, ze transformované mysie bunky, ktoré neobsahuja Pol( su
citlivejsie na cisplatinu ako ich naprotivky s vysokym obsahom Pol{ [86]. Polymeraza Revl
je taktiez dolezitd na premostenie cisplatinovych aduktov [87]. Okrem schopnosti
inkorporovat’ jeden spravny nukleotid oproti 1ézii tiez zohrava nekatalyticka tlohu, ako je
sprostredkovanie nasadnutia TLS polymeraz na DNA [88].

Translézové DNA polymerazy zohravaju doleziti Glohu v zachovavani bunkovej
stability, avSak pri ochrane DNA pred poskodenim samy sluzia ako zdroj mutacii a
karcinogenézie. S zahrnuté aj vo vyvoji rezistencie nadoru k chemoterapii [71]. Vzhl'adom
k tomu, ze tolerancia platinovych aduktov pdsobi proti bunkovej smrti, koreluje expresia TLS
polymerdz s rezistenciou voci cisplatine. Inhibicia TLS polymerdz moéze mat’ dvojaky
protirakovinovy u¢inok — zvySenie citlivosti nadoru na lieCivo a obmedzenie vzniku jeho

chemorezistencie [56].
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1.2.4 Suhrn pri€in rezistencie nadorovych buniek k cisplatine

Rezistencia buniek k cisplatine, ¢i uz vrodena alebo ziskana, je sposobena dvomi
hlavnymi mechanizmami. Prvym je jej nedostato¢na akumulacia v bunkéch, ¢o spdsobuje
nizku mieru platinacie DNA. Druhym mechanizmom je neschopnost’ vyvolat’ bunkova smrt
po poskodeni DNA (Obr. ¢. 13) [15].

V mnohych nadorovych bunkach so ziskanou rezistenciou k cisplatine dochadza
k zniZeniu jej akumulécie v porovnani s rodi¢ovskymi bunkami, pretoze po kazdom deleni sa
dcérske bunky urcitym spdsobom prisposobia [89]. Napriek tomu, Ze sa cisplatina dostava do
buniek hlavne pasivnou difiiziou, dochadza aj k jej aktivnemu transportu prostrednictvom
transportérov medi Ctrl a Ctr2. V nadorovych bunkach rezistentnych k cisplatine dochadza
k strate funkcie tychto proteinov a tym padom k nizSiemu influxu cisplatiny do bunky
[90,91]. K znizenej akumulacii cisplatiny v bunkach prispieva aj zvySenie jej efluxu von
z buniek (Obr. ¢. 4). Dochadza k nemu prostrednictvom efluxnych proteinov ATP7A
a ATP7B zapojenych do transportu medi. Dal§imi exportnymi proteinmi su proteiny skupiny
MRP (,,multidrug resistance protein“) [91]. ZvySena expresia tychto proteinov koreluje so
zvySenou rezistenciou nadorovych buniek k cisplatine [92].

Cisplatina je tiez zndma svojou vézbou na rozne d’alsie typy bunec¢nych proteinov. St
to napriklad transportéry, proteiny s antioxidacnou aktivitou ¢i opravné proteiny. Interakcie
S tymito proteinmi nie st priamym dovodom bunkovej smrti, ale hraju dolezitd rolu
Vv procesoch zahrnajacich biologicku aktivitu cisplatiny, ako je distribucia, transport
a akumulacia v bunke. Tiez ovplyviiuju celkovu toxicitu cisplatiny a vedlajsie efekty [93,94].
Preferencne sa cisplatina viaze na proteiny obsahujuce siru. V krvnej plazme je vychytavana
a deaktivovana albuminom, v prostredi bunky reaguje s metalotioneinmi a GSH (Obr. €. 4)
[95,96]. Spoloénym znakom rezistentnych buniek je va¢sinou zvysena intracelularna hladina
thiolov. Vazby s cisplatinou su irreverzibilné a poSkodenia byvajua trvalé. Spdsobuji zmeny
v konformacii a struktare daného proteinu a tym ovplyviuju jeho biologicku funkciu. Prave
vézba cisplatiny na thioly a tym padom jej vychytavanie, deaktivacia a nésledny export
konjugatu z bunky je jednym z dovodov rezistencie na cisplatinu (Obr. ¢. 4) [3,94,97].

Po aktivacii cisplatiny a jej vizbe na DNA dochadza k bunecnej odpovedi na toto
poskodenie. M6Ze dojst’ bud’ k zvySenej miere odstranovania platinovych aduktov — opravy
DNA, alebo k zvysenej miere tolerancie tohto poskodenia (Obr. ¢. 13). NajfrekventovanejSie
bifunkéné adukty st opravované pomocou vysSie spominaného systému NER, hlavne
prostrednictvom zvySenej expresie opravnych proteinov [56]. Adukty st z DNA odstranené

eSte predtym, ako by mohlo dojst’ k aktivacii apoptotickych signalnych drah [15]. Dal§im
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dovodom rezistencie nddorovych buniek k cisplatine je tolerancia poskodenia DNA. Ta mdze
byt spdsobena jednak dysfunkciou MMR atiez zvySenou mierou translézovej syntézy,
ktorou dochadza k premosteniu aduktu DNA [15]. Tolerancia méze byt spdsobena taktiez aj
zniZzenou expresiou, ¢i uplnou stratou proteinov apoptotickych signalnych drah. Modifikacia
DNA cisplatinou ovplyviuje aj vdzbu proteinu p53, ktory je zodpovedny za spustanie
procesu apoptdzy v pripade, ze je DNA nenavratne poskodena [98,99].

(

Zvysena tolerancia poskodenia DNA Zvysena miera opravy DNA
\ |
Strata MMR Preklenutie DNA aduktov Defektna apoptéza Zvysena oprava poskodenia DNA
[[PoSkodenie DNA (NER)
/MsH2 | MSH3/6\ ] fEREcr ~
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Obr. ¢. 13: Suhrn mechanizmov sposobujucich rezistenciu nadorovych buniek k cisplatine: tolerancia
platinovych aduktov stratou MMR, premostenim aduktu translézovou syntézou, ¢i poSkodenie
mechanizmu apoptdzy. Na druhej strane je zvySena miera opravy poSkodenia DNA. (Prevzaté a upravené
z [15])

1.2.5 Smrt nadorovych buniek vyvolana pésobenim cisplatiny

Cytotoxicky efekt cisplatiny je spdsobeny viacerymi mechanizmami. Na jednej strane je
neopravené poskodenie jadrovej DNA veduce k zastaveniu bunkového cyklu. Okrem toho sa
Vv niektorych naddorovych bunkach cisplatina viaze na mitochondridlnu DNA, takze d’alsi jej
mechanizmus cytotoxického posobenia stvisi so vznikom reaktivnych foriem kyslika (ROS
— singletny kyslik, hydroxylovy, hydroperoxidovy a superoxidovy radikal) v dosledku
poskodenia mitochondrialnej DNA [100]. ROS vyvolavaju oxida¢ny stres veduci k naru$eniu
permeability mitochondridlnej] membrany, k aktivacii p53, ¢i uvolneniu cytochrému c
a naslednej apoptoze [101]. Tieto cesty vedu k programovanej bunkovej smrti —apoptoze, ale
aj k nekroze a autofagii. V nadorovych bunkach dochadza k strate rovnovahy medzi delenim
a bunkovou smrtou. To znamend, ze bunky, ktoré by mali zomriet, K tomu nedostavaja
signdly. Prave schopnost’ protinadorovych zli€enin indukovat’ apoptdézu v nadorovych
bunkach je klIacova vich ucinnosti [102]. Apoptdéza je charakteristickda viacerymi
morfologickymi zmenami, ako su zmr§tovanie bunky, zmenSovanie jej objemu, poruchy
membranovej integrity, ¢i kondenzécia a fragmentdcia DNA a nasledny rozpad bunky na

apoptotické telieska [103].
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1.3 Vyvoj novych lieCiv na baze koordinaénych zlic¢enin

s centralnym atébmom kovu

Cisplatina sa bezne pouziva v klinickej praxi. Vzhl'adom k jej nizkej selektivite k
nadorovym bunkdm jej uzivanie obmedzuji vedlajSie ucinky. K najzavaznejSim patria
zvracanie, ototoxicita, myelotoxicita, poruchy krvotvorby, alergické reakcie a nefrotoxicita
[4]. Spolu so systematickou toxicitou je G¢inok cisplatiny limitovany aj vysSie popisanou
rezistenciou nadorovych buniek, ¢i uz ziskanou alebo prirodzenou. Je taktiez neucinna pri
liecbe najcastejSie sa vyskytujucich nadorov, ako su napriklad kolorektdlny karcinom,
karcinom prsnika a metastazy [101].

Nevyhody spojené s klinickym pouZivanim cisplatiny viedli k vyvoju mnoZstva
d’alsich potencialnych platinovych zlucenin s protinadorovou aktivitou. V idealnom pripade
by nové lieCiva mali selektivne pdsobit’ iba na nadorové bunky. Na zaciatku bola snaha
0 vymenu odstupujucich ligandov, ktorou by sa znizili vedl'ajSie Uc¢inky (karboplatina),
neskor doslo k vymene vsetkych ligandov kvoli tvorbe iného typu poskodenia DNA
(oxaliplatina) [104]. Obidva spdsoby priniesli viacero novych klinicky pouzivanych
platinovych cytostatik. Tymito modifikaciami doSlo k znizeniu celkovej toxicity, ale
mechanizmus G¢inku tychto derivatov je S vynimkou oxaliplatiny v podstate rovnaky ako
mechanizmus u&inku cisplatiny [105,106]. Dal$ou stratégiou bola vymena atomu platiny za
iny prechodny kov. Ako vel'mi ispe$né sa javi ruténium, ktorého dve zlic¢eniny (NAMI-A
a KP1019) sa dostali do klinického testovania, a taktiez aj galium, osmium, titan, iridium,
zlato ¢i germanium [1,107].

Vo vSeobecnosti sa da povedat’, Ze su tri hlavné stratégie dizajnu novych platinovych
cytostatik [4]. Prvou si komplexy s odlisSnym vizbovym modom nez cisplatina. Patria sem
monofunkéné  komplexy, komplexy s trans-geometriou odstupujucich  ligandov
a polynuklearne komplexy [108]. Do druhej kategorie spadajii inertné prolieciva, ktoré su

aktivované az v nadorovom tkanive. Prikladom tejto skupiny sa Pt"

komplexy, ktoré
vyuzivaju jedine¢né vlastnosti nadoru ako kyslé pH a jeho hypoxické ¢i redukéné prostredie.
Pt"Y komplexy sa v nadorovom prostredi redukujii na Pt"' komplexy, pri¢om dochadza k strate
dvoch axialnych ligandov prave kvoli redukénému nadorovému prostrediu [4,109,110].
Tretou stratégiou je cielena akumulacia lieciva v nadorovych tkanivach (DTD —
»drug targeting and delivery”) [4]. Aktivny DTD je =zalozeny na Specifickych
biomolekularnych interakcidach medzi lieCivom a nddorovymi bunkami liSiacimi sa od

zdravych [111]. V typickom DTD systéme je farmakofor naviazany k ciel'ovej jednotke

ligandom so Specifickou funkciou transportéru, antigénu ¢i receptoru [111]. Ako ligandy
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moézu byt pouzité hormony, cukry, aminokyseliny, proteiny a iné [112]. Pasivny DTD je
zalozeny na efekte zvySenej priepustnosti a retencii nadorovych buniek (EPR — ,,enhanced
permeability and retention efekt) [113,114]. IntenzivajSia akumulacia lie¢iva v nadorovych
bunkach je spdsobena ich abnormalnou Struktirou — hustou sietou tenSich a lepsSie
priepustnych ciev, ¢i zlou lymfatickou drenazou [114,115]. Prikladom jeho vyuzitia je
lipoplatina (Lipoplatin™, Regulon, Inc., CA, USA), v ktorej je cisplatina uzavreta
V lipozome. Viaceré Studie preukazali vyssiu selektivnu akumulaciu takto viazanej cisplatiny
v nadorovych bunkach [4].

Existuje velké mnozstvo dalSich skupin protinddorovych komplexov na baze
koordina¢nych zlt€enin s centralnym atomom kovu, ktorych t¢inky boli a stale st testované.
V nasledujtcich kapitolach tejto prace st okrem klinicky pouzivanych derivatov cisplatiny
podrobnejSie popisané tie, ktorymi sa dizertatna praca najviac zaobera — monofunk¢né,

polynukleéarne, fotoaktivovatel'né komplexy platiny a komplexy gélia.
1.3.1 Klinicky pouzivané derivaty cisplatiny

Na lie¢bu rakoviny sa v sucastnosti okrem cisplatiny pouziva pat’ jej derivatov (Obr.
¢. 14), ktoré maju podobny mechanizmus t¢inku ako cisplatina, tvoria podobné adukty, av§ak
lisia sa rychlostou vazby komplexu na DNA. Karboplatina a oxaliplatina sa spolu
s cisplatinou pouzivaju celosvetovo, zatial' co nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina su
schvélené v Japonsku, Cine a Juznej Korei [3]. Odstupujuce ligandy vich $truktare su
nahradzané molekulami vody ovela pomalsie, ako v pripade cisplatiny. Z toho sa da
usudzovat, ze kliCovym krokom vich mechanizme moéze byt bud’ priama rekacia

s nukleobazami v DNA alebo ich aktivacia silnej$im nukleofilom [3,116].
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Obr. ¢. 14: Struktara klinicky pouZivanych derivétov cisplatiny. a) karboplatina, b) oxaliplatina, c)
nedaplatina, d) heptaplatina, e) lobaplatina (Prevzaté z [3])

Karboplatina (Obr. ¢. 14a) je kvoli stabilnejSej odchadzajicej skupine

(cyklobutandikarboxylat) menej toxicka v porovnani s cisplatinou, ¢o umoziuje podavanie
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vyS$8ich davok. Je aktivovana nukleofilmi a kyslej$im pH v nadorovych bunkach na rozdiel
od cisplatiny, ktora k aktivacii potrebuje hydrolyzu. Tvori podobné spektrum aduktov
s mierne odliSnou sekvenc¢nou preferenciou [117-119]. Pouziva sa predovsetkym k lieCbe
rakoviny vaje¢nikov, ale nasla uplatnenie aj pri lieCbe retinoblastomov, neuroblastomov,
nefroblastdmov a mozgovych nadorov, ako aj nadorov hlavy a krku, endometria, kréku
maternice, semennikov, prsnikov, pl'uc a mofového mechura. V niektorych pripadoch
nahradila cisplatinu [13].

U oxaliplatiny (Obr. ¢. 14b) doslo kvoli zvySeniu protinadorovej aktivity a
rozpustnosti k vymene vsetkych ligandov. Hydrolyza oxaliplatiny prebieha ovel'a pomalsie
ako u cisplatiny. Spektrd aduktov u obidvoch komplexov st takmer rovnaké, avSak
oxaliplatina tvori adukty v mensej miere [120]. Rozdiel v protinadorovej aktivite a inych
biologickych uc¢inkoch oxaliplatiny oproti cisplatine je Casto vysvetlovany schopnostou
oxaliplatiny tvorit DNA adukty s odliSnou konformaciou. Medziretazcové mostiky
oxaliplatiny vo vac¢$ej miere ohybaju, rozvijaju a termalne destabilizuju DNA. Afinita HMG
proteinov k medziretazcovym mostikom je nizsia ako u cisplatiny [121]. Jej adukty su
odstrafiované pomocou opravnych systémov bunky podobne ako u cisplatiny [122,123].
Oxaliplatina vSak efektivnejsie inhibuje elongaciu retazca DNA. Napriek nizSej reaktivite
s DNA vykazuje vysSiu cytotoxicitu v niektorych nadorovych linidch a je potrebné mensie
mnozstvo DNA 1ézii na inhibiciu rastu bunky [124]. Mechanizmus protinadorového
posobenia oxaliplatiny zahfia jednak vyvolanie apoptdzy sposobené poskodenim DNA, ale
tiez smrt’ buniek vyvolanu spustenim imunologickych reakcii a inhibiciou ribozomalnej
biogenézy [2,125]. Oxaliplatina je G¢inna aj v nadorovych liniach rezistentnych k cisplatine.
NajcastejSie sa pouziva v kombinacii s 5-fluorouracilom a leucovorinom na liecbu
metastazujucej rakoviny hrubého ¢reva [15].

Nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina s Strukturne podobné oxaliplatine
a karboplatine, preto sa predpokladd podobna tvorba aduktov. Viazu sa na guaniny, ale
vyzaduju dlhsi Cas reakcie ako v pripade vézby cisplatiny [3]. Nedaplatina (Obr. ¢. 14c)
vytvara vacie mnozstvo medziretazcovych mostikov a vyrazne zvySuje aktivitu inhibitoru
topoizomerazy I — irinotecanu [126]. Heptaplatina (Obr. ¢. 14d) sa viaze na dvojzavitnicu
DNA a efektivne ju kondenzuje [127]. Lobaplatina (Obr. ¢. 14e) formuje na DNA adukty
ovplyviujiice expresiu c-myc génu, ktory hra rolu v onkogenéze, apoptoze a bunkovej
proliferacii [128]. Nedaplatina je registrovana v Japonsku na lie¢bu rakoviny semennikov,
vajecnikov a krku. V porovnani s cisplatinou vykazuje niz§iu neurotoxicitu a nefrotoxicitu,
ale moZe znizit' tvorbu trombocytov v krvi [129,130]. Heptaplatina je vyuzivana v Juznej

Korei na liecbu rakoviny traviaceho traktu, ma nizsiu toxicitu nez cisplatina, jej nevyhodou
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je vsak embryotoxicita. V Cine je schvéalena lobaplatina na lie¢bu rakoviny prsnikov,
leukémie a pl'uc. Jej hlavnou vyhodou je tcinnost’ aj na nadoroch rezistentnych k cisplatine

a karboplatine [130].
1.3.2 Monofunkéné komplexy platiny

Monofunk¢éné komplexy platiny, obsahujuce iba jeden odstupujuci ligand, boli dlha
dobu povazované za neaktivne, pretoze rodiCovska dienplatina [Pt(dien)Cl]
Cl(dien=diethylentriamin) nie je cytotoxicka (Obr. ¢. 16a). Jej adukty sice distortuji DNA,
ale v ovela menSej miere ako adukty bifunkénych platinovych komplexov. Tym padom
nedochadza k vyznamnej bunecnej odpovedi na poskodenie DNA. Neskor sa vSak ukazalo,
ze pouzitim objemnejSieho ligandu doslo k zvySeniu cytotoxicity monofunkénych zlucenin
[3].

Vel'mi Gspesné bolo predstavenie komplexov s interkalatorovym ligandom. U nich sa
predpokladalo, Ze platinova jednotka je kovalentne naviazand na DNA a interkalator taktiez
interaguje s DNA za vzniku stabilného aduktu struktirne odlisného od aduktov cisplatiny
[131,132]. Prikladom takychto komplexov si Pt-ACRAMTU (ACR) ajeho amidinovy
derivat (AMD) (Obr. ¢. 15). AMD derivat bol vyvinuty s cielom zlepsit’ cytotoxicitu ACR
nahradenim thiomocCoviny za amidinovu skupinu. Téato jednoducha modifikacia viedla
k zvySenej tvorbe DNA aduktov, k zavaznejSiemu naru$eniu B-DNA a tym padom aj k jeho
zvySenej cytotoxicite oproti ACR komplexu [131,133,134]. Vo vSeobecnosti oba tieto
komplexy rychlo interkaluji medzi pary bazi DNA, za ¢im nasleduje platindcia purinovych
nukleobazi. Tymto mechanizmom dochddza k zmene klasickych vézbovych miest
platinovych komplexov [135]. Obidva komplexy spdsobujii ovel'a mensie distorzie na DNA
ako klasicky 1,2-(GpG) adukt cisplatiny. Nie st rozpoznavané HMG proteinmi, ¢o indikuje
odlisnosti v bune¢nej odpovedi na poskodenie DNA oproti cisplatine [136]. Protinadorova
aktivita oboch komplexov je spdsobend vyssou akumulaciou v bunkach, rychlejSou tvorbou
aduktov aich menej efektivnou opravou v porovnani s cisplatinou [135,136]. Je
pozoruhodné, ze hoci tieto komplexy nevytvaraju bifunkéné adukty na rozdiel od
konvencnych platinovych cytostatik, ich adukty na DNA u¢innejSie zastavuju DNA a RNA
polymerazy. Dochadza tak k inhibicii syntézy DNA a zastaveniu bunkového cyklu v S faze,
pricom cisplatina ho spravidla zastavuje az v G2/M faze [131,137].
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1: X =8, Y = NH; "PT-ACRAMTU"
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Obr. ¢. 15: Struktara komplexov [PtCl(en)(L)](NOs), (en = ethylén-1,2-diamin, L = 1-[2-(akridin-9-

ylamino)ethyl]-1,3-dimethylthiourea) (1) - ACR a en = ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridinn-9-
ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin(2) - AMD) (Prevzaté z [136])

Dalsou vyznamnou skupinou latok tvoriacich monofunkéné adukty na DNA st
komplexy so vSeobecnym vzorcom Cis-[Pt(NH3).AmCI]*, kde AM je planirna aromaticka
baza ako pyridin, purin, pyrimidin ¢i anilin. Monofunkéné adukty tychto komplexov na DNA
su schopné blokovat replikaciu DNA s takmer rovnakou uc¢innost'ou ako cisplatina, ale nie
st rozpoznavané systémom NER [138,139]. NajvyznamnejSim z nich je pyriplatina (Obr. ¢.
16b), ktorA ma zna¢nu afinitu k transportérom organickych kationov OCT1 a OCT2
prispievajucim k aktivnemu transportu oxaliplatiny [140]. Komplex vytvara monofunkéné
adukty indukujuce len malé distorzie na dojzavitnici DNA [141]. Adukty nie s opravované
MMR a NER je ovel'a menej efektivny nez u cisplatinovych aduktov [27]. Pyriplatina vSak
vykazuje nizSiu cytotoxicitu nez cisplatina. Vzhl'adom k tomu, ze stadie ukézali vyznamnu
inhibiciu  RNA polymerazy II N-heterocyklickym ligandom, bol pyridin u pyriplatiny
nahradeny vacsimi ligandami ako napriklad fenantridinom (Obr. ¢. 16c), ¢o zvysilo jeho
toxicitu [131,141]. Biologicky efekt fenantriplatiny zahfia kombinaciu r6znych
mechanizmov ucinku. Blokuje nielen RNA polymerazy, ale aj DNA polymerdzy a inhibuje
tak transkripciu a replikaciu DNA. Taktiez vyrazne blokuje aktivitu topoizomerazy II [3].

Obr. &. 16: Struktira komplexov cis-[Pt(NH3)AmCI]+: a) dienplatina, b) pyriplatina a c) fenantriplatina
(Prevzaté z [3])

1.3.3 Polynuklearne komplexy platiny

Polynuklearne komplexy platiny st dalSou velmi vyznamnou skupinou
protinadorovych zlicenin. V tychto zluceninach st dve alebo viacero platinovych reakénych

centier spojenych linkrom roznej dizky a typu. Ich vyvoj bol zalozeny na predpoklade, e
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vidzbou a poskodenim DNA atym padom aj samotnou bune¢nou odpovedou sa budu
odliSovat’ od ucinku cisplatiny. Vac¢sina polynuklearnych komplexov sa viaze na DNA
rychlejSie nez cisplatina. Preferencne sa takisto viazu na N7 guaninu, ale vytvaraju odlisné
spektrum aduktov [131].

Jednou z vyznamnych skupin su dinuklearne komplexy s azolatovym spojovacim
mostikom (Obr. ¢. 17a). Tieto dinuklearne komplexy maji ovela vyssiu cytotoxicitu nez
cisplatina. Vytvaraju, podobne ako cisplatina, hlavne vntitroretazcové adukty, avsak navyse
bola pozorovana aj elektrostatickda interakcia s DNA [142]. Adukty tychto komplexov
CiastoCne rozvijaju dvojzavitnicu, ale v porovnani s cisplatinou je pozorovany len maly
rozsah ohybu DNA. Vdaka relativne malym konformaénym zmenam vyvolanym na DNA
nie st rozpoznavané HMG proteinmi a proteinmi NER [142,143]. Maju odlisné spektrum
protinadorovej aktivity ako klinicky schvalené platinové zluceniny a taktiez s schopné
prekonat’ rezistenciu k cisplatine na viacerych bunkovych liniach [144,145].

Dalsou skupinou polynuklearnych platinovych komplexov st trans-platinové
jednotky spojené alifatickymi aminmi. Najvyznamnej$im z tejto skupiny je trinuklearny
komplex [{trans-PtCI(NHs)2}2(p-trans-Pt(NHs){NH2(CH2)sNH2}2)]* (BBR3464) (Obr. ¢.
17b), ktory v porovnani s cisplatinou vykazuje vyssiu akumulaciu v nadorovych bunkach
a taktiez vys8§iu mieru platinacie DNA aj u buniek rezistentnych k cisplatine [146]. Do bunky
sa dostava aktivnym transportom a ul'ah¢enou difuziou [147]. ViaZe sa na guaniny a vytvara
delokalizované vnutro- a medziretazcové adukty dlhého dosahu, ktoré nie si rozoznavané
HMG proteinmi. Medziretazcové mostiky st vel'mi tazko opravitelné a pokladaju sa za
hlavnt pri¢inu protinddorového ucinku komplexu BBR3464 [148-150]. K vyssej miere
platinacie DNA prispieva aj elektrostatickd vidzba centralnej platinovej jednotky, ktora je
sposobena vysokym nabojom (4+) tohto komplexu [151]. VSetky tieto vlastnosti sa odrazaju
V cytotoxicite tohto komplexu, ktora je u viacerych bunkovych nadorovych linii az 100-krat
vyssia nez u cisplatiny, dokonca aj u niektorych bunkovych linii rezistentnych k cisplatine
[152]. BBR3464 sa dostal do druhej faze klinickych testov. Avsak u pacientov sa prejavili
viaceré gastrointestindlne a hematologické Skodlivé vedl'ajSie ucinky, ktoré su nasledkom
silného vychytdvania platinového komplexu proteinmi obsahujiicimi siru. Dochadzalo
k rozpadu komplexu na tri platinové jednotky s vysokou celkovou toxicitou. Z tohto dovodu
bolo d’al$ie klinické testovanie tohto komplexu zastavené [131,153].

Okrem tychto latok bolo vyvinuté mnozstvo d’alSich potencidlnych protinadorovych
polynuklearnych zluc¢enin. Niektoré z nich st v spojitosti s fotoaktivaciou analyzované aj

V tejto dizertaCnej praci.
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Obr. &. 17: Priklad $truktary dinuklearneho platinového komplexu s azolatovym spojovacim linkrom (a)
a $truktira trinuklearneho komplexu BBR3464 (b) (Prevzaté z [131])

1.3.4 Komplexy platiny ako prolie€iva

Pri hladani novych potencidlnych lieCiv je dolezitym faktorom ich selektivna
cytotoxicita k nadorovym bunkam. Vyznamnou skupinou tychto latok st prolie¢iva, ktoré su
netoxické a neaktivne a ich cytostaticky u¢inok vznika po ich konverzii az v tele pacienta. Zo
zlt&enin platiny pdsobia ako prolie¢iva Pt'"V komplexy. Na rozdiel od planarnych Pt'' maju
oktaedralnu Struktiru, ktorda je viac kineticky inertnd a preto podliehaji substitu¢nym
reakciam pomalSie. Dochadza k znizenej interakcii komplexu s proteinmi krvnej plazmy
atym padom su stabilnejSie v krvi pacienta [154,155]. Zastupcom tejto skupiny latok je
satraplatina (Obr. ¢. 18), ktora bola ako prva vyvinuta pre oralne podanie a momentalne je vo
fize 1l klinickych testov v kombindcii s inymi lie¢ivami [110]. Redukciou Pt" na Pt"
Vv redukénom prostredi nadorovych buniek dochadza k strate dvoch odstupujucich ligandov
a aktivacii inertného komplexu na toxicky. Po konverzii reaguje aktivovany Pt" podobnym
mechanizmom ako klasické derivaty cisplatiny. Vzhl'adom k tomu, Ze pri aktivaénom kroku
st odstranené axialne ligandy, je mozné ich farmakologicky vyuzit napriklad na zvySenie
selektivnej bunecnej akumulacie ¢i aktivity [131,154,156]. Existuje niekol'ko spdsobov
redukcie plati¢itych komplexov — reakcia s GSH, kyselinou askorbovou alebo fotochemicka
aktivacia a podobne [156,157].

0
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Obr. &. 18: Struktira satraplatiny (Prevzaté z [3])
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Fotoaktivovatelna chemoterapia

Objav fotodynamickej reakcie bol klucovym pre vyvoj modernej terapeutickej
metody — fotodynamickej terapie [158]. Fotodynamicka terapia je zaloZena na aplikacii
svetlocitlivej latky — fotosenzitizéru (injekéne, v podobe masti alebo intravenozne), jej
selektivnom hromadeni v nadorovych bunkach a naslednej expozicii cielového miesta svetlu
uritej vlnovej dizky, ¢im dochadza k aktivacii fotosenzitizéru [115]. Fotosenzitizéry po
oziareni absorbuju svetelnt energiu a v organizme funguju ako katalyzatory. Energia svetlom
excitovan¢ho fotosenzitizéru je transferovana na molekuly kyslika, pricom vznikaja ROS,
ktoré rychlou interakciou s bune¢nymi komponentami odstartuji kaskaddu biochemickych
procesov veducich az k bunkovej smrti [159].

Velkou nevyhodou fotodynamickej terapie je potreba pritomnosti kyslika, ktory je
v nadorovych bunkach len v obmedzenom mnozstve. Preto je nevyhnutny vyvoj novych
fotosenzitizérov ~ fungujacich aj v hypoxickom prostredi nadorovych  buniek.
Fotochemoterapia s pouzitim vhodnych komplexov platiny ma potencial prekonat’ niektoré
limity fotodynamickej terapie a tiez konvenc¢nej chemoterapie cisplatinou, ako st napriklad
farmakokinetika, vedl'ajSie ucinky, obmedzené spektrum protinadorovej aktivity ¢i
rezistencia [157]. Fotoaktivacia sa da pouzit’ aj k zvySeniu cytotoxicity znamych lie¢iv ako
je karboplatina ¢i neaktivna transplatina [160]. Dolezité vlastnosti idealneho
fotoaktivovateI'ného komplexu st — stabilita za fyziologickych podmienok, nulova toxicita
a reaktivita v tme, preferenéna akumulacia v nadorovych bunkéach a vysoka vlnova dizka
aktivaéného svetla (600 — 1000 nm), od ktorej zavisi hibka jeho prieniku do nadorového
tkaniva [155,159].

Vyznamnou skupinou potencidlnych fotoaktivovate'nych komplexov platiny su
diazidoplati¢ité komplexy. Po oZiareni svetlom vhodnej vinovej dizky su redukované na
aktivne platnaté formy a cytotoxicky posobia na rakovinové bunky [161]. Pri ich konverzii
do aktivneho stavu nie je potrebny kyslik, ¢o je vyhodou oproti bezne pouzivanym
fotosenzitizérom vo fotodynamicke;j terapii [157]. Fotodekompozicia (Obr. ¢. 19) pozostava
zdvoch nevratnych jednoelektronovych prenosov zazidovych ligandov za vzniku

molekularneho dusiku N, a Pt" jednotiek, ktoré nasledne poskodzuju DNA [162].

hv
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Obr. ¢. 19: Pravdepodobny mechanizmus fotoredukcie diazidoplati¢itych komplexov (Prevzaté z [162])
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Nevyhodou prvych diazidoplatic¢itych komplexov cytotoxickych v nadorovych
liniach bola ich fotoaktivacia po oziareni UVA svetlom, o nie je optimalne pri klinickych
aplikaciach [157]. Preto je dolezity vyvoj komplexov s podobnym mechanizmom
aktivovatelnych svetlom s vys$ou vlnovou dizkou.

Medzi nich patri aj trans, trans, trans- [Pt(Ns)2(OH)2(pyridin)2] (FM-190) (Obr. ¢.
20), ktory je vysoko ucinny dokonca aj v bunkovych liniach rezistentnych na cisplatinu,
dobre rozpustny vo vode aza fyziologickych podmienok stabilny. Je aktivovany UVA
a viditelnym svetlom [163,164]. Po fotoaktivacii sa komplex akumuluje v bukach, penetruje
do jadra a viaze sa na DNA vo vaésej miere nez cisplatina (Obr. ¢. 20). Povaha DNA aduktov,
vratane konformacnych zmien indukovanych fotoaktivaciou FM-190, sa vyrazne 1iSi od
aduktov na DNA produkovanych konvenénou cisplatinou alebo transplatinou. Adukty FM-
190 na DNA vyvolédvaja odlisnu bune¢nti odpoved’ nez cisplatina. Fotoaktivovany FM-190
vyrazne ucinnejSie inhibuje RNA syntézu v porovnani s cisplatinou, pricom inhibicia
transkripcie DNA sa povazuje za jeden z hlavnych dévodov smrti buniek [16,164]. K
cytotoxicite tohto komplexu prispievaji aj d’alSie produkty fotodekompozicie. Moze ist’
napriklad o uvoltiovanie azidu a reakcie azidovych radikalov alebo nitrénov s biomolekulami

[164].

&5

Obr. ¢. 20: Struktura fotoaktivovatelného komplexu trans, trans, trans- [t(Ng)z(OH)z(pyridin)z] (FM-
190) a nazorna ukazka jeho vdzby na DNA po aktivacii modrym svetlom. (Prevzaté z [164])

1.3.5 Komplexy galia

Od klinického schvélenia pouzivania cisplatiny su cytostatika na baze koordina¢nych
zlicenin s centralnym atdémom kovu vyznamnou stucastou protinadorového vyskumu. Okrem
platinovych zlic¢enin bola skimana aj antiproliferativna a protinadorova aktivita inych
kovovych komplexov. Zluceniny trojmocného gélia sa v protinddorovej terapii javia ako
vysoko perspektivne so Sirokou $kalou aktivit. Chemické vlastnosti Ga®* st vel'mi podobné
Fe¥, ¢o sa tyka elektrického naboja, ionového polomeru, koordinaéného &isla a elektrénove;
konfiguracie [165]. Znamena to, ze galium mdze v niektorych bune¢nych procesoch zasthpit’
zelezo. Galium zastupuje zelezo pri vizbe na transferin, o je protein prendsajuci zelezo do

buniek. Transferin s Ga®" sa viaze na $pecifické transferinové receptory v plazmatickej
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membrane buniek a prenasa tak Ga®* dovniitra buniek. Zaujimavé je, Ze nadorové bunky
obsahuju na svojom povrchu viac transferinovych receptorov ako normalne bunky a tymto
sposobom dochadza k selektivnej akumulacii Ga®" v nadorovych bunkach [166-168].

V bunkach sa Ga®" viaze na DNA elektrostaticky, modifikuje trojrozmernu $truktiru
DNA aindukuje kondenzaciu chromatinu. Jeho hlavnym Specifickym cielom je
ribonukleotid reduktaza, ktord vyuziva Fe®* ako kofaktor. Nahradenim Zeleza galiom
dochadza k inhibicii tohto enzymu atak K celkovej inhibicii replikacnej syntézy DNA
[165,169]. Galium taktiez moduluje syntézu proteinov, destabilizuje mikrotubuly a inhibuje
aktivitu mnozstva enzymov, ako st ATPazy, DNA polymerdzy, spominana ribonukleotid
reduktaza a tyrozin-Specifickd proteinova fosfatiza [165,170,171]. Ga*" tiez meni
permeabilitu plazmatickej membrany a mitochondridlne funkcie, ¢o je prvym krokom
k apoptoze [165].

Niektoré zo zluc¢enin galia — Ga(NOs)z (G¢inny v kombinacii s inymi zlu¢eninami pri
liecbe urotelialneho karcindmu), maltolat gality (G¢inny v lieCbe hepatocelularnych nadorov)
a KP46 sa dostali aj do fazy klinického testovania (Obr. ¢. 21) [172]. Najvyznamnej$im z nich
je prave komplex KP46 (tris-(8-chinolinolato) galium (III)), ktory je momentalne v druhej
faze klinickych testov. Tento komplex vykazuje silnu antiproliferativnu aktivitu na réznych
bunkovych nadorovych liniach, ako st napriklad plticne, ovarialne, prsné, kolorektalne
karcindémy a melanomy s ICsp <5 uM [172]. Taktiez vel'mi Gi¢inne posobi na kostné primarne
aj metastatické nadory [173]. Hlavnym ciel'om pri syntéze tohto komplexu bola nova lieCebna
stratégia zalozend na kombinacii s cisplatinou. Bol preukazany synergicky efekt KP46
s cisplatinou, karboplatinou a oxaliplatinou na nadorovych bunkach hrubého c¢reva
a ovarialnych nadorovych bunkach, ktoré st menej citlivé k samotnej cisplatine
[165,174,175].

Obr. &. 21: Struktura klinicky testovanych komplexov galia: a) maltolat gality, b) KP46 (Prevzaté z [176])
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2 Ciele prace

Cielom teoretického ivodu bolo zhrnut' poznatky a vyvoj dosiahnuty v oblasti
protinadorovych zlucenin s centrdlnym atomom kovu. VzhI'adom k tomu, Ze podstatnd Cast’
experimentalnej prace sa venuje popisu interakcii platinovych zlucenin s DNA, bolo jednym
z cielov teoretickej Casti popisat’ zmeny na DNA aich nasledné buneéné spracovanie
vyvolané vézbou cisplatiny ako prvého a najpouzivanejSicho cytostatika na baze kovov.
Dal$im cielom bolo popisat’ vyvoj a pdsobenie novych protinadorovych zlidenin na baze
kovu, ktoré maju odlisné Strukturne vlastnosti ako materska cisplatina.

Experimentalna Cast’ prace sa skladd zo Styroch ¢iastkovych ciel'ov, ktoré sa tykaju
popisu vlastnosti novych potencidlnych protinadorovych zluc¢enin pomocou dostupnych
molekularne-biologickych, biofyzikalnych, biochemickych a fyzikalne-chemickych metod.

Prvym bolo studium interakcii novych fotoaktivovatelnych dinuklearnych platicitych
komplexov s DNA aporovnanim ich u¢inku s pribuznym mononuklearnym FM190
(poskytnuté skupinou prof. Sadlera). Druhym cielom bolo popisat’ rozdiely v mechanizme
ucinku dvoch enanciomérnych komplexov R-[Pt(DABN)CIl2] a S-[Pt(DABN)CI;]
(poskytnuté skupinou prof. Bednarskiho), ktory je zjavne odlisSny od cisplatiny. Tretim
cielom tejto prace bolo Studovat’ translézova syntézu DNA cez Specificky monofunkény
adukt platinového komplexu AMD (poskytnuty skupinou prof. Bierbacha).

Okrem popisu platinovych derivatov a ich posobenia na molekularnej Grovni bolo
dalsim z cielov dizerta¢nej prace $tadium komplexu galia (poskytnuty skupinou prof.
Poto¢naka) na bunecnej Grovni stanovenim jeho antiproliferativnej aktivity a selektivity na

viacerych bunkovych nadorovych liniach.
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3 Material a metédy

3.1 Komplexy platiny

Zasobné roztoky komplexov boli pripravované v deionizovanej vode a koncentracia platiny

Vv roztoku bola overena atdmovou absorpcnou spektrometriou.

Cisplatina [cis-Pt(NH3).Cl2] a transplatina [trans-Pt(NHs).Clz2] boli zakupené od firmy
Sigma-Aldrich, Ceska Republika.

Fotoaktivovatelné komplexy platiny trans,trans,trans-[Pt(Ns).(OH)2(py).] (FM-190),
trans,trans-[{Pt(Ns)2(pyridin)2(OH)(OC(O)CH2CH,C(O)NH)}:R], kde [R= —CH2CH>—(1),
alebo —CH2CH>CH.CH»>— (4)] (Obr. ¢. 22) boli syntetizované, charakterizované a poskytnuté
prof. P. J. Sadlerom z University of Warwick, Velka Britania (publikacia ¢. 1).
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Obr. ¢. 22: Struktura testovanych komplexov trans,trans,trans-[Pt(Nz)2(OH)2(pyridin)] (FM-190),
trans,trans-[{Pt(Ns)z(pyridin)2(OH)(OC(0)CH.CH2C(O)NH)}.R] [R= —~CH,CH2>—(1); R=
—CH2CH2CH,CH2— (4)] (Prevzaté z [164,177]

Platinové komplexy R-[Pt(DABN)CI;] a S-[Pt(DABN)CI;], kde DABN = 1,1'-binaftyl-2,2-
diamin (Obr. ¢. 23) poskytol prof. P. Bednarski z University of Greifswald, Nemecko,

(publikacia €. 2).
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Obr. &. 23: Struktira testovanych komplexov R-[Pt(DABN)CI:] a S-[Pt(DABN)CI2] (Prevzaté z [178])
Komplexy platiny [PtCl(en)(L)]J(NOs). (en = ethylén-1,2-diamin, L = 1-[2-(akridin-9-
ylamino)ethyl]-1,3-dimethylthiourea) ACR a en = ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-9-
ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin AMD) (Obr. ¢. 24) boli poskytnuté prof. U.
Bierbachom, Wake Forest University, USA (publikacia €. 4).
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Obr. &. 24: Struktira testovaného komplexu AMD [PtCl(en)(L)](NOs). en = ethylén-1,2-diamin, L = N-
[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin) (Prevzaté z [179])

3.2 Komplex galia

Zasobné roztoky komplexu galia a ligandu (5-chloro-8-chinolinol) boli ¢erstvo pripravované
v DMSO a nasledne riedené v buneCnom médiu, takze finalna koncentracia DMSO

v bunkach neprekrocila 1 %. Koncentracia komplexu galia bola overena pomocou ICP-MS.

Komplex galia Ga(ClQ)z (CIQ = 5-chloro-8-chinolinol) a ligand H-CIQ (Obr. ¢. 25) boli
syntetizované a poskytnuté prof. I. Potohakom z Univerzity P.J. Safarika, Kosice.

(publikacia ¢. 3)
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Obr. ¢&. 25: Struktura testovaného komplexu Ga(CIQ)s (CIQ = 5-chloro-8-chinolinol) a ligandu H-CIQ
(Prevzaté z [180])
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3.3 Chemikalie a biologicky material

o CT-DNA, Sephadex G-50 coarse, DMSO, glutation (GHS), neesencialne
aminokyseliny — Sigma-Aldrich, Ceska Republika

o pSP73 (2464 pb), pSP73KB (2455 pb), pUC19 (2686 pb) boli izolované podla
Standardnych procedur.

o pBR322 (4361 pb), HindllI, Ndel, Hpal, Klenow fragment (KF***"), DN4zal,
T4polynukleotid kinaza, ECORI a prislusné pufre, deoxyribonukleotid trifosfaty
(dNTPs), proteinaza K — New England Biolabs, Beverly, MA, USA

o Réadioaktivny material — M.G.P. Zlin, Ceska Republika

o Riboprobe® System — SP6/T7 na transkripéné mapovanie obsahujici T7 and SP6
RNA polymerazy, Wizard SV Gel and PCR Clean-Up systém — Promega, Mannheim,
Nemecko

o Ethidium bromid (EtBr), akrylamid, bisakrylamid, moc¢ovina a agar6za — Merck,
Darmstadt, Nemecko

o Syntetické oligodeoxyribonukleotidy a Cy5-znacené DNA primery — Eurofins
Genomics, Ebersberg, Nemecko

o LCudské DNA polymerazy eta (XPV protein), DNA polymeraza kappa (DINB 1) a
DNA polymeraza iota (RAD30B Protein) — EnzyMax, LLC Lexington, KY

o CFE — ,,cell-free* extrakt pripraveny z ,,repair-proficient HeLa buniek postupom
popisanym v publikacii [122]

o Expresia a purifikacia proteinu HMGBI prevedena postupom popisanym v publikacii
[181]

o Bunkové linie A2780 (Tudsky ovarialny karcinom) a HTC-116 (I'udsky kolorektalny
karcinom) poskytnuté prof. B. Kepplerom (University of Vienna, Rakusko). Linie
MDA-MB-231 (trojito-negativny l'udsky karcinom prsniku) a MRC5pd30 (bunky
z normalneho plucneho tkaniva) boli zakipené z Eurdpskej zbierky autentizovanych
bunkovych kultar ECACC; Salisbury, UK

° RPMI 1640 médium — Biosera, Boussens, Franctizsko

o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), FBS (% teplom inaktivované fetalne
bovinné sérum) — PAA, Pasching, Rakusko

o Gentamycin — Serva, Heidelberg, Nemecko
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3.4 Pristrojové vybavenie

Meranie atdbmovej absorpcnej spektrometrie (AAS) prebiehalo na pristroji Varian
AA240Z vybavenom grafitovym trubicovym atomizérom GTA 120. Vsetky
spektrofotometrické stanovenia boli prevedené na spektrometri Beckman 7400 DU a
fluorimetrické na pristroji Varian Cary Eclipse. Detekcia DNA v géle farbenom EtBr
prebiehala fluorescenéne UV svetlom na Transiluminatore Gel Logic 112 a gél bol odfoteny
na denzitometrické vyhodnotenie programom AIDA image analyzer. HPLC purifikacia
oligonukleotidov bola prevedena na Waters 600S Controller HPLC System s MonoQ HR 5/5
kolonou. V pripade radioaktivne znacenych vzoriek bol gél vysuSeny, exponovany na
zobrazovacej folii BAS-MS 2040 v zavislosti na aktivite vzoriek po dobu 4 — 24 hodin a po
zobrazeni pristrojom Typhoon FLA 7000 denzitometricky vyhodnoteny v programe AIDA
image analyzer. MST merania boli prevedené na pristroji Monolith NT115 Pico instrument
za pouzitia Standardnych sklenenych kapilar. Bunky boli pocitané pristrojom TC10
Automatic Cell Counter a ich Zivotaschopnost’ bola vyhodnocovana meranim absorbancie na

pristroji Synergy MX.

3.5 Metédy

3.5.1 Kinetika vazby studovanych komplexov platiny na DNA in vitro

CT-DNA bola inkubovana so $tudovanymi komplexami platiny v 10 mM NaClOs,
pri 37 °C v tme po dobu 24 h. Hodnota r; (definovana ako pocet molekul komplexu
pripadajicich na jeden nukleotid) bola zvolend v rozmedzi 0,05 — 0,08. V pripade
svetlocitlivych komplexov bola DNA hned’ po pridani komplexu ozarovand viditeInym
svetlom (Amax = 455 nm) po dobu 60 — 120 min a potom inkubovana pri 37 °C v tme do
dosiahnutia celkového ¢asu 24 h. V réznych ¢asovych intervaloch boli zo vzoriek odoberané
alikvoty a filtrované cez kolonky obsahujiice Sephadex G-50 coarse, alebo dialyzované oproti
vhodnému médiu kvoli odstraneniu nenaviazaného platinového komplexu. Obsah platiny vo
vzorkach — rp (definované ako pocet molekul platinového komplexu naviazanych na jeden
nukleotid) bol uréeny pomocou AAS a koncentracia DNA pomocou UV-VIS

spektrofotometrie.

3.5.2 Charakterizacia DNA aduktov pomocou EtBr fluorescencie
Ethidium bromid (EtBr) je fluorescen¢né farbivo, ktoré sa interkaluje medzi pary bazi
DNA a nasledne dochidza k mnohonasobnému zvyseniu jeho fluorescencie. Casto sa

pouziva na charakterizaciu vézby platinovych molekil na DNA. Bifunkéné adukty
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platinovych komplexov blokuju vdzbu EtBr na DNA, tym padom sa znizuje jeho
fluorescencia. Pokles intenzity fluorescencie EtBr zavisi na stupni modifikacie DNA [182].
CT-DNA bola inkubovana s platinovymi komplexami pri r6znych hodnotach rp v 10
mM NaClO4 pri 37 °C v tme po dobu 24 h. V pripade pouzitia svetlocitlivych komplexov
bola DNA po pridani komplexu ozarovana viditeI'nym svetlom (Amax =455 nm) 2 h a nasledne
inkubovana v tme pri 37 °C d’alsich 22 h. Po inkubAcii bol ku vzorkam pridany roztok EtBr.
Meranie intenzity fluorescencie EtBr prebiehalo v 0,4 M NaCl pri 25 °C, aby sa predislo
nespecifickej vdzbe EtBr na DNA, pricom vysledna koncentracia DNA bola 0,01 mg/ml
aEtBr 0,04 mg/ml, ¢o odpovedd plnej saturdcii interkalatnych miest EtBr v DNA.
Fluorescencia bola merana v 0,5 cm kyvete pri vinovej dizke excitdcie 546 nm a emitovana

fluorescencia bola analyzovana pri 590 nm.

3.5.3 Rozvijanie negativne vinutej plazmidovej DNA

Plazmidova DNA sa moze vyskytovat' v troch strukturnych formach — superhelikalna
(sc), relaxovana (oc) a linearna, ktoré maju rozny tvar a lisia sa rychlostou migracie v géle.
Najrychlejsie migruje sc forma, ktord je kompaktna a najpomalSie oc forma s kruhovym
tvarom molekuly. Plazmidova DNA v linearnej forme migruje medzi sc a oc formou v
zavislosti na podmienkach analyzy. Vizba r6znych protinadorovych komplexov na uzavreti
kruhova DNA moéze spdsobit’ lokdlne zmeny a Ciastocné rozvinutie DNA. Tento proces
znizuje superhelikalnu hustotu plazmidovej DNA, o spoOsobuje znizenie rychlosti jej
migracie v agaré6zovom géle a umoziuje pozorovat’ a kvantifikovat’ priemernii hodnotu
rozvijania DNA na adukt [183].

Sledovanim zmien mobility DNA v agar6zovom géle pri rdoznych stupnoch
modifikdcie DNA Studovanym komplexom bol ureny uhol rozvijania negativne vinutej
plazmidovej DNA [183]. Superhelikalna plazmidova DNA pSP73KB bola inkubovana s
platinovymi komplexami pri r6znych hodnotach ri v 10 mM NaClO4 pri 37 °C v tme po dobu
24 h. V pripade pouzitia svetlocitlivych komplexov bola DNA po pridani komplexu
ozarovana viditelnym svetlom (Amax = 455 nm) 1 h a nasledne inkubovana v tme pri 37 °C.
Vzorky boli podrobené nativnej elektroforéze (25 °C, 18 V) na 1 % agar6zovom géle v TAE
pufri (40 mM Tris-acetat, pH 8,0, ImM EDTA). Gél bol farbeny EtBr. Uhol rozvinutia @,
ktory pripada na jeden adukt, bol vypocitany pomocou vztahu 3:

® = 18a/rv(c) (3)
kde o je superhelikalna hustota pouzitej plazmidovej DNA a ry(c) je hodnota ry, pri ktorej

bolo dosiahnuté tplné rozvinutie superhelikalnej DNA [183].
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3.5.4 Formacia medziretazcovych mostikov

Niektoré platinové komplexy vytvaraji pevné koordinacne-kovalentné spojenie
medzi dvoma retazcami DNA, ktoré st vel'mi toxické, lebo pri replikacii a transkripcii
nemoze dojst k separacii retazcov. Tato metdoda je zaloZzend na rozdielnej migracii
jednoretazcovej a dvojretazcovej DNA v denaturacnej alkalickej gélovej elektroforéze, kde
frakcia s medziretazcovymi mostikmi kvoli vy$Sej molekulovej hmotnosti spojenych
retazcov migruje v géle pomalSie neZ nemodifikovana jednoretazcova DNA.

Plazmid pUC19 bol linearizovany restrikénym enzymom ECORI a radioaktivne
znadeny na 3' konci pouzitim [0—?P]dATP a Klenowho fragmentu DNA polymerazy I
(KF®). Po deproteinacii boli vzorky linearizovanej DNA modifikované platinovymi
komplexami (rovnako ako v pripade rozvijania DNA) na hodnoty r, 0,0003 a 0,0006 (v
pripade FM-190) alebo 0,00015 a 0,0003 (v pripade 1 a 4). Nasledovala aktivacia komplexov
ozarovanim viditelnym svetlom (Amax = 455 nm) po dobu 1 h a inkubaciou v tme pri 37 °C
23 h. Modifikované aj nemodifikované vzorky linearizovanej DNA (50 pg/ml) boli
podrobené denaturacnej alkalickej elektroforéze v 1 % agarézovom géle (0,03 M NaOH
a2 0,001 M EDTA). Percentualne zastipenie medziretazcovych mostikov na jeden adukt bolo
vypocitané podla vztahu 4:

%ICL/Pt = (XL/2*pb*ry) 4)
Kde XL je pocet medziretazcovych mostikov na molekulu linearizovanej DNA vypocitany
podla Poissonovho rozdelenia ako XL= —In A, pricom A je denzitometricky vyhodnotena
frakcia molekul jednoretazcovej DNA, ,,pb* je pocet parov baz plazmidu (pUC 19 ma 2686

pb) a ry je pocet molekul platinového komplexu naviazanych na jeden nukleotid.

3.5.5 Reakcia platinovych komplexov s glutationom

Vzhladom ktomu, ze platinové zluCeniny maju silnu preferenciu k vdzbe na
molekuly obsahujtice siru, su ¢asto tymito molekulami ,,vychytavané*. Tieto interakcie vedu
Kk inaktivacii arozpadu platinového lieCiva, ¢o moze byt pri¢inou rezistencie a
nepriaznivych vedlajSich ucinkov platinovych cytostatik. Na in vitro stadium kinetiky
interakcii platinovych zlu€enin s thiolmi sa pouziva GSH. Vézba komplexov platiny s GSH
bola skimana monitorovanim UV absorbancie roztoku pri 260 nm, ked’ze absorbcia pri tejto
vinovej dizke odraza pritomnost’ vizby platina-sira, v pravidelnych ¢asovych intervaloch
[184].

Platinové komplexy boli inkubované s GSH v pomere 1:500, Co reprezentuje
fyziologicky relevantné hodnoty [184] pri 37 °C v prostredi 4,6 mM NaCl, 100mM NaClO4

a0,1 M Tris-HCI v dusikovej atmosfére. Na stanovenie rychlosti reakcie bola krivka
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zavislosti absorbancie na ¢ase preloZena nelinearnou regresiou na rovnicu Ig=C + Azexp(-
bit) + Acexp(-bat); (A1, A2, b1,bz, a C s konStanty a t je Cas reakcie) pouzitim softvéru
GraphPad Prism.

3.5.6 Transkripéné mapovanie platinovych aduktov na DNA

Fakt, ze syntéza RNA pomocou DNA-dependentnych RNA polymeraz je predasne
ukonéena bifunkénymi aduktmi zlG¢enin platiny [16], umoziuje identifikaciu ich
preferovanych vazbovych miest. RNA polymeraza pri syntéze RNA na templatovom retazci
modifikovanej DNA produkuje fragmenty definovanej dizky, ktoré indikuju miesta, kde bola
pred¢asne ukoncena [185].

Stiepenim plazmidu pSP73KB restrikénymi endonukleazami Ndel a Hpal bol
pripraveny 212- pb dlhy fragment DNA. Podstatna Cast’ jeho sekvencie je znazornena na Obr.
¢. 26. Tento fragment obsahuje vyznacené promotory RNA polymerdz T7 a SP6.

5' ATTTAGGTGA CACTATAGAA CCAGATCTGA TATCATCGAT
3' TAAATCCACT GTGATATCTT GGTCTAGACT ATAGTAGCTA

24 SP¢

GAATTCGAGC TCGGATCCTC TAGAGTCGAC CTGCAGGCAT
CTTAAGCTCG AGCCTAGGAG ATCTCAGCTG GACGTCCGTA

64
171
GCAAGCTTCA GCTGCTCGAG GCCGGTCTCC CTATA 3'
CGTTCGAAGT CGACGAGCTC CGGCCAGAGG GATAT 5'
Obr. ¢. 26: Cast sekvencie 212-pb fragmentu DNA, ktory bol pouzity na transkripéné mapovanie
vyznacenymi promotorovymi sekvenciami polymeraz T7 a SP6.
Transkripcia fragmentu DNA  modifikovaného cisplatinou, transplatinou
a vybranymi platinovymi komplexami (24 h, 37 °C v tme alebo podmienkach oZziarenia
popisanych vyssie) pomocou DNA dependentnych RNA polymerdz T7 a SP6 a nésledna
elektroforetickd analyza (8% PAGE/8M mocovina sekvencny gél) transkriptu bola prevedena
podla protokolu odporac¢aného vyrobcom (Promega Protocols and Applications, 43-46,
1989/90) a detailne popisana v inych pracach [31,185]. Koncentracia DNA bola 1.54x10™* M.
Hodnoty r, sa pohybovali od 0,001 do 0,01. Nenaviazané komplexy boli odstranené

ethanolovou precipitaciou.

3.5.7 Ethanolova precipitacia DNA
Precipitiacia DNA sa vyuziva v pripade potreby precistenia DNA. V prvom kroku st
k roztoku DNA dodané kationy, ktoré stabilizuji DNA. V druhom kroku je pridany alkohol,
ktory DNA vyzraza a v poslednom kroku ziskame centrifugaciou sediment DNA. Po premyti

sedimentu sa DNA rozpusti v poZadovanom pufti.
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K vzorkam bol pridany octan sodny (vysledna koncentracia 0,3 M) a dvojnasobny
objem 100 % EtOH. Po 20 min inkubdcii v -70°C boli vzorky centrifugované (15000 g, 15
min, 4°C) a supernatant bol odstraneny. Nasledne bola zrazenina premyta vychladenym 80%
EtOH a opitovne zcentrifugovana. Po odobrani supernatantu bol zvySok EtOH odstraneny

Vv exsikatore a DNA bola rozpustena v pozadovanom puffi.

3.5.8 DNazovy footprinting

DNazovy footprinting je metoda, ktora skiima interakcie proteinov a inych molekul
s DNA na zaklade faktu, ze vézba objemného ligandu na DNA ju chrani pred enzymatickym
Stiepenim deoxyribonukledzou — DNazou I. Tato metdda moze byt vyuZzitd na blizsiu
Specifikaciu sekvenénych preferencii platinovych zlicenin. V dizertacnej praci bola
pomocou tejto metédy analyzovana sekvencna preferencia  polynuklearnych
fotoaktivovatelnych platinovych zliéenin. Cielom bolo zistit, ¢i dizka spojovacieho ligandu
tychto komplexov ovplyviiuje mapu ich vazbovych miest a ¢i dochadza k rozdielom vo ich
véazbe so zvysujucou sa modifikaciou DNA.

Plazmid pSP73 bol stiepeny restrikénou endonukleazou HindIIl a radioaktivne
zna¢eny pomocou KF™°~ a [a-32P]dATP. Nasledne bol stiepeny pouzitim Ndel za vzniku 2
fragmentov o vel'kosti 158 a 2306 pb. Mensi fragment bol purifikovany a izolovany z 1 %
agarozového gélu systémom Promega Wizard SV Gel cleanup. Réadioaktivne znatena DNA
(5.4 x 10°° M) a platinové komplexy (ri = 0.1, 0.2 a 0.4) v 10 mM NaClOx boli ozarované 1
h (A =420 nm) a nasledne inkubované 23 h v tme pri 37 °C. Reak¢na zmes bola lyofilizovana
a rozpustend v 9 pl roztoku obsahujucom TKCM pufor (10 mM Tris, pH 7,9, 10 mM KCl,
10 mM MgCl; a 5 mM CaCly) a 3 pg CT-DNA. Enzymova reakcia bola iniciovana pridanim
0,25 U DNazy I (1IU RQ1 RNase-free DNazy I je definovand ako mnoZzstvo enzymu
vyzadované na kompletni degradaciu 1 pg lambda DNA za 10 min pri 37 °C v pufri
obsahujucom 40 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM NaCl, 6 mM MgCl, a 10 mM CacCl,).
Reakcia bola zastavena po 30 s roztokom 3 M NaOAc a 0,25 M EDTA. Vzorky boli nasledne
precipitované ethanolom, lyofilizované, rozpustené v nanasacom pufri a analyzované

elektroforeticky na denaturatnom géle (8% polyAA gél/8M mocovina).

3.5.9 Reparacéna syntéza DNA
Celkovy efekt poskodeni v gendme nie je primarne riadeny samotnou tvorbou
poskodenia, ale efektivitou jeho opravy. Prave schopnost’ opravy DNA urcuje prezitie alebo
smrt’ nadorovych buniek [122]. Vizba HMG proteinov chrani DNA adukty pred rozpoznanim
systétmom NER a opravou poskodenia. Tymto spé6sobom mo6zu pretrvavat’ dlhsiu dobu, co sa

prejavi na protinadorovom ucinku daného lieCiva [149]. V ramci dizerta¢nej prace bola
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s cielom zistenia mechanizmu opravy a rozpoznavania platinovych aduktov prevedena
reparacna syntéza DNA v pritomnosti aj nepritomnosti HMG proteinov. Plazmid pSP73KB
modifikovany Studovanymi komplexami a cisplatinou bol inkubovany s extraktom z HelLa
buniek. Reparacna syntéza DNA bola monitorovana meranim aktivity inkorporovaného [a-
$2P1dATP.

Plazmid pSP73 bol ndhodne modifikovany komplexami platiny pri 1r,=0,03
a inkubovany v pritomnosti aj absencii HMGB proteinov. V pripade reakcie s HMG
proteinom boli vzorky preinkubované 30 min na l'ade so 180 ng HMGB1la v 10 pL pufru
(10 mM Hepes, pH 7.5, 10 mM MgClz, 50 mM LiCl, 100 mM NaCl, 1 mM spermidin,
0.2 mgmL™' BSA a 0.05% Nonidet P40). Po preinkubécii bolo ku v§etkym vzorkam pridané
300 ng nemodifikovaného pBR322, ATP (2mM), KCl (30 mM), kreatin-fosfokinaza
(0.05 mgml™"), 20 mM roztoky dGTP, dATP a dTTP, dCTP (8 mM), 74 kBq [a-32P]dCTP,
kreatin fosfat (22 mM), glutamat draselny (70 mM), BSA (1,2 mg ml™") a 20 mg CFE (cell
free extrakt) z HeLa buniek. Reak¢éné zmesi boli inkubované 4 h pri 30 °C a ukoncené 30 min
inkub4ciou s EDTA (20 mM), SDS (0,6%) a proteinazou K (250 mgml™"). Po fenol —
chloroformovej precipitacii bola DNA linearizovana pomocou Hindlll a elektroforeticky
analyzovana na 1 % agarézovom géle. Gély boli farbené EtBr, vysuSené a radioaktivita
Vv jednotlivych frakcidch bola kvantifikovana programom ,,AIDA Image Analyser®.
Reparaéna aktivita bola monitorovana meranim aktivity inkorporovaného [o-32P]dATP.
Celkové inkorporacia radioaktivneho prekurzoru bola korigovana na relativny obsah DNA

Vv kazdej frakcii.

3.5.10 Fenol — chloroformova deproteinacia DNA

Princip tejto metddy je zaloZeny na dobrej rozpustnosti DNA v polarnom vodnom
roztoku. Polarita proteinov je vSak urCend jednotlivymi aminokyselinami, preto dochadza
K rozli¢nej rozpustnosti v polarnych (voda) a menej polarnych (fenol) rozpustadlach v ramcei
molekuly. Dochadza tak k viditel'nému hromadeniu proteinov na rozhrani medzi organickou
fazou a vodnym roztokom.

K roztoku DNA bol pridany rovnaky objem vychladen¢ho fenolu a po dokladnom
pretrepani boli vzorky centrifugované. Doslo k rozdeleniu vodnej faze s DNA a organickej
faze. Vodna faza bola odobrana a na odstranenie zvysku fenolu k nej bol pridany rovnaky
objem chloroformu. Po opédtovnom oddeleni fazi centrifugaciou a odobrani vodnej fazy bola

DNA izolovana ethanolovou precipitaciou.
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3.5.11 Vytvorenie Specifického platinového aduktu na kratkych
oligonukleotidoch DNA

Oligonukleotidy 24-mer 5-CTTCCTCGTCCTCTCTTCCCTCTC-3' a 15-mer 5'-
CTTCCTCGTCCTCTC-3 boli inkubované s platinovym komplexom AMD v pomere 1:1 po
dobu 24 h v37 °C. Nasledne bol platinovany oligonukleotid purifikovany ionovo —
vymennou HPLC. Pomocou AAS ameranim optickej hustoty bolo potvrdené, ze
modifikovany oligonukleotid obsahoval jednu molekulu platiny na jeden retazec. Maxam —
Gilbertovym DMS footprintom bolo potvrdené, Ze jedna molekula komplexu bola

koordinovana na N7 atom guaninu v kazdom ret’azci tychto templatov.

3.5.12 Experimenty zaoberajluce sa translézovou syntézou

V tejto Casti boli prevedené 2 typy experimentov — ,,running a standing start™. (Obr.
¢. 27) V ramci tychto experimentov boli vytvorené 2 typy DNA duplexov z platinovanej aj
nemodifikovanej DNA — 12-mer/24-mer primer-templat ,,running start™ a 16-mer/24-mer
primer-templat ,,standing start™. Guanin v templatovom ret’azci vo vys$$ie popisanej sekvencii
3’-TGCT-5", na ktorom je platinovy adukt, je lokalizovany na 17. nukleotide od 3’ konca. 3'-
koniec primeru je bud’ 5 baz pred aduktom (12-mer/24-mer) v templatovom retazci alebo
tesne pred nim (16-mer/24-mer). Bola skimana schopnost’ polymerazy KF*°" a l'udskej

DNA polymerazy n prekonat’ poSkodenie DNA spdsobené aduktom AMD.

a Pt
12 16l 24
3'—CTCTCCCTTCTCTCCTGCTCCTTC
' -GAGAGGGAAGAG > >
b Pt
12 16l 24

3 ; —CTCTCCCTTCTCTCCTGCTCCTTC
' -GAGAGGGAAGAGAGGA — >

Obr. &. 27: Schéma rekcie translézovej syntézy a) ,,running start experiment, b) ,,standing start*
experiment (Prevzaté a upravené z [179])

5'-32P-radioaktivne znaeny DNA substrat (zlozeny z primeru atemplatu) bol
ziskany reakciou 5’ radioaktivne znaceného primeru (12-meru 5'-GAGAGGGAAGAG-3’
alebo 16-meru 5-GAGAGGGAAGAGAGGA-3’) s neznatenym 24-mernym templatom 5'-
CTTCCTCGTCCTCTCTTCCCTCTC-3" (modifikovanym aj nemodifikovanym) v pomere
1:3 v 50 mM NaClOs. Hybridizacia prebichala 10 min pri 55 °C a 2 h pri izbovej teplote.

Vsetky experimenty s KF®* boli prevedené pri 25 °C v 25 ul pufru (50 mM NaCl,
10 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM MgClz, 1 mM DTT, 100 pg/ml BSA, 40 nM 5'-*P-znadeny
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primer — templat, 0,5 U KF® a §tyri deoxynukleosid trifosfaty (ANTPs) kazdy o koncentracii
100 uM).

Vsetky experimenty s Poln boli prevedené pri 37 °C v 25 pl pufru (40 mM Tris—HCI
(pH 8.0), 2 mM MgCl;, 10 mM DTT, 250 pg/ml BSA, 60 mM KCl, 2.5% glycerol, 40 nM
5'- 3P-znageny primer—templat, Poln (1 ng/ul) a $tyri deoxynukleosid trifosfaty (ANTPs)
kazdy o koncentracii 100 uM).

V Casovych intervaloch (5, 10, 20, 40 a 60 min), boli odobrané alikvoty (5 pl) a vSetky
enzymatické reakcie boli ukonc¢ené pridanim 2 pl roztoku obsahujuceho 95% formamid, 20
mM EDTA, 0,025% bromfenol and 0,025% xylencyanolovi zeleii. Produkty boli
denaturované zahriatim na 90 °C na 3 min a separované elektroforézou na denaturatnom 15
% polyakryamidovom géle.

V pripade skiimania inkorpordcie chybnych nukleotidov boli reakcie prevedené
v rovnakych podmienkach na 16-mer/24-mer DNA substrate s tym rozdielom, Ze reakcia
prebiehala po dobu 60 min, v pritomnosti vSetkych styroch dNTPs alebo v pritomnosti
vybraného nukleotidu — komplementarneho dCTP alebo nekomplementarnych dATP, dGTP
adTTP (100 uM).

Kineticka analyza inkorporacie dNTPs oproti platinovanej a nemodifikovanej DNA
katalyzovana KF®° a Poln prebiehala v rovnakych podmienkach, ako je popisané vyssie.
Rovnaké mnozstvo DNA substratu a polymeraz bolo inkubované s DNA substratom (16-
mer/24-mer primer-templat) v pritomnosti jednotlivych dNTPs (rastuca koncentracia 0,125-
1000 pM kazdého skimaného dNTP) po dobu 10 min. MnozZstvo predizeného primeru (sucet
intenzit vSetkych produktov polymeracie 17+) bolo vynesené do grafu ako funkcia
koncentracie produktu. Data boli prelozené funkciou nelinearnej regresie pouzitim softvéru
GraphPad do rovnice Michaelis-Mentenovej opisujicej hyperbolu v = (Vmax x [ANTP]/ K +
[dNTP]).

Zdanlivé parametre Km a Vmax za ustaleného stavu boli ziskané z najlepSieho
prelozenia a pouzité k vypoctu relativnej efektivite (RF) inkorporacie dANTPS oproti guaninu
v templatovom  retazci:  (Vmax/Km)platinovany — templat/ (Vmax/Km)neplatinovany ~ templat.  Relativna
mutagenita oligonukleotidov s naviazanym komplexom a kontrolnej nemodifikovanej DNA
bola vyjadrena ako frekvencia misinkorporacie: f = (Vmax/Km)nespravny nukicotid/ (Vmax /Km)spravny

nukleotid.
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3.5.13 MikroSkalova termoforéza — MST
Mikroskalova termoforéza je vhodna na ziskanie termodynamickych parametrov
interakcii biomakromolekul. Tato technika je velmi citlivdA ku zmenam molekulovych
vlastnosti, ¢o umoznuje preciznu kvantifikdciu molekularnych dejov nezavisle na type
a velkosti pozorovanych makromolekul. Jej vyhodou je praca s nizkymi koncentraciami a
objemami, ¢o je umoznené pouzivanim kapilar namiesto kyviet [10]. Princip metddy je

blizsie popisany na Obr. ¢. 28.
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Obr. ¢. 28: Schéma Mikroskalovej termoforézy. A) Schematicka reprezentacia MST optiky a typicky
signal ziskany z termoforetického experimentu. Zaciatok — homogénna distribucia molekul, konstantna

pociatocna fluorescencia. Aktivacia laseru - ,,T-Jump®, rychla zmena vlastnosti fluoroforu v désledku

rychlej zmeny teploty. Termoforeticky pohyb fluorescenéne zna¢enych molekal — zmena fluorescencie po
dobu 30 s. Dektivacia laseru — spatny rozptyl molektl pohanany difuziou. B) Ukazka rozdielu v signale
jednoretazcovej a dvojretazcovej DNA C) Ukazka vazbovych kriviek nameranych v rozsahu teplot. D)
Van’t Hoffove diagramy hybridizacnej reakcie
(Prevzaté a upravené z: [10])

V tejto dizertacnej praci bola technika MST pouzitd k simulacii translézovej syntézy.
Templat s dizkou pétnast’ nukleotidov (Obr. &. 29 15-mer) obsahoval jeden guanin bud’
platinovany AMD komplexom, alebo nemodifikovany ako kontrola. Templaty boli
zhybridizované s dvomi setmi primerov — plne komplementarnymi a nekomplementarnymi.
V nekomplementarnych primeroch bol na simuldciu chybnej inkorporacie nukleotidov
zaradeny G v primeri oproti guaninu v templatovom retazci (Obr. ¢. 29). Boli sledované
zmeny termodynamickych parametrov po inkorporacii jednotlivych nukleotidov pri elongacii
retazca. Bola ziskana rovnovazna vizbova konstanta Ka hybridizacie platinovaného aj

nemodifikovaného 15-mer oligonukleotidu a Cy5-znaceného komplementarneho primeru
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v rozsahu tepldt (22 — 45 °C). Platinacia ologonukleotidu je popisana vyssie. Hybridizacia
DNA moze byt priamo detekovand pomocou MST kvoli rozdielnemu signalu
jednoretazcovej a dvojretazcovej DNA vid Obr. €. 28.

Sériovo riedeny platinovany 15-mer 5-CTTCCTCGTCCTCTC-3’
a nemodifikovana kontrola (5 x 10® M — 3 x 10 M) boli hybridizované so sériou 5'Cy5
znac¢enych primerov (n-1 aZ n+1, znazornené na Obr. ¢. 29) (1 — 4 nM) v objemovom pomere
1:1 v 10 mM fosfatovom pufri (pH = 7.0, 150 mM NaCl a 0.05% TWEEN).

Fl’t
3'-CTCTCCTGCTCCTTC-5"' 15mer template
5'-(Cy5)-ATATGAGAGGA-3" n-1
5'—(Cy5)-ATATGAGAGGAC-3" n (G¢C match)
5'—(Cy5)-ATATGAGAGGACG-3" n+1 (G*C match) primers
5'-(Cy5)-ATATGAGAGGAG-3"' n (G~G mismatch)
5'"-(Cy5)-ATATGAGAGGAGG-3"' n+1 (G~G mismatch)

Obr. €. 29: Sekvencie templatu a série znacenych primerov (Prevzaté z [179])

Sklenené kapilary boli naplnené reakénymi roztokmi a okamzite zmerané. Analyza
dat a prelozenie kriviek boli uskuto¢nené pomocou softvéru ,,Nanotemper Analysis*. Pouzité
parametre pristroja MST: LED power: 20-100 %, laser power: 40%. Ziskané hodnoty Kq4 pre
kazdu teplotu boli vynesené do Van't Hoffovho grafu ako In(Ka) vs. 1/T. Teplotna zavislost’
asociacnej konstanty Ka (1/Kg) bola pouzita na odvodenie termodynamickych parametrov AH
a AS linedrnou extrapolaciou udajov vo Van't Hoffovom grafe. AG bola ziskana pomocou

rovnice AG = AH - TAS.

3.5.14 Kultivacia bunkovych nadorovych linii
Pouzité bunkové linie:
A2780 (I'udsky ovaridlny karciném)
HTC-116 (I'udsky kolorektalny karcinom)
MDA-MB-231 (trojito-negativny chemorezistentny 'udsky karciném prsniku)
MRC5pd30 (bunky z normalneho plicneho tkaniva)

Bunky A2780 boli kultivované podl'a standardného protokolu v RPMI 1640 médiu
s pridavkom gentamycinu (50 mg/ml) a 10 % FBS. Bunky HTC-116, MDA-MB-231 a
MRC5pd30 boli kultivované v DMEM médiu s pridavkom gentamycinu (50 mg/ml) a 10 %
FBS. Médium pre MDA-MB-231 a MRC5pd30 tiez obsahovalo 1% neesencialnych
aminokyselin. VSetky bunkové linie boli kultivované pri 37 °C v 5% atmosfére CO2 a po
dosiahnuti konfluencie pasaZované s pomocou trypsinu podla Standardného protokolu. Po

zafarbeni Trypanovou modrou boli bunky spocitané.
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3.5.15 Stanovenie antiproliferativnej aktivity komplexov

Na zistenie vplyvu protinadorovych komplexov kovov na Zivotaschopnost
(proliferaciu) nadorovych buniek sa najcastejSie pouziva kolorimetricky MTT test. Metdda
je zalozena na enzymatickej redukcii ZItého rozpustného MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid) na nerozpustny tmavo fialovy formazan, pricom
intenzita fialovej farby je priamo imerna poctu zivych buniek. Tuto zmenu sposobuje vplyv
mitochondrialnych dehydrogenaz v zivych, metabolicky aktivnych bunkach [186].

Bunky boli nasadené na 96 jamkové dosticky v 100 pl média v hustote 2000
buniek/jamku (HTC-116) alebo 5000 buniek/jamka (MDA-MB-231, A2780, MRC5pd30) a
inkubované cez noc (37 °C, 5% CO3). Nasledne k nim boli pridané testované zluceniny (v
rade koncentracii od 0 do 100 uM pre A2780, HCT116, MDA-MB-231 a 0 -200 uM pre
MRC5pd30) v celkovom objeme 200 pl/jamka a bunky boli d’alej inkubované po dobu 72 h.
Potom bolo do kazdej jamky pridanych 20 pl roztoku MTT (1,25 mg/ml v PBS). Dosticky
boli inkubované 4 h za vysSie popisanych kultivaénych podmienok a pocas tejto doby bolo
MTT zivymi bunkami premienané na formazan. Po odstraneni média bol formazan
rozpusteny v DMSO (100 pl/jamka). Bunkova proliferacia bola vyhodnotena meranim
absorbancie pri 570 nm (referen¢na vlnova dizka 620 nm). Koncentracie komplexu
indikujuce 50 % inhibiciu proliferacie buniek — hodnoty ICsp, boli vypocitané z graficke;j

zavislosti prezivania buniek (%) na koncentracii daného komplexu (uM).

51



4  Vysledky a diskusia

Experimentalna Cast’ predkladanej dizertacnej prace je zaloZzena na Styroch
samostatnych publikaciach zverejnenych v medzinarodnych impaktovanych Casopisoch (vid’
Zoznam publikovanych prac). Kopie jednotlivych publikécii st sucastou priloh. Tato
kapitola je rozdelend do Styroch kategorii, v ktorych su zhrnuté a okomentované vysledky
jednotlivych publikacii. Tri ¢lanky st tematicky zamerané na Studium molekularneho
mechanizmu G¢inku novych potencialnych protinadorovych zlucenin platiny na DNA a jeden
¢lanok sa zaobera stanovenim cytotoxicity komplexu galia.

Prva cCast pojednava o vysledkoch §tidia in vitro interakcii novych
fotoaktivovatel'nych dinuklearnych platic¢itych komplexov s DNA (publikacia €. 1).

Druha ¢ast’ sa zaobera in vitro analyzou mechanizmu G¢inku dvoch enanciomérnych
derivatov cisplatiny s dérazom na $tadium interakcii tychto komplexov s DNA a porovnanim
ich ucinku s cisplatinou. V praci sa popisuje, aky vplyv ma chiralita zlu¢eniny na
mechanizmus protinadorového ucinku.

Tretia podkapitola je zamerand na stanovenie cytotoxicity nového potencialneho
protinadorového komplexu galia na viacerych bunkovych liniach ajej porovnani
s cytotoxicitou cisplatiny a ligandu Studovaného komplexu.

V poslednej casti tejto prace je zhrnuty vplyv aduktu monofunkéného komplexu
platiny s dudlnym vézbovym méodom na translézova syntézu DNA pomocou $pecifickych
DNA polymeraz. Energeticky dopad poskodenia DNA tymto komplexom na proces
translézovej syntézy DNA (TLS) a s tym spojené termodynamické zmeny boli Studované

technikou mikroskalovej termoforézy (MST).

4.1 Photoactivatable cell-selective dinuclear trans-

diazidoplatinum(lV) anticancer prodrugs. (Publikacia €. 1)

Fotoaktivacia je vel'mi efektivna a neinvazivna chemoterapeuticka stratégia [187].
Fotochemoterapia za pouzitia vhodnych komplexov platiny ma potencidl predist’ niektorym

t" komplexy su kineticky inertné a k ich

limitacidm cisplatiny [157]. Vzhl'adom k tomu, ze P
cytotoxicite je potrebnd aktivacia (redukcia Pt" komplexov na Pt" v nddorovych bunkach),
maju vysoky potencial v selektivnej liecbe niektorych typov nadorov [188]. Axialne ligandy
v plati¢itych zlugeninach su po redukcii na Pt" odstupujiicimi skupinami a maja vel’ky vplyv
na redukény potecial Pt'Y. Derivatiziciou axialneho ligandu je mozné zlepsit’ farmakologické

vlastnosti komplexu bez zmeny mechanizmu u¢inku aktivovanej platinovej jednotky. Jednym

zo sposobov aktivacie diazidoplati¢itych komplexov je ich fotoredukcia na Pt'" komplexy
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[157] blizsie popisana v teoretickej Casti tejto prace. Medzi nich patri aj trans, trans, trans-
[Pt(N3)2(OH)2(pyridin)2] (FM-190), ktory je aktivovatelny UVA, modrym a zelenym
svetlom. Vykazuje vysoku toxicitu dokonca aj v bunkovych liniach rezistentnych na
cisplatinu [164] a jeho uc¢inok je blizsie popisany v teoretickej Casti prace.

Dal$ou vyznamnou skupinou protinadorovych zluéenin st polynukledrne komplexy
platiny. Mechanizmus ich pdsobenia je odlisSny od materskej cisplatiny a st G¢inné
v mnohych nadorovych linidch rezistentnych k cisplatine [189]. Trojjadrovy komplex
BBR3464 je najznamejSim polynuklearnym komplexom, ktory sa dostal do 2. fazy
klinickych skusok, na zaklade ktorych vsak nebol doporuceny k dalSiemu klinickému
skimaniu kvoli rozkladu v 'udskej krvnej plazme [153].

Prave spojenie fotoaktivovatelnych Pt'"Y komplexov s polynukledrnymi komplexami
by mohlo zvysit’ selektivny cytotoxicky t€inok obidvoch skupin.

V tejto praci boli syntetizované, charakterizované a testované fotoaktivovatelné
dinuklearne komplexy platiny trans,trans,trans-
[{Pt(N3)2(pyridin)2(OH)(OC(O)CH2CH2C(O)NH)}:R] [R = —CH2CH2>—(1),
—CH2CH2CH2CH2>— (4)] (Obr. ¢. 22). Ich biologické ucinky boli porovnavané s
pribuznym mononuklearnym trans,trans,trans-[Pt(Ns).(OH).(pyridin),] (FM-190) (Obr. ¢&.
22), aby sa potvrdil vplyv spojujiceho ligandu. Fotoaktivacia tychto komplexov prebichala
ich ozarovanim viditelnym svetlom (Amax = 455 nm) po dobu 60 — 120 min a je blizsie
popisana v kapitole Material a metody.

Fotodekompoziciou dinukleairnych komplexov 1 a 4 vznikaju azidylové
a hydroxylové radikadly a mononuklearne platinové jednotky podobné produktom
aktivovaného FM-190.

Bola skiimana schopnost’ fotoaktivovanych dinuklearnych komplexov 1 a 4 viazat’ sa
na DNA v porovnani s mononuklearnym FM-190. Po inkubacii CT-DNA s platinovymi
komplexami boli nenaviazané komplexy odstranené. Obsah platiny vo vzorkoch — Iy
(definované ako pocet molekul platinového komplexu naviazanych na jeden nukleotid) bol
ur¢eny pomocou AAS a koncentracia DNA pomocou UV-VIS spektrofotometrie. Mnozstvo
platiny viazanej na DNA sa postupom casu zvySovalo pre vSetky komplexy az na hodnotu 60
% po 24 h (publikécia €. 1, fig. SA), pricom medzi skimanymi komplexami nebol pozorovany
ziaden signifikantny rozdiel.

Na charakterizaciu poskodeni spdsobenych aduktmi komplexov FM-190, 1 a4
indukovanych v DNA bol pouzity interkalator DNA EtBr ako fluorescencné sonda. Po jeho
interkalacii na DNA dochddza k narastu jeho fluorescencie. Modifikacia DNA komplexami

platiny za podmienok ozarovania vSak viedla k znizeniu fluorescencie EtBr (publikacia €. 1,
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fig. 5B) oproti kontrolnému, nemodifikovanému vzorku. Pokles fluorescencie sposobeny
aduktami fotoaktivovanych 1 a 4 na DNA bol pri ekvivalentnych hodnotéach r, dvojnasobny,
nez v pripade FM-190. Bolo taktiez potvrdené, Ze ozarovanie samotnej CT-DNA viditelnym
svetlom nemalo ziaden vplyv na fluorescenciu EtBr. Vysledky tohto experimentu naznacuju,
ze konformacné deformacie indukované v DNA aduktami oziarenych komplexov 1 a 4 su
delokalizované a prediZené cez pary bazi okolo miest platinacie v miere odpovedajiice;
distorzidm DNA spdsobenym dvoma aduktami mononukledrneho FM-190. Tieto vysledky
su konzistentné s rozpadom dinuklearnych komplexov 1 a 4 v désledku oziarenia, ktoré vedie
K uvol'neniu dvoch mononuklearnych jednotiek podobnych tym z FM-190.

Bolo dokazané, ze modifikicia DNA oziarenym FM-190 vedie K vytvoreniu
medziretazcovych mostikov [164]. Preto bola tato schopnost’ tiez skimana u komplexov 1
a 4. Plazmid pUC19 bol modifikovany na hodnoty rp 0,0003 a 0,0006 (v pripade FM-190)
alebo 0,00015 a 0,0003 (v pripade 1 a 4) a podrobeny denaturacnej agar6zovej elektroforéze
(publikacia ¢ 1, fig. 5C). Kvantitativne vyhodnotenie radioaktivity ukazalo, ze oziarené
komplexy 1 a 4 vytvorili v DNA dvojnasobne vic¢sie mnozstvo medziret'azcovych mostikov
nez FM-190. Frekvencia medziret'azcovych mostikov bola 12,5 + 0,5 % zo vSetkych aduktov
pre FM-190, 24 + 2 % pre 1 a 24 + 2 % pre 4 na rovnakom stupni modifikacie vztahujicej
sa na komplex. Vysledky experimentu tiez podporuju hypotézu, Ze ozarovanim
dinuklearnych komplexov dochadza k ich rozpadu a uvolneniu dvoch molekal podobnych
fotoproduktu mononuklearneho komplexu FM-190.

Studované komplexy zpdsobovali podobne ako FM-190 rozvijanie superhelikélne;
DNA [164]. Uhol rozvijania (®) DNA modifikovanej komplexami 1 a 4 fotoaktivovanymi
vidielnym svetlom bol 57 + 8 ° (publikacia €. 1, fig. 5D). Tato hodnota je dvakrat vyssia nez
uhol rozvijania DNA modifikovanej komplexom FM-190 stanoveny za rovnakych
podmienok (28 + 4 ©°) [164]. V stlade s vysledkami experimentov zameranych na
charakterizaciu DNA aduktov pomocou fluorescencie EtBr a medziretazcovych mostikov sa
daju vysledky experimentu rozvijania DNA interpretovat tak, ze v dosledku oziarenia
dinukledrnych komplexov 1 a4 aich rozpadu vznikaju 2 molekuly podobné molekuldm
mononukledrneho FM-190.

Experiment transkripéného mapovania DNA umoznuje identifikaciu preferen¢nych
vazbovych miest protinadorovych komplexov platiny [185]. Syntéza RNA pomocou T7 RNA
polymerazy bola sledovand na 212-pb dlhom fragmente DNA ziskanom restrikénym
Stiepenim cirkularneho plazmidu pSP73KB endonukledzami Ndel a Hpal. Tento fragment
obsahoval promotor pre T7 RNA polymerazu a bol nahodne modifikovany fotoaktivovanymi

dinuklearnymi komplexami 1 a 4 (hodnoty r, 0,004 — 0,01) (publikacia ¢. 1, fig. S13) a pre
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porovnanie tieZ cisplatinou a transplatinou na hodnotu r, = 0,01 a 0,005. Syntéza RNA bola
predéasne ukondend, &im sa ziskali fragmenty definovanej dizky. Sekvenénou analyzou sa
zistilo, Ze hlavné stop miesta transkripcie DNA modifikovanej dinukledrnymi komplexami 1
a 4 boli totozné so stop miestami ziskanymi pre DNA modifikovant oZiarenym komplexom
FM-190 za rovnakych podmienok v sekvenciach bohatych na G/A [164].

Za ucelom ziskania d’alSich informacii o sekvencnej Specificite vizby komplexov
FM-190 a 1 a 4 na DNA bol tiez prevedeny DNazovy footprinting (publikacia ¢. 1, fig. S14).
Vysledky ukazuju, ze preferované sekvencie viazby komplexov 1 a 4 bohaté na G/A st
identické s miestami vizby mononuklearneho komplexu FM-190. Suhrn vysledkov
mapovania transkripcie DNA a DNazového footprintingu naznac¢uju, Ze preferenéné vizbové
miesta DNA oziarenych dinuklearnych komplexov 1 a 4 st podobné ako v pripade
mononukledrneho komplexu FM-190, ¢o tiez podporuje hypotézu, Ze oZiarenim
dinuklearnych komplexov 1 a 4 dochadza k ich rozkladu a uvolneniu dvoch molekul
podobnych fotoproduktom z mononuklearneho komplexu FM-190.

Dinuklearne komplexy 1 a 4 vykazovali sl'ubnu fotocytotoxicitu po oziareni modrym
svetlom (465 nm, 1 h) v mnozstve I'udskych rakovinovych bunkovych linii. Okrem toho boli
aj po oziareni netoxické voci normalnym bunkam (MRCS5). Inhibicia prechodu z G2/M do
GO0/G1 fazy v bunkovom cykle indukovana fotoaktivovanymi dinuklearnymi komplexmi
naznacuje, ze hlavnym molekularnym cielom tychto komplexov je DNA. Vzhl'adom k
fotodekompozicii dinuklearnych komplexov na dve molekuly podobné produktom
fotoaktivovaného FM-190, reagovali komplexy 1 a 4 po fotoaktivacii in vitro podobne ako
mononuklearny komplex FM-190, pokial’ ide o kinetiku vdzby na CT-DNA, mapovanie
transkripcie ¢i DNazovy footprinting. AvSak boli priblizne dvojnasobne ucinnejsie pri
potlaceni fluorescencie EtBr naviazaného na DNA, vytvarani medziretazcovych mostikov a

rozvijani DNA v porovnani s fotoaktivovanym mononuklearnym FM-190.
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4.2 DNA modification by cisplatin-like Pt(ll) complexes
containing 1,1'-binaphtyl-2,2’-diamine ligand does not
correlate with their antiproliferative activity in cancer cells.
(Publikacia ¢. 2)

Enanciomérne derivaty cisplatiny R-[Pt(DABN)CI;] a S-[Pt(DABN)CI;] (DABN =
1,1’-binaftyl-2,2-diamin) (Obr. ¢. 23), vykazuju antiproliferativne ucinky v niektorych
nadorovych bunkovych liniach citlivych na konvenént cisplatinu alebo oxaliplatinu. Tieto
ucinky su porovnatelné alebo dokonca lepsie, ako Uc¢inky rodiCovskej cisplatiny alebo
oxaliplatiny, pricom R-izomér bol vac§inou menej cytotoxicky ako S-izomér. Obidva
komplexy su taktiez aktivne v izogénnych nadorovych bunkach rezistentnych na cisplatinu,
¢o naznacuje ich G¢innost’ pri obchadzani ziskanej rezistencie na cisplatinu [190-192].

Tieto slubné vysledky boli impulzom na Studium mechanizmu ucinku tychto
zluCenin, vratane prac zameranych na pochopenie ich interakcii s DNA in vitro. R-
[Pt(DABN)CI:] a S-[Pt(DABN)CI;] sa viazu na CT-DNA [192]. Napriek vyssej G¢innosti S-
izoméru vykazoval R-izomér vac¢siu akumulaciu v bunkéch a ucinnejSiu viazbu na CT-DNA.
Dalsie §tadie odhalili, ze S-[Pt(DABN)CI.] sa viaZe na bazy v Pudskej telomerickej sekvencii
zlozenej v G-kvadruplexnej Strukture efektivnejsie ako jeho R-enanciomér [190,191].

Na pochopenie molekuldrneho mechanizmu ich G¢inku, ktory sa zjavne 1i8i od u¢inku
cisplatiny, bolo dolezité podrobnejsie skumanie interakcii DNA s R-[Pt(DABN)CI;] a S-
[Pt(DABN)CI.] in vitro.

Kwvali zisteniu sekvencnej selektivity viazby tychto komplexov na DNA bol prevedeny
experiment transkripéného mapovania platinovych aduktov DNA. Syntéza RNA pomocou
T7 a SP6 RNA polymeraz bola sledovana na cirkularnom plazmide pSP73KB néhodne
modifikovanom R-[Pt(DABN)CI:] a S-[Pt(DABN)CI;] a pre porovnanie tiez cisplatinou
a transplatinou na hodnotu r, = 0,01, podobne ako v publikacii ¢. 1. Syntéza RNA bola
predéasne ukonéena, ¢im sa ziskali fragmenty definovanej dizky (publikacia ¢&. 2, fig. 2). Oba
izoméry st schopné blokovat’ polymerizaciu RNA podobnym sposobom. Sekvencné analyza
odhalila, ze stop miesta transkripcie DNA sposobené aduktmi R-[Pt(DABN)CI;] su aj
napriek cis konfiguracii chloridovych ligandov podobné stop miestam transplatiny
v oblastiach G a C [185]. R-[Pt(DABN)CI;] vytvara viac typov DNA aduktov ale s mensou
sekvencnou S$pecificitou ako cisplatina. Naopak, S-[Pt(DABN)CI2] vykazuje odlisnu
sekvencnu zavislost’ inhibicie transkripcie ako R-izomér. Adukty S-[Pt(DABN)CI>] blokuju

RNA polymerdzy pravidelnejSie a vicSinou v sekvenciach d(GpG), ktoré su podobné
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cisplatine. Vysledky transkripéného mapovania naznacujl, ze axialna chiralita tychto dvoch
izomérov vyznamne ovplyviuje typ a sekvenénu preferenciu aduktov DNA.

Schopnost’ aduktov komplexov R- a S-[Pt(DABN)CI;] rozvijat' dvojzavitnicu DNA
bola monitorovana pomocou nativnej agar6zovej elektroforézy (publikacia €. 2, fig. 4). Uhly
rozvijania DNA stanovené tymto spdsobom boli 17 + 4 ° pre R-[Pt(DABN)Cl2] a 9 + 3 ° pre
S-[Pt(DABN)CI;]. Vysledky jasne ukazujt, ze obidva komplexy rozvijaju superhelikalnu
DNA, ale lisia sa mierou ucinku. Zatial’ o uhol rozvijania pozorovany pre S-izomér bol
podobny uhlu zistenému pre transplatinu (9 °, [183]), R-izomér bol este ucinnejsi ako
cisplatina (13°, [183]). Vicsia rozvijacia kapacita R-[Pt(DABN)CI;] teda koreluje so
silnejSou deformaciou a destabilizaciou DNA tymto komplexom v porovnani s S-izomérom.

Vyssia schopnost’ R-[Pt(DABN)CI;] deformovat DNA bola potvrdena aj zvySenim
intenzity fluorescencie Tb®" oproti komplexu S-[Pt(DABN)CI.], ¢o indikuje vicsie zmeny
v konformacii DNA (publikacia €. 2, fig. 3A experiment prevedeny jednym zo spoluautorov).
Komplex R-[Pt(DABN)CI;] taktiez vyznamne viac termalne destabilizuje DNA. To bolo
potvrdené meranim teploty topenia DNA modifikovanej tymito komplexami (publikécia €. 2,
fig. 3B, experiment prevedeny jednym z0 spoluautorov) a zistovanim frekvencie tvorby
medziretazcovych mostikov (publikacia €. 2, table 1, experiment prevedeny jednym zo
spoluautorov), ktord bola pre obidva komplexy rovnaka (11 + 2,5 % pre R-a 10,6 + 2,7 %
pre S-izomér).

S cielom objasnit’ Glohu rozpoznavania DNA aduktov spdosobenych R- a S-
[Pt(DABN)CI;] HMG proteinmi a opravy DNA v ich mechanizme pdsobenia bola skimana
reparacna syntéza DNA v nepritomnosti a v pritomnosti proteinu HMGB1a. Plazmid pSP73
(2464 bp) bol nahodne modifikovany R-, S-[Pt(DABN)CI-] alebo cisplatinou pri r, = 0,03 a
inkubovany s bunkovym extraktom v pritomnosti alebo nepritomnosti proteinu HMG, ako je
uvedené v kapitole Material a metdody. Reparacna syntéza detekovand v plazmide
modifikovanom obidvoma izomérmi R- a S-[Pt(DABN)CI;] bez HMG proteinu bola
priblizne dvojnasobna oproti reparacnej syntéze na cisplatinou modifikovanom plazmide,
pri€om medzi nimi nebol signifikantny rozdiel (publikécia €. 2, fig. 5). V pritomnosti proteinu
HMGBI1a bola opravna syntéza DNA poskodenej cisplatinou vyznamne potlacena v stilade
so skor publikovanymi udajmi [45,46]. AvSak reparacna syntéza DNA poskodenej
komplexami R- a S-[Pt(DABN)CI;] nebola ovplyvnena pritomnostou proteinu HMGB1a
(publikacia €. 2, fig. 5B), ¢o naznacuje, Ze lézie sposobené tymito dvoma enanciomérmi nie
sil vyznamne rozpozndvané a tienené proteinmi s HMG doménou.

Jednym z ddévodov zniZzeného ucinku platinovych cytostatik je ich inaktivacia

v dosledku interakcie s latkami obsahujicimi siru. Kvoli vyhodnoteniu ucinku tychto
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interakcii na bunec¢nt cytotoxicitu komplexov R- a S-[Pt(DABN)CI; bola pomocou UV
absorpcnej spektrometrie skimana ireverzibilna viazba GSH na oba komplexy v porovnani
s cisplatinou (publikécia ¢. 2, fig. 6) [184]. Za experimentalnych podmienok pouzitych v tejto
praci oba izoméry reagovali s GSH porovnatel'nou rychlostou ako cisplatina, pricom S-
izomér bol mierne, ale nevyznamne rychlejsi.

Chiralita potencialnych lieCiv moze vyrazne ovplyvnit’ sposob vizby na DNA, ale
zmeny vo vizbe na DNA sa nemusia prenasat’ priamo do procesov bunky a cytotoxicity. V
pripade R-[Pt(DABN)CI] a S-[Pt(DABN)CI;] nie je poskodenic DNA sposobené vizbou
komplexov platiny hlavnym dévodom zodpovednym za ich biologické posobenie. R-izomér
vytvara lézie, ktor¢ DNA deformuju a destabilizuju vo viac¢sej miere ako S-izomér, ktory je
vsak cytotoxickejsi [190,191]. Preto je pravdepodobny iny molekularny ciel’ v bunkach,
ktorého modifikacia by mohla byt’ zodpovedna za biologicky ucinok tychto komplexov. DNA
sa bezne povazuje za farmakologicky ciel’ pre protinadorové komplexy na baze platiny a
inych kovov. Tento predpoklad je Casto zalozeny iba na Strukturnej analégii s cisplatinou, bez
akychkol'vek podpornych experimentalnych dokazov. Vysledky prezentované v tejto praci
d’alej naznacuju, ze dokonca aj komplexy Struktirne odvodené od cisplatiny, ako napriklad
R-[Pt(DABN)CI2] a S-[Pt(DABN)CI;], by mohli mat biologicky mechanizmus G¢inku

zreteI'ne odlisny od ,,rodicovskej cisplatiny.

4.3 Low-dimensional compounds containing bioactive ligands.
Part XIV: High selective antiproliferative activity of tris(5-
chloro-8-quinolinolato)gallium(lll) complex against human

cancer cell lines. (Publikacia €. 3)

Zluceniny trojmocného galia sa v protinadorovej terapii javia ako vysoko
perspektivne, pretoze galium (III) ma niekol’ko vlastnosti podobnych so zelezom (III) ako
napriklad elektricky naboj, i6novy plomer, koordina¢né ¢islo a elektronovi konfiguraciu
[176]. Niektoré z jeho zlu¢enin sa dostali aj do fazy klinického testovania [172].
NajvyznamnejSou z nich je prave KP46 (tris-(8-chinolinolato) galium (III)), ktory je
momentalne v druhej faze klinickych testov. Tento komplex vykazuje silnt antiproliferativnu
aktivitu na sirokej skale bunkovych nadorovych linii [165,173].

Samotny ligand 8-chinolinol a rézne jeho derivaty st u¢inné pri lie¢be niektorych
neurodegenerativnych chordb ¢i rakovin [174,193]. 8-chinolinol (8-HQ) a kliochinol (5-
chlor-7-j6d-8-chinolinol, H-CQ) posobia ako inhibitory proteazému s protirakovinovou

ucinnostou v nadorovych bunkach (Pudské leukemické Jurkat T-bunky) [194] potlacenim
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ucinku proteolyzy zaloZenej na aktivacii apoptoézy a paraptdzy, ale vyvolavaju zavazné
vedl'ajsie ucinky. Kloxiquin (5-chlér-8-chinolinol, H-ClQ) vykazuje antiproliferativnu
aktivitu prostrednictvom alosterickej inhibicie proteazému [195]. Okrem toho je aj dobre
znamym antiinfekénym a antibakteridlnym lie¢ivom pouzivanym pri liecbe tuberkuldzy
[196].

V tejto praci boli syntetizované 4 nové komplexy galia (III) s haloderivatmi 8-
chinolinolu — [Ga(ClQ)3]-MeOH (1-MeOH), [Ga(CIQ)s3] (1), [Ga(BrQ)s] (2), [Ga(dIQ)s3] (3)
a [Ga(CQ)z] (4), kde H-CIQ = 5-chlor-8-chinolinol, H-BrQ = 7-brom-8-chinolinol, H-dIQ =
5,7-dijod-8-chinolinol a H-CQ = 5-chlor-7-jod-8-chinolinol.

Pomocou MTT testu bola stanovena cytotoxicita komplexu 1 a pre porovnanie aj jeho
ligandu CIQ (Obr. ¢. 25) acisplatiny na l'udskych nadorovych bunkach A2780 (ludsky
ovarialny karcindém), HTC-116 (Pudsky kolorektalny karcinom), MDA-MB-231 (trojito-
negativny l'udsky karcinom prsnika) a MRC5pd30 (bunky z normalneho plicneho tkaniva).
Kvoli nizkej rozpustnosti komplexov 2 — 4 nebolo mozné stanovit ich cytotoxicitu. Komplex
1 vykazoval vysoku G¢innost’ vo vSetkych Studovanych bunkovych nadorovych liniach
(Tabul’ka 1) s nizkymi hodnotami ICso (publikacia ¢. 3, table 3). V pripade A2780, ktoré su
citlivé k cisplatine, mal podobny ucinok ako cisplatina. Na bunkach kolorektalneho
karcinomu a tazko lieCiteIného, silne metastdzujiceho karcinomu prsnika bola jeho
cytotoxicita v porovnani s cisplatinou a samotnym ligandom CIQ vyrazne vyssia (Tabulka
1). Dolezitym zistenim je, ze komplex 1 taktiez vykazuje zretel'nu selektivitu pre nadorové
bunky oproti nezhubnym pltcnym fibroblastom MRC5pd30, na ktorych sa jeho uc¢inok
prejavil pri koncentraciach 24-65-krat vyssich ako pre nadorové bunky. Vd’aka tomuto faktu

je komplex 1 perspektivnym kandidatom na d’alSie biologické testovanie.

Tabulka 1: Hodnoty ICso [pM] pre komplex 1 v ré6znych bunkovych liniach potvrdené MTT testom po 72
h inkubécii. Data st priemerom = SD troch nezavislych merani, pricom kazdé bolo prevedené v triplikate

1Cso [uM] H-CIQ 1 Cisplatina
A2780 6,5+0,7 2,1+0,7 2,7+04
MDA-MB-231 15+3 6+2 21+4
HCT116 14+4 2,8+0,9 7+x1
MRC5pd30 76+ 6 136 +23 13+2
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4.4 Thermodynamic Insights by Microscale Thermophoresis
into Translesion DNA Synthesis Catalyzed by DNA
Polymerases Across a Lesion of Antitumor Platinum—

Acridine Complex. (Publikacia €. 4)

Poslednou publikdciou zahrnutou v tejto dizertacnej praci je Stadium translézovej
syntézy — schopnosti Specifickych DNA polymeraz syntetizovatt DNA cez jej poskodenie
sposobené platinovym konjugatom s dualnym viazbovym médom — komplexom AMD (Obr.
¢. 24). To bolo prevedené pomocou polymeraz a mikroskalovej termoforézy. Adukty
platinovych komplexov na DNA blokuju viaceré kIicové funkcie bunky, ako napriklad
replikaciu DNA a zapri¢iniuju programovant bunkovi smrt’ [16]. Na druhej strane sa bunky
snazia obnovit' zastavenu replikdciu DNA a vyuzivaju aktivitu translézovych DNA
dependentnych DNA polymeraz, ktoré st schopné ,,premostit™ platinové adukty. TLS
polymerdzy sa ucastnia na procesoch spojenych s opravami poskodeni DNA a st menej
presné ako vécsina replikacnych DNA dependentnych DNA polymeraz. Su schopné
inkorporovat’ nespravne nukleotidy oproti 1ézii na DNA a tak indukovat’ vznik mutécii
[70,71,73].

V snahe najst nové Strukturne motivy platinovych komplexov veduce
k protinadorovym efektom odlisnym od klinicky pouzivanych platinovych cytostatik, boli
syntetizované monofunkéné komplexy s akridinovym ligandom. Komplexy ACR a jeho
amidinovy derivat AMD ukazali vysoku antiproliferativnu aktivitu vo viacerych bunkovych
liniach, vratane niektorych rezistentnych k cisplatine [133,134]. Ich farmakologicky ciel je
taktiez DNA, na ktoru sa viazu interkaldciou akridinovej podjednotky a zaroven kovalentnou
vézbou platinového atbmu s purinovymi bazami [132]. Amidinovy derivat AMD (Obr. €. 24),
Vv ktorom je thiomocovina nahradena amidinovou skupinou, bol syntetizovany kvoli zvySeniu
cytotoxicity povodného ACR komplexu. Tato modifikacia viedla k zvysenej tvorbe aduktov
na DNA a k vac¢siemu poskodeniu DNA [133]. DNA adukty komplexu AMD efektivnejsie
inhibuji DNA replikaciu a sit menej opravované nez adukty ACR [136].

V tejto praci bolo transkripnym mapovanim zistené, ze komplex AMD (Obr. €. 24)
sa viaze na DNA v sekvenciach 5-CTG, 5-CGATG, a 5-CGG (publikacia ¢. 4, fig. S1).
Nasledne bolo Studované premostenie Specifického DNA-AMD aduktu pomocou dvoch
polymeraz, ktoré sa lisia svojou procesivitou a presnostou: bakterialnej (KF™®) a l'udske;j
DNA polymerazy n (Poln). V dalSich experimentoch boli skiimané kinetické parametre
inkorporéacie jednotlivych nukleotidov tymito DNA polymerazami.
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Boli prevedené 2 typy experimentov — ,,running a standing start®. (Obr. ¢. 27) V nich
boli vytvorené 2 typy DNA duplexov z platinovanej aj nemodifikovanej DNA — 12-mer/24-
mer primer-templat ,,running start™ a 16-mer/24-mer primer-templat ,,standing start™ blizsie
popisané v kapitole Material a metody.

Inhibicia syntézy DNA translézovymi polymerazami moze byt sposobena nielen ich
sterickou blokaciou, zapri¢inenou aduktom komplexu, ale tiez energetickym dopadom
poskodenia DNA na proces TLS [9]. Na meranie termodynamickych zmien (publikacia 4,
tabulka 3), spojenych s TLS cez AMD adukt, bola pouzitd technika MST. TLS bola
simulovana pomocov dvoch setov primerov: komplementarne n-1, n, n+1 a nekomplemetarne
ne a ne+1, kde bol G v templatovom ret'azci sparovany s nekomplementarnym G v primeri
(publikacia 4, fig. 4).

V pritomnosti vSetkych Styroch dNTPs bol adukt AMD vel'mi Gi¢inny v inhibicii TLS
obidvoma polymerazami. Poln bola schopna syntetizovat’ komplementarny retazec cez adukt
AMD efektivnejsie ako KF™°™ a taktiez s vy$Sou mierou nespravne inkorporovanych dNTPs.
Obidve polymerazy zablokovali syntézu DNA najneskor na prvom nukleotide za aduktom
(publikacia 4, fig 2 a 3). Hodnoty v Tabul’kach 1 a 2 (publikacia 4) dokazuju, ze najviac bol
inkorporovany spravny dCTP v pripade aduktu komplexu AMD, rovnako aj v kontrole. Na
druhej strane, Poln bola schopna inkorporovat’ nespravny dGTP oproti platinovanému G s
vyssSou relativnou ucinnostou ako oproti nemodifikovanému G v kontrolnom template. To
bolo potvrdené pomocou MST, kde termodynamické parametre (publikacia 4, tabulka 3)
ukazali vysSiu stabilitu duplexu s aduktom a chybnou inkorporaciou dGMP v porovnani
s kontrolnym nemodifikovanym duplexom. Zaroven bolo potvrdené, Ze inkorporacia
spravneho dCTP je vyhodnejsia, pretoze dochadzalo k zvySeniu termodynamickej stability
vznikajuceho duplexu. To sa dalo ocakavat, pretoze dCTP je sucastou Watson-Crickovho
parovania bazi DNA, zatial ¢o dGTP nie je. V stlade stymto tvrdenim je fakt, Ze
inkorporacia dGTP dokonca znizila termodynamicku stabilitu platinovaného aj
nemodifikovaného nekomplementarneho G~G duplexu oproti komplementarnemu G~C
duplexu. Modifikaciou DNA komplexom AMD doslo k entalpickej destabilizécii, ktora bola
kompenzovana zvySenim entropie. Celkovy efekt (vyjadreny zmenou AG) komplexu AMD
na DNA duplex je termodynamicka stabilizacia, ktord je entropického povodu. Tento
vysledok sa da interpretovat’ tak, ze AMD adukt zvySuje termodynamicku stabilitu parov bazi
Vv tesnej blizkosti aduktu, o je spdsobené interkalaciou akridinovej podjednotky AMD.

Vzhladom k tomu, Ze entalpicko — entropicka kompenzacia je v katalytickom mieste
enzymu potlacend, preferencia inkorporacie jednotlivych nukleotidov je riadend entalpicky

[197]. Experimentalne data potvrdzujt, ze adukt AMD blokuje studované DNA dependentné
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DNA polymerazy jeden alebo viac nukleotidov pred poskodenim. V pripade translézove;j
syntézy je preferovana inkorporacia spravneho dCTP, ktora je entalpicky vyhodnejsia.

Vizba AMD na DNA zahffia kombindciu interkaldcie akridinovej podjednotky
a monofunk¢nii koordinacni vdzbu platiny na N7 guaninu. Interkalaciou akridinovej
podjednotky dochadza k delokalizovanym konforma¢nym distorziam, ktoré ovplyviuju pary
bazi v bezprostrednom susedstve aduktu [136]. Adukt sa nachadza vo vel’kom Zliabku DNA,
takze priama interakcia AMD s KF**°" a Poln je nepravdepodobna. Na druhej strane by
adukty AMD mohli ovplyvnovat® silu interakcie $tudovanych DNA polymeraz s DNA
Vv pripade, ze adukt brani konformaénym zmenam DNA potrebnym k vytvoreniu komplexu
DNA-DNA polymeraza-dNTP [198].

Zaverom tejto prace je potvrdenie uzitocnosti MST na ziskanie detailnych
termodynamickych parametrov translézovej syntézy DNA cez adukt AMD. Vysledky
ziskané pomocou MST boli v stlade s experimentalnymi datami popisujicimi translézova

syntézu DNA cez adukt AMD prokaryotickou aj eukaryotickou DNA polymerazou.
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5 Zaver

Uvodné ¢ast’ dizertanej prace sa venuje popisu interakcii DNA a cisplatiny ako
najpouzivanejSieho cytostatika na baze kovov. Boli popisané konformac¢né zmeny v DNA
vyvolané vizbou cisplatiny aich buneéné spracovanie. Dalej nasledoval popis vyvoja
a vlastnosti novych komplexov na baze kovov s odliSnou $truktirou a mechanizmom
pdsobenia ako cisplatina.

Priméarnym ciel'om tejto prace boli prispiet’ k teoretickym poznatkom o mechanizme
ucinku novych protinadorovych zlucenin s centralnym atomom kovu, Biologicka aktivita
cisplatiny a jej derivatov je sprostredkovana rozpozndvanim jej aduktov bunecnymi
proteinmi a celkovou odpoved’ou bunky na poskodenie DNA. Je vel'mi doélezité poznat
mechanizmus G¢inku tychto latok, jednak z dovodu zlepSenia celkovej cytotoxicity a taktiez
kvoli efektivnemu zvladnutiu liecby.

V praci boli skimané rdzne skupiny platinovych derivatov — polynuklearne platinové

t"' komplexami, priame derivaty cisplatiny,

komplexy v spojeni so selektivnymi P
monofunk¢ény komplex a komplex galia.

V snahe zlepsit' vlastnosti polynuklearnych platinovych zlicenin a zvysit ich
selektivny cytotoxicky téinok boli syntetizované nové dinukledrne fotoaktivovatelné Pt"
komplexy. V prvej Casti tejto prace bola studovana vézba dvoch novych fotoaktivovatelnych
dinuklearnych plati¢itych komplexov na DNA. Ich fotodekompoziciou po aktivacii modrym
svetlom sa uvolnili dve platinové jednotky podobné mononuklearnemu FM-190. To malo
za nasledok, ze 1 a 4 reagovali podobne, ako mononuklearny komplex FM-190 ¢o sa tyka
kinetiky vdzby na DNA, transkripéného mapovania a footprintu DNA aduktov pomocou
DNazy 1. Na druhej strane vSak boli v porovnani s fotoaktivovanym mononukledrnym FM-
190 priblizne dvojnésobne ucinnejsie pri potlaceni fluorescencie EtBr interkalovaného do
DNA, vytvarani medziretazcovych mostikov a rozvijani DNA. Toto spojenie

fotoaktivovatelnych Pt

komplexov s polynuklearnymi komplexami sa ukazuje ako ispesné
z hladiska zvySenej cytotoxicity a selektivity na nddorové bunky.

Intenzivny vyskum mechanizmu ucinku platinovych cytostatik a ich derivatov viedol
k zaveru, ze za ich protinadorové ucinky je zodpovedné poskodenie DNA vyvolané ich
koordinac¢nou vizbou. Vysledky prezentované v druhej Casti tejto dizertacnej prace ukazuju,
ze chiralita komplexov [Pt(DABN)CI.] méze vyrazne ovplyvnit’ sposob ich vdazby na DNA.
Na druhej strane sa vSak rozdiely vo vidzbe na DNA neprenasaji priamo do bune¢ného

spracovania a toxicity R- a S-[Pt(DABN)CI: v rakovinovych bunkach. Tieto vysledky

podporuju hypotézu, Ze na rozdiel od konvenénych platinovych lie¢iv aich priamych
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analogov nie je poskodenie DNA sposobené vidzbou komplexov [Pt(DABN)CI;] hlavnym
faktorom zodpovednym za ich biologické pdsobenie. Ziskané vysledky naznacuju, ze
dokonca aj komplexy Strukturne odvodené od cisplatiny, ako napriklad R-[Pt(DABN)CI;] a
S-[Pt(DABN)CI;], by mohli mat’ biologicky mechanizmus u¢inku vyrazne odlisny od
cisplatiny.

Jednou zo stratégii na vylepSenie platinovych cytostatik je vymena centralneho atomu
platiny za iny kov ako napriklad galium. Niekol'ko jeho uspesnych zlucenin je v roznych
fazach klinického testovania. V tejto praci bola skimana antiproliferativna aktivita komplexu
galia s ligandom kloxiquinom na celej skale bunkovych nadorovych linii a porovnavana
s uc¢inkom cisplatiny a samotného ligandu kloxiquinu, ktory taktiez vykazuje protinadorové
ucinky. Tento komplex vykazoval vyssiu antiproliferativnu aktivitu a vyraznejsiu selektivitu
na nadorové bunky v porovnani s cisplatinou a ligandom kloxiquinom.

Translézova syntéza cez adukty protinadorovych komplexov platiny na DNA
koreluje s rezistenciou nadorovych buniek na liecbu. Prave z tohto dévodu bolo zaujimavé
sledovat’ premostenie a S tym spojené termodynamické zmeny Specifického monofunkéného
aduktu komplexu AMD na DNA pomocou dvoch DNA polymeraz a MST. Adukt AMD
vel'mi G¢inne inhiboval aktivitu obidvoch polymeraz a oproti poskodeniu DNA bola najviac
preferovana inkorporacia spravneho nukleotidu dCTP. Na druhej strane, Poln bola schopna
inkorporovat’ nespravny dGTP oproti platinovanému G s vyssou relativnou u€¢innost'ou ako
oproti nemodifikovanému G v kontrolnom template. To bolo potvrdené pomocou MST, kde
termodynamické parametre ukazali vysSiu stabilitu platinovaného nekomplementarneho
G~G duplexu, ako nemodifikovanej kontroly. Zaroven bolo potvrdené, ze inkorporacia
spravneho dCTP je termodynamicky vyhodnejSia. Vysledky ziskané pomocou MST boli
v stlade s experimentadlnymi datami popisujucimi translézovu syntézu DNA cez adukt AMD
prokaryotickou aj eukaryotickou DNA polymerazou. Termodynamické parametre taktiez
prispeli k hlbsiemu porozumeniu toho, ktoré faktory vplyvaji na mechanizmus DNA syntézy
cez adukt AMD.

Vysledky ziskané v tejto dizertanej praci viedli k popisaniu vézby novych
metalofarmak na DNA a mechanizmu ich pdsobenia na molekularnej a bune¢nej Grovni.
Praca prispieva k rieSeniu projektov zameranych na problematiku novych ucinnejSich

a bezpecnejsich metalofarmak pouzitel'nych pri protinadorove;j terapii.
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7 Zoznam skratiek

A —adenin
AAS — atdbmova absorpcna spektroskopia

ACR — [PtCI(en)(L)](NOs3)2 (en = ethylén-1,2-diamin, L = 1-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-
1,3-dimethylthiourea)]

AMD — [PtCl(en)(L)](NOs). (en = ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-
N-methylpropionamidin)]

BBR3464 — [{trans-PtCI(NHs)2}2(u-trans-Pt(NH3)2{ NH2(CH2)sNH2}2)1*

BER — bazova excizna oprava

C — cytozin

H-CIQ — kloxiquin (5-chlor-8-chinolinol)

CT-DNA — DNA z teleciho thymu

Cy5 — fluorescencnd znacka cyanine 5

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethyléndiamintetraoctova

EPR — ,,enhanced permeability and retention* efekt — efekt zvySenej permeability a retencie
DMS — dimethylsulfid

DMSO - dimetylsulfoxid

DTD —,,drug targeting and delivery* - cielend akumulacia lieciva v nadorovych tkanivach
dCMP — deoxycytozin monosfat

dNTP — 2'-deoxyribonukleotid-5"-trifosfat

dATP — 2'-deoxyadenozin-5'-trifosfat

dCTP — 2'-deoxycitidin-5'-trifosfat

dGTP — 2'-deoxyguanozin-5'-trifosfat

dTTP — 2'-deoxytymidin-5'"-trifosfat

EtBr — ethidium bromid

EtOH — ethanol

FM-190 — trans,trans,trans-[Pt(N3)2(OH)2(pyridin):]

G — guanin

GSH — glutation

HMG — (,,high mobility group protein“ — skupina proteinov s vysokou pohyblivost'ou
HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia

HR — homologna rekombinacia
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ICs0— koncentracia komplexu indikujtica 50 % inhibiciu proliferacie buniek
ICL — ,,interstrand crosslink® — medziretazcovy mostik

ICP-MS - hmotnostna spektrometria s indukéne viazanym plazmatom

Ka — asocia¢na konstanta

Kq— disocia¢na konStanta

KF=*™ —Klenow fragment DNA polymerazy I bez exonukleazovej aktivity
KP46 — tris-(8-chinolinolato) galium (III)

MMR — ,,mismatch repair* — oprava chybne sparovanych bazi

MST — ,,MicroScale Thermophoresis® — mikroskalova termoforéza

MTT — 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
NER — nukleotidova excizna oprava

NHEJ — nehomologne spéjanie koncov DNA

PAA — polyakryl amid

PBS — fosfatovy pufor

PCNA — , proliferating cell nuclear antigen* — proliferatny bunkovy jadrovy antigén
Poln — DNA polymeraza n

Poli — DNA polymeraza 1

Polk — DNA polymeraza «

Pol{ — DNA polymeraza

I, — pocet molekul platinového komplexu naviazanych na jeden nukleotid

ri — pocet molektll komplexu pripadajticich na jeden nukleotid

RNA — ribonukleova kyselina

ROS — reaktivne formy kyslika

T — tymin

TLS — translézova syntéza
Tm — teplota topenia

UV-VIS spektrometria — spektrometria v ultrafialovej a viditel'nej oblasti spektra
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ABSTRACT: A series of dinudear octshedml PYY compleses : R

tratns, br s, brans-[ [P (N s (py )2 (OH)(OC(O )CH, CH,C (O ) 4 mf ) ." et
NH}LR] containing pyddine (py) and bridging dicarborylate [R = k_ - J ._ihﬂl‘k!
—CH,CH,— (1), frans-1,2-CsH,4— (2), p-CeHe— (3), | B, LLE
—CH,CH,CHyCH:— (4)] ligands have been synthesized amd b Cell cycln Fo—

dharcterized, incleding the X-ray erystal structures of complexes 1-
IMeDH and 4, the st photosctivatable dinudesr P compleses
with azido ligands. The complexes are highly stable in the dadk, but
upon photoactivation with bluse light (420 nm), they release the
brdging ligand and mononuclear photoprodects. Upon imadiation
with Blue light (465 nm), they generate axidd and hydroxyd radicals,
detected wsing a 5, 5-dimethyl-1-pyroline N-ocide electron para-
magnetic resomance spin trap, accompanied by the disappearance of the lgand-to-metal charge-transfer (M, — Pt) band at ca
300 nm. The dinedear complexes are photocytotorde to human cancer cells (465 nm, 4.8 mW/em®, 1 h), induding A2780
hurman ovadan and esophageal OE19 cells with IC,, values of B.8—T83 uM, whereas dsplatin is inactive under these conditions.
Complexes 1, 3, and 4 are notably more photoactive towand dsplitin-resistant ovarian A2780cs compared to AATED cells.
Remarkably, all of the compleces were relitively nontoxic toward nommal cells (MBCS lung fibroblasts ), with 1Cy, values =100
AM, even after irradiation. The introduction of an aromatic bridging ligand (3) significantly enhanced cellular uptake. The
populstions in the stages of the cell cyde memained wnduanged upon teatment with compleses inthe dad, while the population
of the G2/M phase increased upon iradiation, mggesting that DNA & a target for these photoactivated dimsclear PV
complexes. Liquid chromatography—mass spectrometry data show that the photodecomposition pathway of the dinsdear
compleses results in the release of two molecules of monomeclear platinem( 1) species Asa consequence, DNA binding of the
dimsdear complexes after photoactivation in cell-free media is, in several respects, qualitatively samilar to that of the
photosctivated mononudesr comples FM-190. Afier photosctivalion, they were 1-fold more effective in quenching the
fluorescence of EtBr bound to DNA, forming DNA interstrand cross-links and unwinding DNA compared to the photoactivated
FM-190.
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B INTRODUCTION

Photoactivation i3 a promigng effecive and nominvasive
chemotherapewtic !-i:ni:t%'g,-.:l_4 Photochemotherapy wing the
appropriate Pt compleses has the potential to overcome some
of the limitations of comentional cuplatin therapy, inclsding
poor phamacokinetics, dose-limiting side effects, restricted
spectrum of anticancer sctivity, high incddence of resstance,
and lack of nomal-cell discrimination.™ The application of
Oy -dependent photodynamic therapy is imited becawse of the
low concentration of O, in hypodc tumaons, together with the
need for diffisson of Oy from adjacent tsues " Photoactivated
chemotherapy, in contrast, is less dependent on O for
cytotomicity and provides 3 mew avemse to anticancer drug
design.
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tions." ™" Photoa ctivatable Pt]:;F prodrsgs can exhibit high dadk
stability and Pﬁbentia] Phﬁbﬁq-tﬁbﬁ:iuity;”_“ enmPle!-
indude divsdoplatioem(IV) complexes containing varow
nonleaving amines and adal substituents* ™™ Among them,
e pranstrans [P NL)( OH ) (py)a] (FM-190) is highly
potent, ™ ks good aqueous solubility, & relatively stable in
cell culure media and toward reactions with abundant
intra el lu bar b'.iPLT'I:ide g]'l.lhﬂmm (GSH; y-1-Glu-1-Cys-Gly),
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ABSTRACT

DNA-reactive platinum complexes, sch as cisplatin and its antitomor derivatives, are presuppossd to kill actively proliferating cancer cells. Thus, the intense
research of the mechamism of action (MoA) of this class of platinum: drugs led to the conclusion that a major factor responsible for antitamor effects of conventional
platinem drugs and their derivatives is DNA damage induced by their coordinative binding. Here, we present the resalts of the imvestigations aimed at clarification of
the DMA binding modes of two direct dervatives of cisplatin, such 25 enantiomeric Po(ll) complexes, R- and 51,1 binaphthyl-2,2"-diaminodichlorido-Pe(II) com-
plexes (- and S-[PDABN)CL 1), and compared these modes to that of cisplatin. We show that the chimlity of [PH{DABN)I,] complexes can markedly affect their
XNA binding mode. On the other hand, the variations in DNA binding do not transkate directly into cellular processing and toxicity in cancer cells. Thus, the results
are consistent with the view and support the hypothesis that, in contrast to conventional platinum drags and their derivatives, the DNA damage resulting from the

binding of the [PeDABN}:] complexes is not a major factor accountable for their biological actions.

1. Introduction

Platinum complaxes belong to the cytostatics maost frequently used
worldwide In the reatment of human cancer. The utillzation of clini-
cally used platinum cytostatics (cisplatin and their derfvatives, carbo-
platin, and oxaliplatin}, Is connected, despite thelr medicinal and
commearcial successfulness, with some limitatlons, such as side effects,
the resistance of @ number of tumors to these drugs and acquired re-
sistance. These imitations have led o an Intense search for new pla-
tinum cytostatics, which would at least partially overcome these re-
straints. Consequently, several hundreds of new platnum complexes
have been Introduced which exhibit improved antitumor propertles
compared to conventonal platinum cytostatics, both in virro and dn vivo.
Concurrently with the search for new platinum cyiostatics, the Intense
research of thelr mechanism of action s under way as well This re-
search led to the conclusion that an important pharmacological target
of conventionzl platinum drugs and their derivatives is nuclear DMNA
[1,2]. A consequence of this inding was that DNA modifications by
conventional and mew platinum cytostatics, the recognition of these
modifications by cellular components and repalr of the resulting DNA
damage have been Intensively Investigated as well The results of this
research are becoming the background for formulanization of new

* Corresponding author.
E-mul address jana@ibpoce (1. Kaipdrkowd).

hitps:/doi.org/ 10,100 6/].ica. 201 206003

relationships between the structure of the platnum complexes and thair
pharmacodogical activity on the basis of which new, more effective
platinum cytostatics can be proposed.

Recently, the new platinumill) derivatives of cisplatin, the en-
antiomertc R- and  5-1,1"-binaphthyl-2,2-diaminodichlorddo-PHm
complexes (K- and 5-[PUDABM)CL], Flg. 1) were Introduced [3-5].
They were shown to exhibit antiproliferative effects In some tumor call
lines sensitive to conventlonal clsplatin or oxaliplatin. Thess effects
ware comparable or even beiter than those of parental cisplatin or
cxaliplatin, with the R-isomer being mostly less potent than the 5-
congener [4.5]. Interestingly, B- and 5-[PHDABNMCL] are also active In
the clsplatin-resistant isogenic tumor cells indicating thelr efficlency to
clreumvent acquired resistance to clsplatin. These promising resulis
ware an impetus for carrylng out mechanistic studies of the mechanism
of action (MoA) of thess compounds including also some studies almed
at understanding thelr interactions with DNA In cell-free media. The
results of the latter studles showed that both B- and 5-[PUDABNMC]
bind mammalizn calf thymus DNA [5]. Despite a higher potency of the
5-tsomer, the R-lsomer showed greater cellular accumulation and more
effective binding to ct-DNA. Additional smdies revealed that 5[Pt
(DABN)CL,] binds to base residues in the human telomeric sequence
folded In the G-quadruplex structure more effectively than Its R-
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ABSTRACT

InCTuRey:

CVINDNY TSISKE - UHFFFADYEA-Kieywants:
5-Chioro-8-quinolingl

7-Eromo-B-quinatingl

5,7-Dlindo-B-quinotinal
5-Chilorn-7-odo-B-quinclinol

GalBumi(III) complaxes

Amtiprofiferative actvity

Antiradical activity

Four gallium{lI[} complexes, [Ga(C1)2]-MeOH (1 - MeDH), [Ga(O0k] (1), [GalBr(la] (Z), [Galdig] (3) and
[GalCla)] (4), were prepared (H-(1Q) = S<chloro-B-quinclinel, H-8r) = 7-brome-E-quinalinel, H-dIQ = 5.7-
diiodo-B-quinalingl, H-OQ = S-chloro-T-iodo-E-quinalinel) and characterised by elemental analysis, [R and NME
spectroscopy. Single crystal strocture analysis of 1 - MeDH confimrmed that the complex has a molecular
structure with gallium(IlI) metal icn coordinated in mer-fashion by N- and O-donor atoms of three () ligands.
Stability of all complexes in DMS0 was proved by "H NME spectroscopy. The in viro antiproliferative activiey of
1 was evaluated against the A2780, MBA-MB-231 and HCT116 cell lines. Complex 1 displays higher anti-
proliferative activity (I0s: walues in the range 2.1-6 pu) compared to the O lgand and cisplatin; and a sig-
nificant selective antiproliferative potency (10, = 136 pw, for normal MRCSpd30 cell line). Radical scavenging
experiments revealed that complex 1 exhibits the highest anticxidant actiwity of the prepared complexes as well

as the ligands.

Metal-based drugs are one of the dominant interests of the antic-
ancer research since the successful clinical approval of clsplatin® After
platinum-based compounds, antproliferative or anticancer activity of
more metal compounds was Investizated in viero™” or in vive,* respec-
tively. Gallumd{Ill) compounds appear as highly perspective ones be-
cause galllum(Nl) shares several characteristics with iron{IIIL" In the
past decades, detalled pharmacokinetic studies of galllumilll) com-
pounds were conducted” ”, antitumor mechanismes were indlcated,”
new effective treatment strategles based on bloavallability were iden-
tified™'* and some of the parspective compounds have proceedsd In
clintcal trials {GaiNOy)s, galllum(ll) maltodate and EP46)""". One of
the most alegant examples of new generation of metal-based drugs 15
EP45  (tris<{B-quinolinolatolgalliumil)).” The superor chelating
ability of KP46 15 repressnted by a wvery high stabllity constant
(logfs = 40.7), but kinetically the complex was identified as labile
(dissociation In the stationary silica phase In HPLC separation). How-
ever, the kinetic Inertness should not be affected In the gastro-enteric

* Corresponding author.
E-mal address ivan. potocnakitupijs.sk (L Potoéfidk).

hitps//doi.oeg/10.1 016/ bmcl. 2020.127 206

tract and KP46 solutlon in water or in physiologle buffers ks chemically
stable for sevaral hours (50% of the drug).'® Preclinical ressarch fo-
cused on the in viro cancer cell lnes studles (lung, ovarian, breast,
colon cancers and melanoma) indicated obvious antproliferative ac-
HVItY (Hosg 0F KP46 b5 = 5 M for cormesponding cancer call linas),****
Similarly, the in vivo studies have shown remarkable cytotoxicity and
bloavallability In comparison with simple galllumi) salts in mice and
EP46 also exhibited high affinity to bone tissues. These Andings de-
maonstrated that KP46 |5 sultable as a therapeutic cholce for osseous
tumours and bone metastatic cancers as well. The in vitro studles sug-
gest high cytotoxicity against csteosarcoma cells.””

The main goal of the EP46 discovary was a8 new treatment strategy
basad on & combination with cisplatin chemotherapy. Jakupes e al™®
have analysed combination effects of EP46 with platinum-based dnags
(cisplatin, carboplatin, and cxzliplatin) in human cancer cell lines and
compared them with single-ggent activities. Thelr results suggest an
additive and synergistic anttumor ability In ovarian (41 M, CH1) and
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International Journal of Molecular Sciences 21, 7806 (2020)
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Abstract Translesion synthesis (TLS) through DNA adducts of antitumor platinum complexes has
been an interesting aspect of DMNA synthesis in cells treated with these metal-based drugs because
of its cormelation to drug sensitivity. We utilized model systems employing a PMNA lesion derived
from a site-specific monofunctional adduct formed by antitumor [PHClen){L)J(NOy)p (complex AMD,
en= ethane1,2-diamine, L. = N-[2-{acridin-9-ylamino)ethyl-N-methy lpropionamidine) at a unique
G residue. The cataly tic efficiency of TLS DINA polymerases, which differ in their processivity and
fidelity for the insertion of correct dCTE with respect to the other incormect nucle otides, opposite the
adduct of AMD, was investigated. For a deeper understanding of the factors that control the
bypass of the site-specific adducts of AMD catalyzed by DMNA polymerases, we also used microscale
thermophomesis (MST) to measume the thermodynamic changes associated with TLS across a single,
site-specific adduct formed in DNA by AMID. The elative catalytic efficiency of the investigated
DMNA polymerases for the insertion of correct dCTE with respect to the other incorrect nucleotides,
opposite the AMD adduct, was reduced. Mevertheless, incorporation of the cormect C opposite the G
modified by AMD of the template strand was promoted by an increasing thermodynamic stability of
the resulting duplex. The reduced relative efficiency of the investigated DNA polymerases may be
a consequence of the DMNA intercalation of the acridine moiety of AMD and the sixe of the adduct.
The products of the by pass of this monofunctional lesion produced by AMD and DNA polymerases
also resulted from the misincorporation of dNTPs opposite the platinated G residues. The M5T
analysis suggested that thermodynamic factors may contribute to the forces that governed enhanced
incorporation of the incorrect dNTPs by DINA polymerases.

Keywords:  platinum-acridine; antitumor; transkesion DNA  synthesis; DNA - polymerases;
microscale thermophoresis

1. Introduction

Flatinum-based coordination compounds offer broad possibilities for the design of anticancer
chemotherapeutics [1). The conventional platinum drugs, cisplatin, carboplatin, and oxaliplatin,
are approved worldwide in the treatment of cancer. Currently, great e ffort has been devoted worldwide
to the development of new, nonclassical platinum complexes that operate via mechanisms of action
distinct from those of the approved platinum anticancer drugs [1-5]. Designing new antitumor platinum
drugs and suggesting strategies for improving the chemotherapeuticeflectiveness of the existing drugs

Int. . Mol Sci 2000, 21, 7B doi 1L 33590ijma 21 207806 www.mdpi comyfjourmnal ims

je v plnom texte dostupny na strankach:

https://www.mdpi.com/1422-0067/21/20/7806
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Uéast’ na konferencii:

Monika Hreusova, Olga Novakova, Viktor Brabec. Posterova prezentacia: Bypass of the
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Staz bola absolvovana na University of Vienna, Department of Inorganic Chemistry, Cell
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prietokovej cytometrie.
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ABSTRAKT

Organokovové komplexy st vyznamnou stcast’ou protinadorového vyskumu
od uspesného klinického schvalenia cisplatiny. Popri konvenénych platinovych
cytostatikach, ktoré viak maju svoje limity, je dolezity vyskum a vyvoj v tejto oblasti
za ucelom ziskania novych koordina¢nych komplexov s centralnym atomom kovu
S lep$im terapeutickym u¢inkom a nizSou systematickou toxicitou. Predkladana
dizerta¢na praca sa zaobera mechanistickym $tidiom protinadorového tucinku troch
skupin novych platinovych zlucenin na molekularnej tirovni a Stadiom komplexu
galia na bunecnej Grovni.

Prva Cast’ prace pojednava o vysledkoch $tudia in vitro interakcii novych
fotoaktivovatel'nych dinuklearnych plati¢itych komplexov s DNA a porovnanim ich
¢inku a zaroven vplyvu dizky spojovacieho linkru s pribuznym mononuklearnym
FM190 (trans, trans, trans- [Pt(N3)2(OH)2(pyridin),]). Zistilo sa, Ze po oziareni
modrym svetlom dochadza k fotodekompozicii Studovanych dinuklearnych
komplexov za vzniku dvoch aktivnych mononuklearnych platinovych jednotiek
podobnych mononukledrnemu FM190. Nasledkom toho spésobovali skimané
dinuklearne komplexy takmer rovnaké poskodenie DNA ako mononuklearny
FM190.

Vysledky prezentované v druhej Casti tejto dizertanej prace ukazuju, ze
chiralita komplexov [Pt(DABN)CI:], kde (DABN = 1,1'-binaftyl-2,2-diamin), méze
vyrazne ovplyvnit’ spdsob ich vizby na DNA, ktora sa vSeobecne povazuje za hlavny
farmakologicky ciel’ konvenénych protinadorovych komplexov platiny a ich
derivatov. Na druhej strane sa vsak rozdiely vo vdzbe na DNA neprenasaju priamo
do bune¢ného spracovania atoxicity R- a S-[Pt(DABN)CI: v rakovinovych
bunkach. Z toho vyplyva, ze posSkodenie DNA tymito komplexami nemusi byt
hlavnym doévodom ich protinadorového ucinku na rozdiel od konvencnych

platinovych cytostatik a ich derivatov.



Tretou Castou prace je Studium komplexu géalia na bune€nej urovni a
stanovenie jeho antiproliferativnej aktivity na viacerych bunkovych nddorovych
liniach. V porovnani s cisplatinou je tento komplex vyrazne ucinne;jsi a selektivne;jsi
na nadorové bunky.

Jednou z pri¢in rezistencie na lieCbu je tolerancia poskodenia DNA
prostrednictvom translézovej syntézy DNA cez platinové adukty. V poslednej Casti
tejto dizertacnej prace bola Studovand translézova syntéza DNA cez Specificky
monofukény adukt protinadorového komplexu AMD ([PtCl(en)(L)](NOs3), en =
ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin))
pomocou DNA polymeraz a s tym spojené termodynamické zmeny prostrednictom
mikroskalovej termoforézy (MST). Vysledky ziskané pomocou MST boli v stlade
s experimentalnymi datami popisujucimi translézovu syntézu DNA cez adukt AMD
prokaryotickou aj eukaryotickou DNA polymerazou. Termodynamické parametre
taktiez prispeli k hlbSiemu porozumeniu toho, ktoré faktory vplyvaji na

mechanizmus syntézy DNA cez adukt AMD.



ABSTRACT

Organometallic complexes have been an important part of anticancer
research since the successful clinical approval of cisplatin. In addition to
conventional platinum cytostatics, which have limitations, research and
development in this field are essential to obtain new metal-based coordination
complexes with a better therapeutic effect and lower systemic toxicity. The present
dissertation deals with the mechanistic study of the antitumor effect of three groups
of new platinum compounds at the molecular level and the study of the gallium
complex at the cellular level.

The first section pertains to the results of an in vitro study of DNA
interactions of new photoactivatable dinuclear platinum (IV) complexes, as well as
the comparison of their effects and the influence of the length of the linker with the
related mononuclear FM190 (trans, trans, trans- [Pt(Ns)2(OH)2(pyridine).]). It was
found that after irradiation by blue light, photodecomposition of the studied
dinuclear complexes occurred to form two active mononuclear platinum (I1) units
similar to mononuclear FM190. As a consequence, the investigated dinuclear
complexes caused almost the same DNA damage as mononuclear FM190.

The results presented in the second section of this dissertation show that the
chirality of [Pt(DABN)CI> (DABN = 1,1'-binaphtyl-2,2-diamine) complexes can
significantly affect the way they bind to DNA, which is commonly considered the
main pharmacological target of conventional antitumor platinum complexes and
their derivatives. On the other hand, the variations in DNA binding do not translate
directly into cellular processing and toxicity of R- and S-[Pt(DABN)CI: in cancer
cells. Therefore, unlike conventional platinum drugs and their derivatives, the DNA
damage resulting from binding of R- and S-[Pt(DABN)CI2 is not the major factor

responsible for their biological actions.



The third section of this thesis describes the study of the gallium complex at
the cellular level and the determination of its antiproliferative activity on several
tumor cell lines. Compared to cisplatin, this complex is significantly more effective
and selective for tumor cells.

One cause of resistance to treatment is the tolerance of DNA damage by
translesion DNA synthesis through platinum DNA adducts. The last section of this
dissertation deals with the study of the translesion DNA synthesis through site-
specific monofunctional adduct formed by antitumor AMD complex
[PtCI(en)(L)](NOs)2, en = ethane-1,2-diamine, L = N-[2-(acridin-9-ylamino)ethyl]-
N-methylpropionamidine) using DNA polymerases and MicroScale thermophoresis
(MST) for associated thermodynamic changes. The MST results were in good
agreement with experimental data describing translesion DNA synthesis across the
AMD adduct by DNA polymerases of eukaryotic and prokaryotic origin. The
equilibrium thermodynamic data also contributed to a deeper understanding of the
factors that control the mechanisms of template-directed DNA synthesis across the
AMD adduct.
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1. Zoznam pouzitych skratiek

A — adenin

ACR — [PtCI(en)(L)](NOs3)2 (en = ethylén-1,2-diamin, L = 1-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-
1,3-dimethylthiourea)]

AMD - [PtCl(en)(L)](NO3)2 (en=cthylén-1,2-diamin, L=N-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-N-
methylpropionamidin)]

BBR3464 — [{trans-PtCI(NHs)2}2(u-trans-Pt(NHz)2{NH2(CH2)sNHz}2)]**

C — cytozin

H-CIQ — kloxiquin (5-chlér-8-chinolinol)

CT-DNA — DNA z teleciho thymu

Cy5 — fluorescencna znacka cyanine 5

DTD — ,,drug targeting and delivery” — cielend akumulécia lie¢iva v nddorovych tkanivach
dCMP — deoxycytozin monosfat

dNTP — 2'-deoxyribonukleotid-5'-trifosfat

dATP — 2'-deoxyadenozin-5'-trifosfat

dCTP — 2'-deoxycitidin-5'-trifosfat

dGTP — 2"-deoxyguanozin-5'-trifosfat

dTTP — 2"-deoxytymidin-5'-trifosfat

EtBr — ethidium bromid

FM-190 — trans,trans,trans-[Pt(N3)2(OH)2(pyridin)2]

G — guanin

GSH — glutation

HMG — ,,high mobility group protein* — skupina proteinov s vysokou pohyblivostou
1Cs0— koncentracia komplexu indikujuca 50 % inhibiciu proliferacie buniek

ICL — ,,interstrand crosslink® — medziretazcovy mostik

Ka— disociacna konstanta

KFe*~ — Klenow fragment DNA polymerazy I bez exonukleazovej aktivity

KP46 — tris-(8-chinolinolato) galium (IIT)

MST — ,,MicroScale Thermophoresis* — mikroskalova termoforéza

MTT — 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid

NER — nukleotidova excizna oprava

PAA — polyakryl amid

Poln — DNA polymeraza n

I, — pocet molekul platinového komplexu naviazanych na jeden nukleotid

ri — pocet molekul komplexu pripadajucich na jeden nukleotid

T — tymin

TLS — translézova syntéza

UV-VIS spektrometria — spektrometria v ultrafialovej a viditeI'nej oblasti spektra



2. Uvod

Koordina¢né zli¢eniny s centralnym atobmom platiny maji popredné miesto
V chemoterapii rakoviny. Prvym a zaroven doteraz najispe$nejSim cytostatikom
tohto typu je cisplatina. Okrem nej sa momentalne v klinickej praxi pouziva pat’ jej
priamych derivatov a desiatky d’alSich sa dostali do r6znych $tadii klinickych testov.
Vyznam platinovych cytostatik je zdorazneny tym, Zze liecba platinovymi
zlticeninami, ¢i uz samostatne alebo v kombindcii s inymi latkami, sa vyuziva pri
chemoterapii 50 — 70 % pacientov s mnohymi typmi nadorov [1].

V dnesnej dobe sa intenzivnym vyskumom koordina¢nich zltéenin
s centralnym atomom kovu zaobera mnozZstvo poprednych svetovych laboratorii.
V snahe zlepsit’ a rozsirit’ cytotoxické ucinky konvencnych platinovych cytostatik
su stale analyzované nové zluCeniny tohoto typu s inym mechanizmom ucinku a

vys§Sou selektivitou na nadorové bunky.

2.1. Mechanizmus posobenia lie¢iv na bazi cisplatiny

Dolezitym pokrokom V lieCbe rakoviny je objav cytotoxickej aktivity
cisplatiny, ktora patri k najzndmej$im a najvyuZivanej§im cytostatikim v
protinadorovej chemoterapii [2]. Najuspesnejsia je pri liecbe rakoviny semennikov,
kde je jej ucinnost’ takmer 100 % pri zachyte v skorych Stadiach ochorenia, d’alej s
to nadory vajec¢nikov, mo¢ového mechura, pltic, tenkého creva, zaludka ¢i niektoré
typy nadorov hlavy a krku [2—4].

Mechanizmus podsobenia cisplatiny zahffia S$tyri klacové kroky: (i)
akumulaciu v bunke, (ii) aktivaciu hydrolyzou, (iii) vdzbu na DNA a (iv) bune¢né
spracovanie 1ézil vytvorenych v DNA veduce k smrti bunky (Obr. ¢. 1) [5].
Cisplatina vstupuje do bunky dvoma spésobmi (Obr. ¢. 1). Prvym a najcastej$im je
pasivna difuzia cez plazmaticki membranu vdaka svojej malej velkosti
a planarnemu tvaru. Druhou cestou lieiva do bunky je aktivny transport

prostrednictvom transportérov medi Ctrl a Ctr2 [5-8]. Aktivovana cisplatina je
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kvo6li ziskanému kladnému naboju silny elektrofil a interaguje s réznymi bunecnymi
komponentami, ako st napriklad nukleové kyseliny, proteiny, membranové
fosfolipidy a molekuly obsahujice siru (glutation, metalothioneiny) (Obr. &. 1)
[2,9,10].

(I 1 Proteiny krvnej plazmy, albumin
Ki N H,,\‘—[;[—u —-  Deaktivacia

v
[CI] = ~100 mM 9 NH; i
N )
\

o \
Pasivna |
difizia

|+
HyN—Pt—OH,
N«o\iﬁ yI\H ,  Deaktivacia

s  MT a
E () < HN=P1—CI :
C R NH, )‘5; 2

2 3§
Deaktivécia & N ANTE \
q Pt ~NH; ﬂ

Inhibicia transkripcie
Apoptoza

Obr. ¢. 1: Schéma akumulécie, metabolizmu a rezister?gigncviasc[;?atiny V bunke (Prevzaté a upravené
z [11])

Jej hlavnym farmakologickym cielom je vSak DNA, na ktora sa viaze
prostrednictvom hydrolyzy komplexu. Naviazanim cisplatiny na DNA dochadza
k lokalnym zmenam konformécie DNA a vznika viacero aduktov — typov deformacii
DNA (Obr. €. 2).

Biologicka aktivita cisplatiny a jej derivatov je sprostredkovana
rozpoznavanim jej aduktov buneCnymi proteinmi ako si enzymy opravného
systému, transkripcné faktory, histony a proteiny s HMG (,,high mobility group®)
doménou, ktoré sa podiel’ajii na regulacii procesov zavislych na DNA [12]. Afinita

proteinov k modifikovanej] DNA moéze mat vyznamny vpyv na protinddorovi
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aktivitu platinovych komplexov. Lokalne zmeny v Struktiire DNA taktiez sposobuju
zastavenie DNA a RNA syntézy prostrednictvom blokacie DNA a RNA polymeraz
[12].

P
b {\NHz
NHj NH, NH3f
Obr. ¢. 2: Typy aduktov tvorenych na DNA cisplatinou: a) b) ¢) vnutroretazcové bifunkéné
adukty; d) monofunkény adukt; ¢) medziretazcovy mostik; f) DNA-proteinovy mostik (prevzaté
a upravené [12])

Celkovy efekt poskodeni v gendome nie je primarne riadeny samotnou
tvorbou poskodenia, ale efektivitou jeho opravy. Prave schopnost’ opravy DNA
urCuje prezitie alebo smrt nadorovych buniek. Mechanizmus odstranenia
platinového aduktu a opravy DNA zavisi na type jej poSkodenia. V bunkach su
adukty cisplatiny na DNA (najmé 1,2 GG a 1,3 GXG) efektivne odstraiované hlavne
pomocou nukleotidovej exciznej opravy (NER) [4].

2.2.  Vyvoj novych lie¢iv na baze kovov

Vzhladom k nizkej selektivite cisplatiny k nddorovym bunkam jej uzivanie
obmedzuji zavazné vedlajsie Gcinky [13]. Spolu so systematickou toxicitou je
ucinok cisplatiny limitovany aj ziskanou rezistenciou nadorovych buniek. Je taktiez
neucinna pri liecbe najCastejSie sa vyskytujucich nadorov ako su napriklad
kolorektalny karcinom, karcindém prsnika ¢i metastazy [14].

Nevyhody spojené s klinickym pouzivanim cisplatiny viedli k vyvoju
mnozstva d’al§ich potencidlnych platinovych zlucenin s protinadorovou aktivitou.
Na zaciatku bola snaha o vymenu odstupujucich ligandov, ktorou by sa znizili
vedlajsie G¢inky (karboplatina), neskér doslo k vymene vsetkych ligandov kvoli
tvorbe iného typu poskodenia DNA (oxaliplatina) [15]. Tymito modifikaciami doslo
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k zniZeniu celkovej toxicity, ale mechanizmus uéinku tychto derivatov je v podstate
rovnaky ako mechanizmus uéinku cisplatiny [16,17] Vynimkou je oxaliplatina,
u ktorej boli odhalené uz aj nové mechanizmy tcinku a taktiez ucinnost’ na nadory
hrubého ¢&reva v kombinacii s 5-fluoruracilom [18]. Na lie¢bu rakoviny sa
Vv sucasnosti okrem cisplatiny pouZziva pat’ jej derivatov (Obr. ¢. 3). Karboplatina a
oxaliplatina sa spolu s cisplatinou pouzivaju celosvetovo, zatial ¢o nedaplatina,

heptaplatina a lobaplatina st schvalené v Japonsku, Cine a Juznej Kérei [12].

o
o0— c Y
HN_ \\NHz O\c HN_ - O~¢c”
Pt Pt J
7S C 7\
HaN o NH o/ HN o
C
o
HsC Oy, NH, 0 ¢ NHz 0
, & \’/
A
H3C o NH, O Q N O/C
o) e

Obr. &. 3: Struktara klinicky pouzivanych derivatov cisplatiny. a) karboplatina, b) oxaliplatina, c)
nedaplatina, d) heptaplatina, e) lobaplatina (Prevzaté z [12])

Dalou stratégiou bola vymena atéomu platiny za iny prechodny kov. Ako
vel'mi Gspesné sa javia ruténium, galium, osmium, titan, iridium, zlato ¢i germanium
[19].

Vo vseobecnosti sa da povedat, Ze su tri hlavné stratégie dizajnu novych
platinovych cytostatik [13]. Prvou su komplexy s odlisnym vizbovym mdédom nez
cisplatina. Patria sem monofunkéné komplexy, komplexy s trans-geometriou
odstupujucich ligandov a polynuklearne komplexy [20]. Do druhej kategoérie
spadaju inertné prolieciva, ktoré st aktivované az v nadorovom tkanive. Prikladom
tejto skupiny st Pt" komplexy, ktoré vyuzivaji jedine¢né vlastnosti nadoru ako
kyslé pH a jeho hypoxické ¢i redukéné prostredie. Pt'Y komplexy sa v nadorovom
prostredi redukuju na Pt" komplexy, pri¢om dochadza k strate dvoch axidlnych

ligandov prave kvoli redukénému nadorovému prostrediu [13,21,22].
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Tretou stratégiou je cielend akumulécia lie¢iva v nddorovych tkanivach
(DTD — ,,drug targeting and delivery). Aktivny DTD je zaloZeny na $pecifickych
biomolekularnych interakcidch medzi lie¢ivom a nadorovymi bunkami liSiacimi sa

od zdravych [13].

2.2.1. Monofunkéné komplexy platiny

Monofunkéné komplexy platiny, obsahujtice iba jeden odstupujuci ligand,
boli dlht dobu povazované za neaktivne. Jednymi z prvych komplexov tohoto typu
st komplexy so v§eobecnym vzorcom cis-[Pt(NH3z),AmCI]*, kde AM je planarna
aromatickd baza ako pyridin, purin, pyrimidin ¢i anilin, ktoré vykazuju
protinadorovu aktivitu v rade mySich a l'udskych nadorovych bunkovych liniach
[23].

Vel'mi Gspesné bolo predstavenie komplexov s interkalatorovym ligandom,
kde sa predpokladalo, ze platinova jednotka je kovalentne naviazand na DNA
a interkalator taktiez interaguje s DNA za vzniku stabilného aduktu Struktirne
odlisného od aduktov cisplatiny [24,25]. Prikladom takychto komplexov su Pt-
ACRAMTU (ACR) a jeho amidinovy derivat (AMD) (Obr. ¢. 4). Vo vSeobecnosti
oba tieto komplexy rychlo interkaluji medzi pary bazi DNA, za ¢im nasleduje
platinacia purinovych nukleobazi. Tymto mechanizmom dochadza k zmene
klasickych védzbovych miest platinovych komplexov [26]. Protinadorova aktivita
oboch komplexov je sposobena vyssou akumulaciou v bunkach, rychlejSou tvorbou
aduktov aich menej efektivnou opravou v porovnani s cisplatinou [26,27]. Je
pozoruhodné, Ze hoci tieto komplexy nevytvaraju bifunkéné adukty na rozdiel od
konvencnych platinovych cytostatik, ich adukty na DNA ucinnejSie zastavuju DNA
a RNA polymerazy. Dochadza tak k inhibicii syntézy DNA a zastaveniu bunkového

cyklu v S faze, priCom cisplatina ho spravidla zastavuje az v G2/M faze [24,28].
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1: X=S,Y =NH; "PT-ACRAMTU"

2:X=NH,Y=CH,

Obr. &. 4: Struktira komplexov [PtCl(en)(L)](NOs)2 (en = ethylén-1,2-diamin, L = 1-[2-(akridin-

9-ylamino)ethyl]-1,3-dimethylthiourea) (1) - ACR a en = ethylén-1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-
9-ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin(2) - AMD) (Prevzaté z [27])

2.2.2. Polynuklearne komplexy platiny

Polynuklearne komplexy platiny su dalSou vel'mi vyznamnou skupinou
protinadorovych zlic¢enin. V tychto zluceninach s dve alebo viacero platinovych
reakénych centier spojenych linkrom réznej dizky a typu. Ich vyvoj bol zaloZeny na
predpoklade, ze vézbou a poskodenim DNA a tym padom aj samotnou bunecnou
odpoved'ou sa budu odliSovat’ od ucinku cisplatiny. VacSina polynuklearnych
komplexov sa viaze na DNA rychlejsie, nez cisplatina. Preferencne sa takisto viazu
na N7 guaninu, ale vytvaraji odli$né spektrum aduktov [24].

Najvyznamnej$im z tejto skupiny je trinuklearny komplex [{trans-
PtCI(NH3)2}2(p-trans-Pt(NH3)2{NH2(CH2)sNH2}2)]** (BBR3464) (Obr. &. 5), ktory
V porovnani s cisplatinou vykazuje vysSiu akumuldciu v nadorovych bunkach
a taktiez vys$Siu mieru platinacie DNA aj u buniek rezistentnych k cisplatine [29].
Viaze sa na guaniny a vytvara delokalizované vnutro- a medziretazcové adukty
dlhého dosahu. Medziretazcové mostiky s vel'mi tazko opravitel'né a pokladaju sa
za hlavn pri¢inu protinadorového u¢inku komplexu BBR3464 [30-32]. BBR3464
sa dostal do druhej fazy klinickych testov, na zdklade ktorych v§ak nebol doporuceny

k d’alsiemu klinickému skumaniu kvoli rozkladu v Fudskej krvnej plazme [33].
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Obr. ¢&. 5: Struktura trinuklearneho komplexu BBR3464 (Prevzaté z [24]
2.2.3. Komplexy platiny ako prolieciva

Pri hl'adani novych potencidlnych lie¢iv je dolezitym faktorom ich selektivna
cytotoxicita k nadorovym bunkam. Vyznamnou skupinou tychto latok st prolie¢iva,
ktoré su netoxické a neaktivne a ich cytostaticky ti¢inok vznika po ich konverzii az
V tele pacienta. Zo zli¢enin platiny posobia ako prolie¢iva Pt'Y komplexy. Na rozdiel
od planarnych Pt" maju oktaedralnu $truktru (Obr. &. 6), ktora je viac kineticky
inertnd a preto podliehaju substituénym reakciam pomalSie. Dochadza k zniZenej
interakcii komplexu s proteinmi krvnej plazmy a tym padom su stabilnejSie v Krvi
pacienta [34]. Zastupcom tejto skupiny latok je satraplatina (Obr. ¢. 6), ktora bola
ako prva vyvinuta pre oralne podanie a momentalne je vo faze III klinickych testov
v kombindcii s inymi lie¢ivami [22]. Po konverzii Pt" na Pt" v reduk&nom prostredi
nadorovych buniek reaguje aktivovany Pt' podobnym mechanizmom ako klasické
derivaty cisplatiny. Vzhladom k tomu, Ze pri aktivatnom kroku su odstranené
axialne ligandy, je mozné ich farmakologicky vyuzit' napriklad na zvySenie
selektivnej bune¢nej akumulacie ¢i aktivity [24,34,35]. Existuje niekol'’ko sposobov
redukcie platiitych komplexov — reakcia s GSH, kyselinou askorbovou ¢&i
fotochemicka aktivacia a podobne [35,36].
o]

A

HsN,, | Kel
/|\
: ~
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Obr. &. 6: Struktira satraplatiny (Prevzaté z [12])
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224, Komplexy galia

Od klinického schvalenia pouzivania cisplatiny st cytostatikd na baze
koordinacnych zlucenin s centrdlnym atomom kovu vyznamnou sucastou
protinddorového vyskumu. Zlu€eniny trojmocného galia sa v protinadorovej terapii
javia ako vysoko perspektivne, pretoze galium (III) ma nickol'ko vlastnosti
podobnych so Zelezom (III) ako napriklad elektricky naboj, iénovy polomer,
koordina¢né cislo a elektronovi konfiguraciu. Znamena to, ze galium moze
Vv niektorych bune¢nych procesoch Zelezo zastupit’ [37].

Niektoré zo zlucenin galia — (Ga(NOs)s, G¢inny V kombinacii s inymi
zlG¢eninami pri liecbe urotelidlneho karcindmu, maltolat gality (Obr. ¢. 7), uéinny
Vv liecbe hepatocelularnych nadorov, a KP46 (Obr. ¢. 7) sa dostali aj do fazy
klinického testovania [38]. Najvyznamnej$im znich je prave KP46 (tris-(8-
chinolinolato) galium (III)), ktory je momentalne v druhej faze klinickych testov.
Tento komplex vykazuje silnu antiproliferativnu aktivitu na réznych bunkovych
nadorovych liniach ako st napriklad pIicne, ovarialne, prsné, kolorektalne nadorové
linie a melanémy s 1Csp < 5 uM [37,39]. Taktiez vel'mi u¢inne posobi na kostné

primarne aj metastatické nadory [40].
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Obr. &. 7: Struktira klinicky testovanych galiovych komplexov: a) maltolét gality, b) KP46
(Prevzaté z [41])



3. Ciele prace

Cielom teoretického uvodu bolo zhrnat poznatky a vyvoj dosiahnuty
Vv oblasti protinadorovych zlicenin s centralnym atdémom kovu.

Experimentalna Cast’ prace sa sklada zo Styroch ¢iastkovych ciel'ov, ktoré sa
tykaji popisu vlastnosti novych potencialnych protinadorovych zlic¢enin pomocou
dostupnych molekularne — biologickych, biofyzikalnych, biochemickych a fyzikalne
— chemickych metdd.

Prvym bolo stadium interakcii novych fotoaktivovatenych dinuklearnych
plati¢itych  komplexov s DNA aporovnanim ich uinku s pribuznym
mononuklearnym FM190 (poskytnuté skupinou prof. Sadlera). Druhym cielom
bolo popisat’ rozdiely v mechanizme G¢inku dvoch enanciomérnych komplexov R-
[Pt(DABN)CI2] a S-[Pt(DABN)CIz] (poskytnuté skupinou prof. Bednarskiho),
ktory je zjavne odlisny od cisplatiny. Tretim cielom tejto prace bolo Studovat’
translézovl syntézu DNA cez Specificky monofunkény adukt platinového komplexu
AMD (poskytnuty skupinou prof. Bierbacha).

Okrem popisu platinovych derivatov a ich pdsobenia na molekularnej Grovni
bolo dal§im zcielov dizertatnej prace S$tidium komplexu galia (poskytnuty
skupinou prof. Poto¢naka) na bune¢nej Grovni stanovenim jeho antiproliferativnej

aktivity a selektivity na viacerych bunkovych nadorovych liniach.
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4. Vysledky a diskusia

Experimentalna ¢ast’ predkladanej dizertaénej prace je zalozena na Styroch
samostatnych publikaciach zverejnenych v medzinarodnych impaktovanych
¢asopisoch (vid’ Zoznam publikovanych prac). Tri ¢lanky su tematicky zamerané na
stadium molekularneho mechanizmu t€inku novych potencidlnych protinddorovych
zltiCenin platiny na DNA ajeden ¢lanok sa zaobera stanovenim cytotoxicity
komplexu galia.

4.1. Publikacia ¢. 1
Photoactivatable cell-selective dinuclear trans-diazidoplatinum(IV)
anticancer prodrugs.

Prvy projekt vramci tejto dizertanej prace sa zaoberd popisom vizby
fotoaktivovatelnych  dinuklearnych  komplexov  platiny trans,trans,trans-
[{Pt(Ns)2(pyridin).(OH)(OC(O)CH2CH2C(O)NH)}2R] [R=—CH2CH2>—(1),
—CH2CH>CH,CH2— (4)] na DNA a ich porovnanim s pribuznym mononuklearnym
trans,trans,trans-[Pt(Ns)2(OH)2(pyridin)2] (FM-190) (Obr. ¢. 8), aby sa potvrdil
vplyv spojujuceho ligandu.

\|/
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Q Mww 'S @MMM'\Q
RS "0

FM- 190 1 4
Obr. ¢&. 8: Struktura testovanych komplexov trans,trans,trans-[Pt(Ns)2(OH)z(pyridin)z] (FM-
190), trans,trans-[{Pt(N3)2(pyridin)2(OH)(OC(O)CH2CH2C(O)NH)}2R] [R=—CH2CH2—(1);
R=—CH2CH2CH2CH2— (4)] (Prevzaté z [42,43])

V pripade testovanych komplexov bola pouzita aktividcia modrym svetlom
(Amax=420 nm 1h a nasledna inkubécia v tme pri 37 °C po dobu 23h). Komplexy 1
a 4 po fotoaktivacii in vitro reagovali podobne ako mononuklearny komplex FM-
190. Co sa tyka kinetiky vizby komplexov 1 a 4 na CT-DNA, nebol medzi nimi
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a komplexom FM-190 zisteny signifikantny rozdiel (Obr. &. 9A). Na charakterizaciu
poskodeni sposobenych aduktmi komplexov FM-190, 1 a 4 indukovanych v DNA
bol pouzity DNA interkalator EtBr ako fluorescencnd sonda. Modifikdcia DNA
komplexami platiny za podmienok ozarovania viedla k znizeniu fluorescencie EtBr
(Obr. ¢. 9B). Pokles fluorescencie spdsobeny aduktmi fotoaktivovanych 1 a4 na
DNA bol pri ekvivalentnych hodnotach 1, (definované ako pocet molekul
platinového komplexu naviazanych na jeden nukleotid) dvojnasobny nez v pripade
FM-190. Modifikdicia DNA oziarenym FM-190 vedie k vytvoreniu
medziretazcovych mostikov [42]. Preto bola tato schopnost’ tiez skiimana u
komplexov 1 a 4. Oziarené komplexy 1 a 4 vytvorili v DNA dvojnasobne vicsie
mnozstvo medziretazcovych mostikov nez FM-190 (Obr. ¢. 9C). Frekvencia
medziretazcovych mostikov bola 12,5 = 0,5 % pre FM-190,24 +£2 % pre 1 a 24 +
2 % pre 4 na rovnakom stupni modifikacie vzt'ahujlicej sa na komplex.

Studované komplexy sposobovali podobne ako FM-190 rozvijanie
superhelikalnej DNA [42]. Uhol rozvijania (®) DNA modifikovanej komplexami 1
a4 bol 57 + 8 ° (Obr. ¢. 9D). Tato hodnota je dvakrat vyS$sia, nez uhol rozvijania
DNA modifikovanej komplexom FM-190, stanoveny za rovnakych podmienok (28
+ 4 °) [42]. V sulade s vysledkami experimentov zameranych na charakterizaciu
DNA aduktov pomocou EtBr fluorescencie a medziretazcovych mostikov sa daju
vysledky experimentu rozvijania DNA interpretovat’ tak, ze v dosledku oziarenia
dinuklearnych komplexov 1 a4 aich rozpadu vznikaju 2 molekuly podobné

molekulam mononuklearneho FM-190.
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Obr. €. 9: Vizba fotoaktivovanych komplexov na DNA in vitro. Obsah platiny vo vzorkoch
— I'b bol uréeny pomocou AAS a koncentracia DNA pomocou UV-VIS spektroskopie. A)
Kinetika reakcie skimanych komplexov fotoaktivovanych viditeI'nym svetlom Amax = 420
nm na CT-DNA. B) Zavislost’ fluorescencie EtBr na ro modifikovanej CT-DNA platinovymi
komplexami. C) Tvorba medziretazcovych mostikov DNA modifikovanej komplexami 1, 4
(ro = 0,00015 a 0,0003) a FM-190 (rp = 0,0003 a 0,0006). Medziretazcové mostiky (ICLs)
migruji v géle pomalsie ako jednovlaknova DNA (ss) D) Rozvijanie superhelikalnej
plazmidovej DNA pSP73KB komplexami 1 a 4 fotoaktivovatelnymi viditelnym svetlom.
,,OC* frakcie zodpovedaju rozvinutej forme DNA, ktord migruje pomalsie a frakcie ,,SC*
oznacuju superhelikalnu negativne vinuta DNA. Hodnoty rb pre komplex 1: 0,0005, 0,0025,
0,005, 0,0075, 0,01, 0,0125, 0,015, 0,0175, 0,02 a 0,015 a pre komplex 4: 0,001, 0,0015,
0,0025, 0,0035, 0,005, 0,01, 0,015, 0,0175 a 0,02.
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4.2. Publikacia €. 2
DNA modification by cisplatin-like Pt(II) complexes containing 1,1'-
binaphtyl-2,2’-diamine ligand does not correlate with their
antiproliferative activity in cancer cells.

Druhd cast’ dizertacnej prace sa zaobera enanciomérnymi derivatmi
cisplatiny R-[Pt(DABN)CIz] a S-[Pt(DABN)CI;] (DABN = 1,1’-binaftyl-2,2-
diamin) (Obr. ¢. 10), ktoré vykazuju antiproliferativne ucinky v niektorych

nadorovych bunkovych liniach citlivych na konvenént cisplatinu alebo oxaliplatinu

[44-46].
cl ] ' NH, _Cl
~Pt” Pt
NHy  >cl I NH;
) R-{P{(DABN)CI,} S-{Pt(DABN)Cl,)
Obr. ¢. 10: Struktura testovanych komplexov R-[Pt(DABN)CI,] a S-[Pt(DABN)CI;] (Prevzaté z

[471)

Su taktiez aktivne v nddorovych bunkach rezistentnych na cisplatinu, co
naznacuje ich G¢innost’ pri obchadzani ziskanej rezistencie na cisplatinu. Napriek
vysSej ucinnosti S-izoméru vykazoval R-izomér vacsiu akumuldciu v bunkach
audinnejSiu vdzbu na CT-DNA [44-46]. Na pochopenie molekularneho
mechanizmu ich u€inku, ktory sa zjavne 1isi od ucinku cisplatiny, bolo dolezité
podrobnejsie skimanie interakcii DNA s R-[Pt(DABN)CI2] a S-[Pt(DABN)CI:] in
vitro.

Sekvencna analyza odhalila, Ze stop miesta transkripcie DNA spdsobené
aduktmi R-[Pt(DABN)CI:] su aj napriek cis konfiguracii chloridovych ligandov
podobné stop miestam transplatiny v oblastiach G a C [48]. R-[Pt(DABN)CIz]
vytvara viac typov aduktov na DNA ale s menSou sekvencnou $pecificitou ako

cisplatina. Naopak, S-[Pt(DABN)CI:] vykazuje odlisnu sekvenéni zavislost
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inhibicie transkripcie ako R-izomér. Adukty S-[Pt(DABN)CI.] blokuji RNA
polymerazy pravidelnejsie a vacSinou v sekvenciach d(GpG), ktoré st podobné
cisplatine.

Schopnost’ komplexov R- a S-[Pt(DABN)CI:] rozvijat’ dvojzavitnicu DNA
bola monitorovana pomocou nativnej agarézovej elektroforézy. Uhly rozvijania
DNA stanovené tymto sposobom boli 17 £ 4 ° pre R-[Pt(DABN)Cl2] a9+ 3 ° pre
S-[Pt(DABN)CI2]. Vysledky jasne ukazuji, Ze obidva komplexy rozvijajl
superhelikdlnu DNA, ale liSia sa mierou U¢inku. Zatial' ¢o uhol rozvijania
pozorovany pre S-izomér bol podobny uhlu zistenému pre transplatinu (9 °, [49]),
R-izomér bol este Gi¢innejsi ako cisplatina (13 °, [49]). V4cS§ia rozvijacia kapacita R-
[Pt(DABN)CI:] teda koreluje so silnejSou deformaciou a destabilizaciou DNA
tymto komplexom v porovnani s S-izomérom.

Vyssia schopnost’ R-[Pt(DABN)CIz] deformovat DNA bola potvrdena aj
zvySenim intenzity fluorescencie Tb%* oproti komplexu S-[Pt(DABN)CI:], ¢o
indikuje vdgie zmeny v konformacii DNA (Obr. ¢ 11A). Komplex R-
[Pt(DABN)CI:] taktieZ vyzname viac termalne destabilizuje DNA, ¢o bolo
potvrdené meranim teploty topenia DNA modifikovanej tymito komplexami
a zistovanim frekvencie tvorby medziretazcovych mostikov, ktora bola pre obidva

komplexy rovnaka (11 +2,5 % pre R-a 10,6 + 2,7 % pre S-izomér) (Obr. ¢. 11B).
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Obr. ¢. 11: A. Zmena relativnej fluorescencie Tb®* idnu naviazaného na dvojzavitnicova CT-

DNA modifikovanu komplexmi platiny R-[Pt(DABN)CI;] a S-[Pt(DABN)CIz]. Fluorescencia
nemodifikovanej DNA bola normalizovana na 1. Hodnoty v grafe su priemerom (= SEM)z troch

nezavislych merani. (B) Graf hodnot Atm CT-DNA modifikovanej R-[Pt(DABN)CI:] a S-
[Pt(DABN)Clz]na rozne stupne modifikacie (rn). Hodnoty Tm boli merané v médiu obsahujicom
0,05 M NaClOs. Atm je definovana ako rozdiel medzi tm hodnotami platinovanej
a nemodifikovanej (kontrolnej) DNA. (Prevzaté z [47])

S cielom objasnit’ ulohu rozpoznavania DNA aduktov spoésobenych R- a S-
[Pt(DABN)CI2] HMG proteinmi a opravy DNA v ich mechanizme p6sobenia bola
skimana reparacna syntéza DNA v nepritomnosti a v pritomnosti proteinu
HMGB1a. Reparacna syntéza detekovana v plazmide modifikovanom obidvoma
izomérmi R- a S-[Pt(DABN)CIz] bez HMG proteinu bola priblizne dvojnasobna
oproti reparacnej syntéze na cisplatinou modifikovanom plazmide, pricom medzi
nimi nebol signifikantny rozdiel. V pritomnosti proteinu HMGB1a bola opravna
syntéza DNA poskodenej cisplatinou vyznamne potlacend v sulade so skor
publikovanymi udajmi [50,51]. Av8ak reparatna syntéza DNA poskodenej
komplexami R-, S-[Pt(DABN)CIz] nebola ovplyvnena pritomnostou proteinu
HMGBIa, ¢o naznacuje, ze 1ézie, spésobené tymito dvoma enanciomérmi, nie st
vyznamne rozpoznavané a tienené proteinmi s HMG doménou.

Jednym z dévodov znizeného ucinku platinovych cytostatik je ich inaktivacia
v dosledku interakcie s latkami obsahujiicimi siru. Kvoli vyhodnoteniu Ucinku
tychto interakcii na cytotoxicitu komplexov R-, S-[Pt(DABN)CI2bola pomocou UV
absorpcnej spektrometrie skumana ireverzibilnd vdzba GSH na oba komplexy
V porovnani s cisplatinou [52]. Za experimentalnych podmienok pouzitych v tejto
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praci oba izoméry reagovali s GSH porovnatel'nou rychlost'ou ako cisplatina, pricom
S-izomér bol mierne, ale nevyznamne rychlejsi.

Chiralita potencidlnych lie¢iv moze vyrazne ovplyvnit spdsob vizby na
DNA, ale zmeny vo vézbe na DNA sa nemusia transportovat’ priamo do procesov
bunky a cytotoxicity. V pripade R-[Pt(DABN)CIz] a S-[Pt(DABN)CI2] nie je
poskodenie DNA spdsobené vidzbou komplexov platiny hlavnym dévodom
zodpovednym za ich biologické pdsobenie. R-izomér vytvara 1ézie, ktoré DNA
deformujti a destabilizuja vo vacsej miere ako S-izomér, ktory je vSak cytotoxickejsi
[44,45]. Preto je pravdepodobny iny molekularny ciel v bunkach, ktorého
modifikacia by mohla byt zodpovedna za biologicky uc¢inok tychto komplexov.

4.3.  Publikacia ¢. 3

Low-dimensional compounds containing bioactive ligands. Part XIV:

High selective antiproliferative activity of  tris(5-chloro-8-

quinolinolato)gallium(111) complex against human cancer cell lines.
Tretim projektom tejto prace je skimanie antiproliferativnej aktivity nového

komplexu galia (IIT) s haloderivatom 8-chinolinolu - [Ga(CIQ)s] (1), kde H-CIQ =

5-chlo6r-8-chinolinol (Obr. ¢&. 12).

Cl

Obr. ¢&. 12 :Struktira testovaného komplexu Ga(CIQ)s (CIQ = 5-chloro-8-chinolinol) (1) a ligandu
H-CIQ (Prevzaté z [53])
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Pomocou MTT testu bola stanovena antiproliferativna aktivita komplexu 1
a pre porovnanie aj jeho ligandu CIQ a cisplatiny na 'udskych nadorovych bunkach
A2780 (I'udsky ovaridlny karciném), HTC-116 (T'udsky kolorektdlny karcindm)
MDA-MB-231 (triple-negativny l'udsky karcindém prsniku) a MRC5pd30 (bunky
z normalneho pl'acneho tkaniva).

Komplex 1 vykazoval vysoku t¢innost’ v celej $kale bunkovych nadorovych
linii s nizkymi hodnotami 1Cso (Koncentracie komplexu indikujiice 50 % inhibiciu
proliferacie buniek). V pripade A2780, ktoré su citlivé k cisplatine, mal podobny
ucinok ako cisplatina. Na bunkach kolorektdlneho karcinému a t'azko liecite'ného,
silne metastazujiceho karcinomu prsnika bola jeho antiproliferativna aktivita
V porovnani s cisplatinou a samotnym ligandom CIQ vyrazne vys$Sia. Dolezitym
zistenim je, ze komplex 1 taktiez vykazuje zretelnu selektivitu pre nadorové bunky
oproti nezhubnym plicnym fibroblastom MRC5pd30, na ktorych sa jeho G¢inok
prejavil pri koncentraciach 24 — 65-krat vyssich ako pre nadorové bunky. Vdaka
tomuto faktu je komplex 1 perspektivnym kandidatom na dalSie biologické
testovanie.

4.4. Publikacia ¢. 4
Thermodynamic Insights by Microscale Thermophoresis into
Translesion DNA Synthesis Catalyzed by DNA Polymerases Across a
Lesion of Antitumor Platinum-Acridine Complex.

Poslednou cast'ou dizertacnej prace je Stidium translézovej syntézy DNA
(TLS) modifikovanej komplexom AMD (Obr. ¢. 13) pomocou polymeriz a
mikroskalovej termoforézy (MST). Adukty platinovych komplexov na DNA
blokuju viaceré kli¢ové funkcie bunky ako napriklad replikdciu DNA a zapricinuju
programovanti bunkova smrt’ [3]. Na druhej strane sa bunky snazia obnovit
zastavenu replikdciu DNA a vyuzivaju aktivitu translézovych DNA polymeraz,

ktoré st schopné premostit’ platinové adukty. TLS polymerazy st menej presné ako
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vicSina replikacnych DNA polymeraz a st schopné inkorporovat nespravne

nukleotidy a tak indukovat’ mutacie [3,54-56].

HZN/\_:NI-l2 —'5;'05,
Pt
choNHy
Hrlu/ \I?I/\,/

Obr. &. 13: Struktira testovaného komplexu AMD [PtCl(en)(L)](NOs)2 (en = ethylén-
1,2-diamin, L = N-[2-(akridin-9-ylamino)ethyl]-N-methylpropionamidin)] (Prevzaté
Z2[57))

V préci bolo studované premostenie $pecifického aduktu komplexu AMD na
DNA pomocou polymeraz KF®** a DNA polymerazy 1 (Poln), ktoré sa lisia svojou
procesivitou a presnost'ou. Boli prevedené 2 typy experimentov — ,,running (Obr. &.
14A) a standing start” (Obr. ¢. 14B) a nasledne boli skimané kinetické parametre
inkorporacie jednotlivych nukleotidov.

Inhibicia syntézy DNA translézovymi polymerazami moéze byt spdsobena
nielen ich sterickou blokéciou, zapri¢inenou aduktom komplexu, ale tiez
energetickym dopadom poskodenia DNA na proces TLS [58,59]. Na meranie
termodynamickych zmien (Tabulka 1) spojenych s TLS cez adukt AMD bola
pouzita technika MST, ktora je bliz8ie popisana na Obr. ¢. 16. TLS bola simulovana
pomocov dvoch setov fluorescenéne znacenych primerov: komplementarne n-1, n,
n+1 a nekomplementarne nga ng+1 (Obr. ¢. 15).

V pritomnosti vSetkych Styroch dNTPs bol adukt AMD velmi ucinny
v inhibicii TLS obidvoch polymeraz. Najviac bol inkorporovany spravny dCTP
Vv pripade aduktu AMD, rovnako aj v kontrole. Na druhej strane, Poln bola schopna
inkorporovat’ nespravny dGTP oproti platinovanému G s vysSou relativnou
ucinnostou ako oproti nemodifikovanému G v kontrolnom template. To bolo

potvrdené pomocou MST, kde termodynamické parametre (Tabulka 1) ukézali
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vys§iu stabilitu platinovaného nekomplementarneho duplexu G~G ako
nemodifikovanej kontroly. Zarovefi bolo potvrdené, Ze inkorporacia spravneho

dCTP je termodynamicky vyhodnejsia.

A B
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Obr. ¢. 14: Reprezentativne snimky produktov DNA polymerazovej reakcie v 15 % PAA géle.
Translézova syntéza DNA pomocou KF"a Poln na 12-mer/24-mer (running start experiment) (A)
a 16-mer/24-mer (standing start experiment) (B) primer-templat duplexe modifikovanom
komplexom AMD a kontrolnom - nemodifikovanom. TLS prebiehala v pritomnosti vietkych
Styroch ANTPs v réznych ¢asovych intervaloch. Sekvencia duplexu je ukazana vo vrchnej ¢asti
obrazku. KF: kontrola: 1, 3, 5, 7, 9; modifikovany templat: 2, 4, 6, 8, 10. (Prevzaté z [57])

Pt

I
';cqcarw.l' 5' 15mer template
n-1
n (G+C match)
n+1 (G+C match) primers
n (G~G mismatch)
n+1 (G~G mismatch)

Wt

Obr. ¢. 15: Sekvencie templatu a znacenych primerov pouzitych pri MST. (Prevzaté z [57])
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Tabulka 1: Termodynamické parametre disociacie komplementarnych aj nekomplementarnych
duplexov - kontrolného, alebo obsahujiceho AMD adukt.

15mer templat/ AHP AS? AGY%;102 Kd®
primer n-1! (kJmol?) (kJKtmol?) (kJmol?) (nM)
Nemodifikovana kontrola 187 0.511 28.5 15846
AMD adukt 225 0.612 35.2 1179
15mer templat/ AHP AS? AGY%;10 Kd®
primer n (G-C match)? (kdmolt) (kJKtmol?) (kJmol) (nM)
Nemodifikovana kontrola 295 (108) 0.853 (0.342) 30.4 (1.9) 7 585
AMD adukt 259 (34) 0.720 (0.108) 35.7 (0.5) 971
15mer templat/ AHP AS? AGO310? Ka®
primer n+1 (G-C match)! (kJmol1) (kIKTmol1) (kJmol1) (nM)
Nemodifikovana kontrola 327 (140) 0.935 (0.424) 37.0 (8.5) 587
AMD adukt 293 (68) 0.809 (0.197) 42.1 (6.9) 81
15mer templat/ AHP AS® AG310? Ka®
primer n (G~G mismatch)! (kJmol ) (kJK-*molt) (kJmol?) (nM)
Nemodifikovana kontrola 204 (17) 0573 (0.062)  26.3(2.2) 37193
AMD adukt 250 (25) 0.715(0.103)  282(-7.0) 17802
15mer templat/ AHP AS? AGY%;102 Kd®
primer n+1 (G~G mismatch)! (kdmol 1) (kJK-tmolt) (kJmol 1) (nM)
Nemodifikovana kontrola 245 (58) 0.700 (0.189) 27.9 (-0.6) 19998
AMD adukt 267 (42) 0.766 (0.154)  29.4(-5.8) 11178

! Sekvencia nukleotidov ukdzana na Obr. &.13. 2 Hodnoty AH a AS st priemerom z 2 nezaviskych
merani. Chyby merania: AH: +3%, AS: +£5%, AG%i0: £1%, Kg¢: £10%. “AA” parametre
v zatvorkach su ziskané od¢itanim hodnoty ziskanej pre n-1 od hodnoét, ziskanych pre ostatné
duplexy 3 Kq — disociaéna konstanta pre disociciu retazca (AG%10 = -RTInKa).
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Obr. ¢. 16: Schéma Mikroskalovej termoforézy. A) Schematicka reprezentacia MST optiky a
typicky signal ziskany z termoforetického experimentu. Zaciatok — homogénna distribucia
molekul, konstantna pociato¢na fluorescencia. Aktivacia laseru - ,,T-Jump®, rychla zmena

vlastnosti fluoroforu v dosledku rychlej zmeny teploty. Termoforeticky pohyb fluorescenéné
zna¢enych molekul — zmena fluorescencie po dobu 30 s. Dektivacia laseru — spitny rozptyl

molekul pohanany difiziou. B) Ukéazka rozdielu v signale jednoretazcovej a dvojretazcovej
DNA C) Ukazka vizbovych kriviek nameranych v rozsahu teplot, z kterych st pre kazda teplotu
ziskané disociacné konstanty. D) Ziskané hodnoty Kq pre kazdu teplotu boli vynesené do Van't
Hoffovho grafu ako In(Ka) vs. 1/T. Teplotna zavislost asocia¢nej konstanty Ka (1/Kqd) bola
pouzita na odvodenie termodynamickych parametrov AH a AS linearnou extrapolaciou udajov
vo Van't Hoffovom grafe. AG bola ziskana pomocou rovnice AG = AH - TAS. (Prevzaté a
upravené z [60])
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5. Zaver

Uvodna ¢ast’ dizertaénej prace sa venuje popisu interakcii DNA a cisplatiny
ako najpouzivanejSicho cytostatika na baze kovov. Boli popisané konformacéné
zmeny v DNA vyvolané vizbou cisplatiny aich buneéné spracovanie. Dalej
nasledoval popis vyvoja a vlastnosti novych komplexov na baze kovov s odlisnou
Struktirou a mechanizmom pdsobenia ako cisplatina.

Primarnym cielom tejto prace boli prispiet’ k teoretickym poznatkom
0 mechanizme G¢inku novych protinadorovych zlicenin s centralnym atdmom kovu,
Biologicka aktivita cisplatiny a jej derivatov je sprostredkovana rozpoznavanim jej
aduktov buneénymi proteinmi a celkovou odpoved’ou bunky na poskodeniec DNA.
Je velmi dolezité poznat mechanizmus ucinku tychto latok, jednak z dovodu
zlepSenia celkovej cytotoxicity a taktiez kvoli efektivnemu zvladnutiu liecby.

V préci boli skimané rézne skupiny platinovych derivatov — polynuklearne
platinové komplexy v spojeni so selektivnymi Pt"V komplexami, priame derivaty
cisplatiny, monofunkény komplex a komplex galia.

V snahe zlepsit vlastnosti polynuklearnych platinovych zlG¢enin a zvysit’ ich
selektivny  cytotoxicky  ucinok boli  syntetizované nové  dinuklearne
fotoaktivovatelné Pt"Y komplexy. V prvej &asti tejto prace bola §tudovana vizba
dvoch novych fotoaktivovatel'nych dinuklearnych plati¢itych komplexov na DNA.
Ich fotodekompoziciou po aktivacii modrym svetlom sa uvolnili dve platinové
jednotky podobné mononuklearnemu FM-190. To malo za nasledok, ze 1 a4
reagovali podobne, ako mononuklearny komplex FM-190 ¢o sa tyka kinetiky vézby
na DNA, transkripéného mapovania a footprintu DNA aduktov pomocou DNazy 1.
Na druhej strane vSak boli v porovnani s fotoaktivovanym mononuklearnym FM-
190 priblizne dvojnasobne ucCinnejSie pri  potlaeni fluorescencie EtBr
interkalovaného do DNA, vytvarani medziretazcovych mostikov a rozvijani DNA.

Toto spojenie fotoaktivovatenych PtV komplexov s polynukledrnymi komplexami
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sa ukazuje ako spe$né z hladiska zvySenej cytotoxicity a selektivity na nadorové
bunky.

Intenzivny vyskum mechanizmu u¢inku platinovych cytostatik a ich
derivatov viedol k zaveru, Ze za ich protinadorové ucinky je zodpovedné posSkodenie
DNA vyvolané ich koordina¢nou vazbou. Vysledky prezentované v druhej ¢asti tejto
dizertaénej prace ukazuju, ze chiralita komplexov [Pt(DABN)CI2] méze vyrazne
ovplyvnit’ spdsob ich vizby na DNA. Na druhej strane sa vSak rozdiely vo vizbe na
DNA neprenasaji priamo do buneéného spracovania a toxicity R- a S-
[Pt(DABN)CI2 v rakovinovych bunkach. Tieto vysledky podporuju hypotézu, ze na
rozdiel od konvenénych platinovych lieciv aich priamych analdogov nie je
poskodenie DNA spdsobené vizbou komplexov [Pt(DABN)CI2] hlavnym faktorom
zodpovednym za ich biologické pdsobenie. Preto je pravdepodobny iny molekularny
ciel’ v bunkach, ktorého modifikacia by mohla byt zodpovedna za biologicky Gc¢inok
tychto komplexov. DNA sa beZne povazuje za farmakologicky ciel’ pre
protinadorové komplexy na baze platiny a inych kovov. Tento predpoklad je ¢asto
zalozeny iba na Struktirnej analdgii s cisplatinou, bez akychkol'vek podpornych
experimentalnych dokazov. Vysledky prezentované v tejto praci d’alej naznacuju, ze
dokonca aj komplexy Struktirne odvodené od cisplatiny, ako napriklad R-
[Pt(DABN)CI2] a S-[Pt(DABN)CI2], by mohli mat biologicky mechanizmus
ucinku zretel'ne odliSny od ,,rodicovskej“ cisplatiny.

Jednou zo stratégii na vylepSenie platinovych cytostatik je vymena
centralneho atomu platiny za iny kov ako napriklad galium. Niekol'ko jeho
uspeSnych zlucenin je v réznych fazach klinického testovania. V tejto praci bola
skumana antiproliferativna aktivita komplexu galia s ligandom kloxiquinom na celej
skale bunkovych nadorovych linii a porovnavana s uc¢inkom cisplatiny a samotného
ligandu kloxiquinu, ktory taktiez vykazuje protinddorové G¢inky. Tento komplex
vykazoval vyssiu antiproliferativnu aktivitu a vyraznejSiu selektivitu na nadorové

bunky v porovnani s cisplatinou a ligandom kloxiquinom.
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Translézova syntéza cez adukty protinadorovych komplexov platiny na DNA
koreluje s rezistenciou nadorovych buniek na lieGbu. Prave z tohto dévodu bolo
zaujimavé sledovat premostenie aStym spojené termodynamické zmeny
Specifického monofunkéného aduktu komplexu AMD na DNA pomocou dvoch
polymeraz a MST. Vysledky ziskané pomocou MST boli v sulade
s experimentalnymi datami popisujucimi translézova syntézu DNA cez adukt AMD
prokaryotickou aj eukaryotickou DNA polymerazou. Termodynamické parametre
taktiez prispeli k hlbSiemu porozumeniu toho, ktoré faktory wvplyvaji na
mechanizmus DNA syntézy cez adukt AMD.

Vysledky ziskané vtejto praci viedli kpopisaniu vizby novych
metalofarmak na DNA a mechanizmu ich pdsobenia na molekularnej a bunecne;j
urovni. Praca prispieva k rieSeniu projektov zameranych na problematiku novych

ucinnejsich a bezpecnejsich metalofarmak pouzitel'nych pri protinadorovej terapii.
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