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Abstrakt

Pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni se jiz fadu let vyuzivaji platinové komplexy. Tyto farmaka
jsou oznacovany jako cystotatika a nejCastéji pouzivanym Iékem je cisplatina. Mezi dal$i se
fadi oxaliplatina a karboplatina.V klinickém testovani je nyni novy platinovy komplex
BBR3464. Modifikace DNA témito komplexy a nasledné bunééné procesy jsou
pravdépodobné pricinou jejich protinddorového ucinku. Ke studiu ovlivnéni struktury DNA
po navazani Pt komplexi se pouziva tada biologickych, biomedicinskych a fyzikalnich
metod.

Tato préace se zabyva dvéma z nich, a to méfenim fluorescence a viskozimetrii.

Abstract

Platinum complexes have been clinically used for many years to treat human malignancies.
These pharmaceuticals are designated as cytostatics and most frequently used drug of this
type is cisplatin. Oxaliplatin and carboplatin belong to others. A new platinum complex
BBR3464 is now clinically tested. DNA modifications by these complexes and downstream
cellular processes are very likely responsible for then antitumor effects. A number of
biological, biomedical and physical methods are exploited to investigate how structure of
DNA is affected as a consequence of the binmding of Pt complexes.

This work deals with two of them, namely by the measurement of fluorescence and by

viscometry.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni patfi mezi nejrizikovéj$i z celosvétového hlediska. Jsou jednou
z nejcastéjsich pricin umrti v lidské populaci. Rakovina je vS§eobecné oznaceni pro vice nez

100 druhti karcinogennich onemocnéni.

Télo kazdého jedince se skldda z organtl, tvotfenych buikami, které, pokud to lidsky
organismu vyzaduje, Se déli a tak vytvari buiiky nové. Pro zdravé lidske télo to predstavuje
normalni stav. JestliZze se vSak buiiky d¢€li 1 bez potieby vzniku novych bunck, vytvoii masu
tkang, ktera je povazovana za nador. Jedna se o nekontrolovatelny rist a Sifeni nadorovych
(abnormalnich) bunék. Nékdy se nadorové buriky odtrhnou od pavodniho (primarniho)
nadoru a rozsifuji se do dalSich organti v téle a to bud’ krvi, nebo lymfatickym systémem.
Kdyz se tyto bunky dostanou na nové misto, mohou se dé¢lit dal a vytvofit novy nador neboli

metastazi.

Platinové komplexy, zejména cisplatina, nalezi do skupiny chemickych latek, které prokazaly
své 1éCebné ucinky pii 1écbé karcinomt. Pii 1écbé cytostatiky vSak dochazi nejen k niceni
rychle se mnozicich bun¢k nadorovych, ale i k niceni ptirozenych rychle se mnozicich bunék,
jako jsou bunky jaterni tkang, bilé krvinky, ¢ervené krvinky, spermie, vajicka. Toto niCeni
zdravych a reprodukcénich bun€k je jen jeden z ptikladi nezadoucich u¢inka cytostatik. Proto
je vsoucasné dobé vynakladano velké usili pfi hledani novych protinadorové uéinnych
komplext kovti, které by vykazovaly lepsi vlastnosti nez dosud pouzivana cytostatika, jako
jsou cisplatina a jeji analoga karboplatina a oxaliplatina. Mezi nové komplexy platiny,
podrobujici se vyzkumu uc¢innych protinadorové pusobicich latek, se tadi také trinuklearni
komplex BBR3464.Farmaceutické spole¢nosti v souc¢asné dobé provadéji vyzkum vice nez

300 potencialnich preparati, které jsou urceny k 1écbé zhoubnych nadort.

Sledovani zmén ve struktufe a vlastnostech nukleovych kyselin po vazbé protinddorové
ucinnych komplexti vedoucich k zastaveni rlstu nadorii je dilezité pro pochopeni primarni
ptiCiny uspéchu daného Iéku. Tyto poznatky pak mohou byt vyuzity pro navrhovani novych
typt 1é€iv, které by mohly ucinkovat proti jinym typlim nadorti, neZ stavajici pouZivana

cytostatika, nebo snizovat nezadouci, vedlejsi ucinky.



Pti ziskavani informaci o tom, jak je struktura DNA modifikovdna po vazbé cisplatiny a
dalsich platinovych komplexti, mize byt pouzito fady metod. Tato prace se zbyva
viskozimetrii a fluorimetrii a jejich srovndnim z hlediska vyuziti obou metod pro ziskani
informaci o charakteru modifikaci DNA, vyvolanych protinddorové uc¢innymi slou¢eninami

platiny.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Platinové komplexy dosud vyuZivané v klinické praxi

Platina je prvkem 8. vedlejsi skupiny periodického systému. Konfigurace zékladniho stavu

1 5d°6s'. Komplexni sloudeniny platiny se ve vodném prostiedi vyskytuji ve

platiny je (Xe) 4
druhém (Ctyf vazebném) a Ctvrtém (Sesti vazebném) oxida¢nim stupni. Mezi nejvyznamnéjsi
platinové komplexy dosud klinicky vyuzivané fadime cisplatinu. Déale do této skupiny patii

karboplatina a oxaliplatina.
2.1.1 Cisplatina

Cisplatina (Obr. 1a, 1b), neboli cis- diamminchloroplatnaty komplex patfi mezi komplexy
ptechodnych kovil, které jsou casto elektrofilni. Kovalentné se vaze k DNA a to tak, Ze
s DNA reaguje jeho pozitivné€ nabita hydrolyzovana forma [1].

Chemicka struktura je jednoducha. Je to Cisté¢ anorganicka molekula slozena z 11 atomt,
pficemz 6 z nich jsou nejjednodussi atomy vodiku. K centralnimu atomu platiny v oxidacnim
stupni II. jsou vazany dvé skupiny NH3 a dva atomy CL A pravé chloridové skupiny

predstavuji reaktivni mista, coz je podstatné pro chemickou reaktivitu cisplatiny [2].

Cl Cl
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Obr. la: Strukturni vzorec protinadorové aktivni cisplatiny.



Obr. 1b: 3D model cisplatiny

2.1.2 Cisplatina = vyznamné farmakum p¥i 1é¢bé nadori

Tato sloucenina byla poprvé syntetizovana v r. 1844, ale trvalo vice nez jedno stoleti, nez byla
objevena jeji schopnost potlacovat rist nékterych lidskych zhoubnych nadori. Vedl k tomu
nahodny objev prof. Barnett Rosenberga a jeho spolupracovnikli v roce 1961. Zaméfili se na

zkoumani vlivu elektrického pole na rustu bakterii E. coli [2].

Pfi experimentu pouzili platinové elektrody ponofené do roztoku s chloridem amonnym. Po
ur¢itém Case doSlo k zastaveni bun&cného déleni bakterii a k jejich filamentdéznimu rustu,
¢imz se az ttistakrat prodlouzila jejich délka [3]. Pozdéji bylo prokazano, ze pticinou tohoto
jevu neni elektrické pole, nybrZz tetrachlordiamminplati¢ity komplex vznikly uvolnénim
malého mnozstvi platiny do roztoku elektrolytu. V nasledujicich letech byl G€¢inek cisplatiny
testovan na Sirokém spektru nadort, coz vedlo k prvnim klinickym testtim, pfi experimentech
dosSlo k zastaveni ristu bun€k karcinomil a nasledné redukci. Poté, co cisplatina prosla

klinickymi zkouskami, bylo zjiSténo, Ze pusobi 1 proti nékterym pokrocilym nadoram.



Od roku 1978 byla cisplatina schvalena pro klinické vyuziti. V soucasné dobé patii cisplatina
mezi nejvice vyuzivana cytostatika v onkologické 16cbé a to zejména pfi 1é¢bé nadort varlat,
prostaty, vajecniki, mocového méchyie, travici trubice, malobunécnych nddort plic a
nékterych typi naddort hlavy a krku. Mimotadnou uspésnosti cisplatiny dokumentuje i to, ze

od roku 1983 patii mezi nejvice prodavané cytostatikum v USA [2].

2.1.3 Problémy pii lé¢bé cytostatiky

Hlavnim problémem pti 1é¢bé nadorti cisplatinou je tzv. rezistence, at’ uz vrozena (inherentni)
¢i ziskana. Po opakovaném podavani tohoto farmaka dochézi ke snizeni citlivost nadort vici
cytostatiku. Tuto lécbu doprovazeji 1 nezadouci vedlejsi UCinky jako je bolest hlavy ¢i
zvraceni. Nékteré se dafi vhodnou modifikaci 1écebného postupu tlumit, presto pfedstavuji
urcitd omezeni. Dal§im zavaznym problémem pfti aplikaci lé€ebnych prostiedki je skutecnost,
ze platnaty komplex je mutagenni a karcinogenni, pticemz dany rozsah téchto efekti neni
zcela prozkouman [2]. Pfi uzivani cytostatik dochdzi k poskozeni ledvin, sluchu c¢i

krvetvorby.

2.1.4 Karboplatina

Karboplatina (Obr. 2a, 2b), neboli cis-diammin-cyklobutandikarboxylatoplatnaty komplex je
dalsi z fady platinovych komplexii. Tento komplex je analogem cisplatiny. Je bézné uzivan
Vv klinické praxi. Mezi jeho vyhody se fadi nizka toxicita. Jelikoz karboplatina je mén¢ toxicka
nez cisplatina, miize se intravenosné podavat ve vyssSich davkach. AvsSak karboplatina je

uc¢inna na stejné typy tumort jako cisplatina [4].

Karboxylatovy ligand, jenz je ve vodném prostiedi disociovan pomaleji nez chloridy u
cisplatiny, tvoii odstupujici skupinu v karboplating¢ [5]. V buikach s vyssi koncentraci
nukleofilti,jako jsou napi.thiomocovina a glutation, byla pozorovana rostouci afinita vazby

karboplatiny k DNA. Mezi takové buiiky patii napiiklad buiky karcinomt prsu [6].
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Obr. 2a: Strukturni vzorec karboplatiny.

Obr. 2b: 3D model karboplatiny.

2.1.5 Oxaliplatina

Oxaliplatina (Obr. 3a, 3b), neboli 1R,2R-diamincyklohexanoxalatoplatnaty komplex je dal$im
vyznamnym platinovy komplex a analogem cisplatiny. Nékdy se mizeme setkat s ndzvem
Eloxatin,coz je obchodni nazev. Pfi 1é¢be karcinoml, které jsou rezistentni pro cisplatinu, se
nékdy mize pouzit prave oxaliplatiny podavané spolu s

5-fluorouracilem a kyselinou listovou [4].



Tento analog cisplatiny se podava pacientim prevazné S metastatickym onemocnénim,
zejména u karcinomu jater v metastazovém stadiu. Nejzavaznéj§im nezadoucim ucinkem
oxaliplatiny je neurotoxicita, kterd je vSak reverzibilni [7]. Proces hydrolyzy oxaliplatiny je
reaktivné specificky a tedy pomalejsi nez u cisplatiny. Oxaliplatinové naddory Se navnazuji
v DNA na téméf stejné misto jako, kdyz je DNA modifikovana cisplatinou. Totéz plati i o
jejich spektrech aktivity [8]. Oxaliplatinové nadory vznikaji se stejnou kinetikou jako nador

cisplatiny [9].

Ho O

Obr. 3a: Strukturni vzorec oxaliplatiny.

Obr. 3b: 3D model oxaliplatiny.

I pfestoze ptima analoga cisplatiny vykazuje mensi vedlejsi ucinky, nebyl jejich objev
vyznamnym zlomem v 1é¢bé tumori, nebot’ nejsou G¢inna proti nejéastéji vyskytujicim se
nadorim. Cisplatina patfi stdle mezi nenahraditelnd farmaka pfi 1écb€ nadorového

onemocnéeni.



2.2 DNA

DNA (Obr. 4a, 4b) je tvofena dvéma vlakny stoéenymi do Sroubovice. Molekula DNA se
skladd ze dvou polynukleotidovych vldken slozenych ze ¢ty typa nukleotidovych
podjednotek. Ob¢ tato vldkna jsou nazyvana fetézce DNA a jsou vzajemné spojena
vodikovymi muistky mezi bazemi nukleotidi. DNA obsahuje purinové baze (adenin a guanin)
a pyrimidinové baze (cytosin a thymin). Vodikové vazby se tvofi pouze mezi ur€itymi bazemi
podle pravidla komplementarity. Spojuji se vzdy purinové s 8 pyrimidinovymi a to tak, ze

guanin (G) se paruje s cytosinem (C) a adenin (A) s thyminem (T).

Nukleotidy jsou tvofeny péti uhlikovym sacharidem, na néjZ jsou vazany dusikaté baze a

jedna nebo 1 vice fosfatovych skupin [10].

Obr. 4a: Chemicka struktura DNA.



Obr. 4b: 3D model DNA.

2.2.1 Pro¢ DNA

Pti ptisobeni cisplatiny na eukaryotni buniky dochazi k inhibici syntézy DNA, RNA i bilkovin
[11]. Kinhibici inkorporace (v€lefiovani) thymidinu dochazi diive nez ke snizovani
inkorporace uridinu a leucinu. Thymidin, uridin a leucin jsou prekurzory syntézy
nukleonovych kyselin a proteinti. Thymidin je prekurzor syntézy DNA, uridin je prekurzor
syntézy RNA a prekurzorem pro syntézu bilkovin je leucin. (Prekurozorem nazyvame
vychozi latku ¢i ¢astici, z nichZ chemickou pfeménou vznika produkt). Dale také k obnoveni
syntézy RNA a proteinii dochazi jiz po nekolika hodinach, kdezto syntéza DNA zistava

potlacena.

Dtlezité je také srovnani poc¢tu molekul cisplatiny vazanych na jednu molekulu v buiice po
aplikaci davky cytostatika, kterd vyvolala v priméru jednu lézi na buiiku. Rozsah vazani
molekul platnatého komplexu na DNA, RNA a bilkoviny je znaéné rozdilny, zatimco na

jednu molekulu DNA se vaze v priméru 22 molekul platnatého komplexu, tak na jednu

9



molekulu RNA je tento rozsah 170 az 33 000 krat mensi a na jednu molekulu proteinu je dany
rozsah mensi 33 000krat [12]. Z téchto udaji zietelné vyplyva, Zze hlavnim cilovym mistem

farmakologického piisobeni cisplatiny je DNA, nikoli RNA ¢i bilkoviny.

2.3 DNA a cisplatina

Po proniknuti molekul cisplatiny do jadra nadorové bunky dojde k vyméné reaktivnich
chloridovych skupin za molekuly vody (Obr. 5). Dtive elektroneutralni komplex cisplatiny se

stane kationtem, ktery reaguje s DNA.

2.3.1 Mechanismus vazby cisplatiny na DNA

Cisplatina ma v hydrolyzované formé kladny ndboj a dochazi tedy k elektrostatickému
pritahovani mezi timto komponentem a DNA. Cisplatina je v této reakci jako elektrofilni
¢inidlo. V prvni fazi reakce se cisplatina ptiblizi tak, aby, mohla reagovat s nukleofilnimi
misty na DNA. Vazebna mista na DNA miZeme sefadit podle reaktivity s platnatymi

komplexy a to nasledovné:

guaninN7 >> adenin N7 > cytosinN3 > adenin N1.

Atomy dusiku v poloze N7 guaninu a adeninu jsou orientovany do prostoru velkého zlabku a
jsou tedy snadno pfistupné pro vytvofeni vazby S komplexem, na rozdil od dusiku v N3
cytosinu a N1 adeninu.

Cisplatina se vaze na baze DNA koordina¢né kovalentni vazbou a vytvari rizné kovalentni

mustky. Schopnost cisplatiny usmrcovat rakovinné buiky je uzce spojena praveé s tvorbou

téchto kovalentnich mustkd.

10
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Obr. 5: Rovnice hydrolyzy a deprotonizace cisplatiny ve vodném prostiedi.
2.3.2 Adukty vytvorené v DNA

Adukty vzniklé interakci cisplatiny na DNA znaéné ovlivni sekundéarni strukturu nukleové

kyseliny, dochazi tedy ke konforma¢nim zménam na DNA.
V DNA vytvafi cisplatina piedev§im nasledujici typy mustkt (Obr. 6) :
a) Vnitroretézcovy mistek 1,2 - GG a 1,2 AG

Pravé 1,2 - Vnitrofetézcovy crosslink je jeden z nejéastéjéich a pravdépodobné
11° a také dojde k ohybu osy helixu o = 60° smérem k velkému zlabku (Obr. 7). Zna¢ny vliv
maji tyto muistky 1 na maly zldbek. Maly Zlabek se stavd daleko mél¢im. Baze na
deformované strané DNA jsou vrtulové zakroucené, i pies toto zakrouceni jsou zachovany
jejich vodikové vazby. Atomy platiny jsou vytlaCovany z prostoru guaninovych oblasti a tim

se vytvari sterické pnuti [14,15].
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b) Vnitroretézcovy miistek 1,3 — GXG

Cisplatina vytvaii na DNA také 1,3 — vnitrofetézcovy d(GpNpG) adukt (Obr. 8). V tomto
pripad¢ se osa helixu ohyba o = 30 ° k velkému zlabku a lokalni dovinuti DNA je o 19 °.

C) Meziretézcovy miistek

Tento mustek se tvofi prevazné na protilehlych guaninovych zbytcich sekvenci 5'-GC-3". Ty
se pak jiz neparuji s komplementarnimi cytosiny, avSak jsou ze sterickych duvodu zcela
vytlateny mimo helix do vnéjSiho prostiedi. Dané vytlateni pfispivd k urcitym
nepravidelnostem na DNA. Vzniklé deformace ovliviiuji minimalné 4 okolni pary bazi.
Cisplatina v tomto piipad¢ také zptsobuje vznik mustkt na bazich v malém zlabku, coz vede
ke zmén¢ pravotoCivé Sroubovice na levotocivou [14]. Mezitetézcovy mistek vede k ohybu

osy helixu 0 20 — 40 ° smérem k malému Zlabku a odvinuti helixu o 76 — 80° (Obr. 9).
V mensi mife dochazi ke vzniku monofunk¢nich adukti cisplatiny s DNA. | zde se cisplatina
piednostné vaze na guanin a zpusobuje deformaci Sroubovice DNA. Velikost této deformace
zéavisi na sekvenci v okoli monofunk¢né navazané cisplatiny.
Zastoupeni jednotlivych typt mustki, vytvofenych cisplatinou v DNA je nasledujici:
a) Vnitrofetézcové mustky:

» 1,2 - vnitrofetézcové: d(GG) - 50% (Obr. 7)

d(AG) - 23-28%
P 1,3 - vnitrofetéztcové: 8-10 % (Obr. 8)

b) Mezitetézcové mustky : 5-6% (Obr. 9)

) Monofunk¢ni adukty: 1-2%

12



Za vyznamné z hlediska protinddorové aktivity jsou povazovany bifunk¢éni adukty. Platnaté

komplexy tvofi ziejmé i adukty mezi DNA a proteiny [17].

3 o 3 o 2 2 9 9
Pt// ".. Pt// Pt// Pté
\‘
)
a b c ' d
5' 3 5' 3 5' 3 5 3
Obr. 6: Grafické znazornéni aduktu cisplatiny — a) 1,2-GG-1AC, b) 1,2-AG-1AC, c) 1,3-GG-
IAC, d) 1,2-GG-IEC.

-
.

Obr. 7: 1,2 — vnitrofetézcovy mustek
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Obr. 8: 1,3 — vnitrofetézcovy mistek.

Obr. 9: Mezitetézcovy mustek.




Struktura jednotlivych typt mistkli byla zkoumana 2D NMR analyzou, rentgenovou
kryptografii a hmotnostni spektroskopii [14, 15, 16]. Ve vSech ptipadech se cisplatina vaze na

N7 purinové baze.

Vazba cisplatiny na DNA zpasobuje zménu jeji konformace v okoli vazby. Rozsah a typ

distorze zavisi na typu aduktu (obr. 5) [18].

2.4 Aplikace cisplatiny

Cisplatina je bézn€ podavana intravendzné (Obr. 10). V krevni plazmé je relativné vysoka
koncentrace chloridovych iontli (ccal0d0 mM), pti niz (a pii pH 7,4) se témet 93% cisplatiny
nachazi v dichloro- nebo chloro-hydroxo formé. Ackoliv doposud neni znam piesny
mechanismus pienosu cisplatiny do bunék, pfedpokldda se, ze cisplatina pronika pies
plasmatickou membranu do bunky jak pasivni diftzi, tak i1 aktivnim transportem, napf.

membranovy pienaSe¢ pro ionty médi oznacovany jako CTR1 [19].

V cytoplazmatickém prostoru uvniti buiiky pii stejném pH je koncentrace chloridovych iontt
vyrazné niz$i (pouze asi 4 mM) a cisplatina je v takovémto prostiedi hydrolyzovana asi z 33
% [19]. Z toho vyplyva, Ze cisplatina zistava v krevnim fecisti

v nehydrolyzovaném nereaktivnim stavu, ktery ji umoziuje pronikat pasivnim transportem
pies plazmatickou membranu do buiiky, kde dochézi k hydrolyze a cisplatina se stava kladn¢

nabitou reaktivni molekulou.

Reakce s biomolekulami
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Obr. 10: Schematicky proces vstupu cisplatiny do bunky po intravenozni apl. spolu se

schématem reakce cisplatiny s DNA.
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2.5 PoSkozeni DNA po modifikaci cisplatinou

Poskozeni DNA po vazbé¢ cisplatiny ma nepochybné vliv na jeji funkci. Zasah do procest

replikace a transkripce miize mit pro buiku vazné nasledky [8].

Bylo prokazano, ze cisplatina zastavuje replikaci DNA in vitro. Vaze se na sekvence d(G), (n
> 1) a blokuje DNA polymerazu [20]. Experimenty zabyvajici se posouzenim vztahu mezi
inhibici replikace, cytotoxicitou a buné¢nym cyklem iniciovaly vznik hypotézy, ze podstatou
protinadorovych uc¢inkt cisplatiny mtize byt inhibice transkripce [21]. Bylo také zjisténo, zZe
buiiky vystavené piisobeni cisplatiny prosly S fazi, ve které probiha replikace DNA, ale byly
zablokovany v G, fazi. Ukazuje se, Ze tato schopnost cisplatiny je rizna u riznych bunéénych
linii. U bunék s deficitnim opravnym systémem dochézi k zablokovani bunééného cyklu jiz

pfi malych koncentracich cisplatiny [22].

Experimenty demonstrujici schopnost cisplatiny blokovat bunky v G, fazi vedly k zavéru, ze
cisplatina inhibuje transkripci a poskytly také prvni informace o mechanismu bunééné smrti.
Degradace DNA poskytla prvni voditko a nasledujici vyzkum jednoznacné potvrdil, Ze
cisplatina je schopna vyvolat v buiikach signal ke spusténi programované smrti bunky —

apoptozy [23].

2.6 Proteiny zabranujici opravé DNA a nukleotidova excisni oprava (NER)

Diilezitou vlastnosti mustki je schopnost zastavovat se v mistech jejich vzniku replikaci
DNA. Replikace DNA je klicovy proces pro déleni buiiky. Pti replikaci dochédzi k déleni
bunék, kdy kazda dcetina bunka dostane plnohodnotnou genetickou informaci. Béhem tohoto

procesu jsou pred rozdélenim buiniky syntetizovany nové molekuly DNA.

Pokud tedy dochazi k znaénym zménam v DNA zpiisobenych tvorbou mistkt, buiika na né
bude reagovat. Po poskozeni DNA cisplatinou je okamzité aktivovan proces vedouci k jeho
opravé. Mezi nejcastéj$i opravu patii tzv. excisni nukleotidova oprava, pii niz je poSkozené
misto vystfizeno a nahrazeno novym nepoSkozenym fragmentem deoxyribonukleové

kyseliny. Tato oprava je jeden z nejhlavnéjsich obrannych mechanismui [24].
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Defekt pti procesu nukleotidové excisni opravy zpisobuje u ¢lovéka zdvaznou,
geneticky podminénou chorobu — xerodermapigmentosum (XP) [25]. Tito nemocni lidé jsou
velmi citlivi k UV zafeni, protoze v organismu zdravého ¢lovéka jsou nasledky
vzniklé ptisobenim UV zafenim odstranovany pravé pomoci NER a mulize dochazet az ke
karcinomu kiize. Mechanismus NER byl nejlépe pozorovan u prokaryot a to u E.coli jako u
modelového organismu. Tento mechanismus u ¢lovéka neni jesté tak dobte pochopen jako u

bakterii [26].

Ve vsech organismech vSak NER zahrnuje nasledujici kroky:

- rozpoznani poskozeni

- navazani multiproteinového komplexu na poskozené misto

- roz§tépeni fetézce na obou strandch poskozeni ve vzdalenosti nekolika nukleotidt
- odstranéni vystépené¢ho fragmentu

- dopInéni vzniklé mezery pomoci DNA polymerazy

- spojeni nového useku s DNA — ligace

2.7 Vliv cisplatiny na replikaci a transkripci DNA, apoptéza

Inhibice syntézy DNA vlivem cisplatiny byla objevena velmi zahy a podpofila teorii o
vyznamu DNA v mechanismu protinddorového pulsobeni cisplatiny. Jedny z prvnich
experimentt potvrdily, Ze cisplatina zastavuje replikaci DNA in vitro. Tato schopnost byla
vSak prokdzéana i u protinddorové neucinné transplatiny. To znamend, ze schopnost cisplatiny

blokovat DNA polymerazu nemuze zcela vysvétlit jeji protinddorovou aktivitu [27].

Experimenty, zabyvajici se posouzenim vztahu mezi inhibici replikace, cytotoxicitou a
bunéénym cyklem umozZnily formulovat hypotézu, podle které mize byt podstatou

protinadorového ucinku cisplatiny také inhibice transkripce [28].
Buiiky vystavené plisobeni cisplatiny prosly S fazi, ve které probihd syntéza DNA a zastavily

se v G2 fazi. Pfi niz8i koncentraci cisplatiny bylo zablokovani v G2 fazi pouze docasné diky

bunéénym repara¢nim systémim, pii vy$$i koncentraci bunky setrvaly v G2 fazi az do
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spusténi apoptdzy. Tyto vysledky jsou v souladu s hypotézou, ze bunky setrvavaji v G2 fazi v

diisledku blokovani transkripce genti nezbytnych k probéhnuti mit6zy.

Tyto vysledky a nasledujici experimenty potvrdily, Ze cisplatina je schopna vyvolat v bunkach
signal ke spusténi programované smrti bunky - apoptoézy [29]. Apoptdza patii k ptirozenym
biologickym procestim a probiha naptiklad jiz béhem embryonalniho vyvoje, pii metamorfoze
nebo pii rakovinném zvrhnuti bunék. Vyznacuje se zmensenim objemu bunék, postupnou
degradaci bunétné membrany, kondenzaci chromatinu spojenou s aktivaci endogennich
endonukleaz, rozpoznanim postizenych bunck fagocyty a zavislosti celého procesu na syntéze

proteinil. Stejné projevy byly pozorovany i u bun€k vystavenych plisobeni cisplatiny [30].

2.8 BBR3464

Cilem nového badani a studii bylo nalezeni novych protinadorové t¢innych komplexi, které
budou mit daleko S$ir§i spektrum protinddorové aktivity. Dal§Sim pozadavkem na tyto nové

komplexy bylo, aby byly aktivni v tumorovych buikéch, rezistentnich viici cisplating.

Mezi tyto komplexy, které, jak se zpocatku zdalo, spliuji dané podminky, patii trojjaderny
komplex BBR3464. Prvni popis trojjadernych komplext se datuje od roku 1993 [31].

2.8.1 Struktura BBR3464

BBR3464 neboli [{trans-PtCI(NH3);}2p-trans-Pt(NHs)2{HoN(CH.)sNH,}2]** je komplex,
ktery je tvofen dvéma trans-[PtCI(NHz3),] jednotkami spojenymi tetraaminovou jednotkou
trans- [Pt(NHs;){H2N(CH2)6NH2}2], ktera se nepodili pfimo na vazbé DNA, ale zvySuje
afinitu kK DNA elektrostatickou interakci a tvorbou vodikovych mistka [32].

2.8.2 Vyzkum BBR3464

Tento komplex byl vyvinut ve spoluprdci s partnerskym pracovistém ve Virginia
Commonwealth University v Richmondu [3]. Na zakladé pfedklinickych test a to pomoci
metod molekuldrni biofyziky a biologie byl vybran pro klinické zkousky. Pocatecni studie

prokéazaly, ze tento trojjaderny komplex se vaze k DNA zpisobem zisadné odliSnym od
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cisplatiny. Do 2. Faze klinickych testi vstoupil komplex BBR3464 v roce 2000. Druha faze

klinickych testt se tyka pievazné nadori vajecniki a plic [33].
S vyvojem trojjadernych komplexti a studiem protinddorové ucinnosti BBR3464 probihal

paralelné i vyzkum dvoujadernych komplexti platiny. Mezi takové komplexy patii napf.
BBR3537 a BBR3571.

Doposud se ucinnost komplexu BBR3464 zkouSela na nadorech s mutantnim p53 genem,
mezi n€z patii nadory vajecniku, plic, tlustého stfeva a slinivky btisni [34].

Nabizi se otazka, pro¢ ma BBR3464 tak vyjimec¢nou protinadorovou aktivitu v bunikach
s mutantnim genem p53? Objasnéni tohoto dotazu muzeme najit v struktuie aduktd tvofenymi
témito komplexy a v celkovém profilu jeho vazby na DNA. Potiebné informace o charakteru
vazby vicejadernych komplexi na DNA byly =ziskdny z experimenti na globdlné
modifikované DNA z teleciho thymu a plasmidové DNA s pouzitim atomové absorpcni

spektrometrie, diferen¢ni pulsni polarografie, stanoveni elektroforézy za denaturacnich

podminek a mapovani adukti pomoci transkripéniho mapovani [35,36].

2.8.3 Obecné charakteristiky vazby vicejadernych komplexii na DNA

Pro reakci BBR3464 s DNA jsou charakteristické:

a) Rychla vazba na DNA, kterou umoziuje vysoky kladny ndboj komplexu BBR3464.
Proto kinetika vazby je zhruba 5x rychlejsi nez u cisplatiny [35].

b) Tvorba vétsiho mnozstvi mezifetézcovych mustki ve srovnani s CisPt.

¢) Rozvijeni nadsroubovicové plastidové DNA, coz je typické pro bifunk¢ni dukty.

d) Sekvencni specifita odlisné od cisplatiny.
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2.8.4 Meziretézcové mustky

Pii stanoveni Cetnosti vzniku muastki se ukazalo, ze BBR3464 tvofi men$i mnozstvi
mezifetézcovych dukti (20%), nez nékteré jiné polynukledrni komplexy (az 90%), ale
nepomérné vice, nez cisplatina (6%) [37]. Za snizenou schopnost komplexu BBR3464 tvofit
mezifetézcové mistky (Obr. 11), ve srovnani s jinymi polynukledrnimi komplexy, mize byt
zodpovédny ndboj centrdlni platinové jednotky, ¢i velka vzdalenost mezi odstupujicimi

skupinami.

~ PR j}k
i—!—/ o ‘, .

Obr. 11: Modely hlavnich mezifetézcovych a vnitrotfetézcovych adukti komplexu BBR3464.
Vlevo 1,4-mezifetézcovy miustek, uprostied 1,5-vnitrofetézcovy mustek, vpravo

1,6-mezitetézcovy mustek [38].

2.8.5 Mechanismus vazby na DNA

Mechanismus vazby komplexu BBR 3464 k DNA spociva v pocatecni elektrostatické
interakci s DNA, kdy spojovaci fetézec obsahujici centralni Pt jednotku se navaze do malého
zlabku. Pak dochazi k tvorbé monofunkéniho a biofunkéniho aduktu, kdy centralni
tetraaminova jednotka se nachazi v malém zldbku nebo alespon v jeho blizkosti. Koncové
platinové jednotky se vazi na N7 atomy ve velkém zlabku[35]. Tento mechanismus je

obdobny i dvoujadernych komplexd.

Po interakci DNA s komplexem, se musi komplex bud’ c¢aste¢né anebo zcela piesunout
z malého Zlabku do velkého zlabku. Tento pfesun umozni vytvofeni monofunkéni adukt na
N7 guaninu [43]. Monofunk¢ni vazba platinového komplexu zpiisobuje ¢aste€né naruSeni
parovani bazi u modifikovaného guaninu a u prvniho paru bazi na 5’stran€ aduktu. Platinova
koordina¢ni skupina (PtN3; rovina) neni omezena monofunkéni vazbou a svird uhel 40°

s rovinou modifikovaného guaninu[44]. Vodikové mustky se tvoii mezi vodiky NH3 skupiny
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a kyslikem O6guaninu a taktéz s kyslikem fosfatové kostry. Nenavédzana platinova skupina
interaguje s fosfatovou kostrou duplexu elektrostatickou interakci a také prostiednictvim
vodikovych mustka, které vznikaji mezi vodiky primarnich amint a kysliky fosfatové kostry

[45].

Pomoci NMR spektroskopie bylo prokazano, ze tvorbé bifunkéniho duktu piedchazi
hydrolyza druhého chloridového ligandu (rychlostni konstanta 3.62 x 10° s™), také bylo
zjisténo, Ze tvorba bifunkéniho aduktu je 10-55 krat rychlejsi (rychlostni konstanta 2.7 x 1073
s™) neZ uzavfeni monofunkéniho aduktu vzniklého z diaqua formy cisplatiny [46]. Aviak
mechanismus tvorby bifunk¢niho aduktu z monofunkéniho aduktu je v obou piipadech
vyrazné odlisny. U cisplatiny uzavieni bifunkéniho aduktu vyZaduje rotaci kolem jiz existujici
Pt-G(N7) vazby zatimco u aduktl dvojjadernych komplexi dochazi k pohybu nenavazané

platinove skupiny a jeji vazbe na dusik N7 guaninu komplementéarniho fetézce [45].

K vyrazné€ rychlejsi fixaci bifunkéniho aduktu pfispiva elektrostatickd interakce nenavazané
platiny. Po tvorbé bifunkéniho aduktu je konformace DNA zafixovana s tim, Ze cely komplex
se nachazi bud’ ve velkém zldbku, nebo jsou pouze koncové platinové skupiny ve velkém

zlabku a spojovaci fetézec je v malém zlabku.

2.8.6 Vyhody a nevyhody BBR3464

Obrovskou vyhodou mé toto cytostatikum ve své aplikaci, jelikoz jej lze podavat bez
prehydratce, protoZe neni nefrotoxicky. Nebyly pozorovany ani vedlejsi t¢inky, s kterymi se
setkavame u cisplatiny. Davky podavané v klinickych testech byly dokonce 20krat niz$i nez

davky cisplatiny, protoze tento komplex je mnohem vice cytotoxicky.

Mezi jeho nevyhody ovSem patii to, Ze je 1 vysoce toxicky ve smyslu obecné toxicity. Jeho
maximalni davka je 10krat niz8i neZ cisplatiny. U pacientl byly pozorovany neZadouci

vedlejsi uCinky, jako je neutropenie (porucha krvetvorby) a alergicka reakce [46].

2.8.7 Prulom teorie

Nova analoga BBR3464 maji amoniak ¢i aminové skupiny namisto chloridovych liganda.

Vazou se na DNA pouze nekovalentné a znamenaji prilom v teorii, ve které se pifepokladalo,
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ze pouze kovalentni interakce jsou nutné pro cytotoxicitu komplexu. Vyhodou nekovalentni
vazby téchto komplexi na DNA miize byt to, ze se projevi mnohem rychleji po vstupu

komplexu do buniky nez kovalentni vazba s mnohem pomalejsi kinetikou [47].

2.8.8 Pokracovani ve vyzkumu cystotatika BBR3464

Poté, co se ukazalo, Ze hlavni ptekdzka ve vyuZiti protinadorové aktivity dvoujadernych i
trojjadernych komplexti bude vazba téchto komplext na sérové proteiny a degradace t€mito

proteiny, se vyzkum ubird nasledujicimi sméry:

a) pouziti nosi¢ovych molekul

b) vyvoj analog komplexu BBR3464, které¢ maji misto chloridli aminové skupiny ¢i amoniak

¢) pouziti prekurzoru komplexu BBR3571, ze kterého se fizenou hydrolyzou uvolni vlastni

komplex [48, 49].

I pres veskeré nevyhody a veskeré problémy zjisténé béhem vyzkumu je BBR3464 prozatim
jednim z nejucinnéjSich komplexi, které lze pouzit jako farmakum v 1écbé Sirokého spektra
nadort. Zvazuje se i vyuziti pro 1é¢bu nadorti mozku ( neuroblastom, astrocytom) [44]. Pokud
se prokazi lécebné ucinky v této oblasti, znamenalo by to velky posun u lécby téchto

zévaznych a naro¢né operovatelnych nadord.

2.9 Dienplatina

Dienplatina (dienPt) neboli chlorid dithylentriaminchloroplatnaty. Tento komplex nevykazuje
protinddorovou aktivitu. Pouzivd se napf. jako modelovad sloucenina pro studium
monofunkéni vazby cisplatiny k DNA, nebot” ta se vaze na DNA ve dvou krocich: prvni
monofunk¢ni vazba, ktera vede ke vzniku monofunkc¢nich aduktii na DNA, ktera se teprve ve

druhém kroku uzavira v bifunkéni adukty — mistky.
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3 Cil prace

Metoda, pfi niz se vyuziva stanoveni fluorescence ethidium bromidu interkalovaného do
dvousroubovice DNA ke stanoveni strukturnich vlastnosti molekul DNA, poskozenych
protinddorové uc¢innymi komplexy tézkych kovi, se vyuziva ve vyzkumu jiz dlouhou dobu.
Byla uvefejnéna cela fada praci, kde byla tato metoda vyuzita k charakterizaci typu
poskozeni, které studované komplexy platiny na DNA vyvolavaji[21,35,36]. Bylo prokazano,
ze metoda umoznuje stanovit, zda se dany komplex vaze k DNA pouze monofunkéné nebo
zda vytvari bifunkéni mistky. V druhém ptipadé¢ tato metoda také umoznuje rozlisit, zda jsou

vytvareny kratké mistky mezi sousednimi bazemi ¢i zda se tvoii mistky dlouhého dosahu.

Interkalace ethidium bromidu do DNA se neprojevuje jen zvySenou fluorescenci molekul
ethidium bromidu, ale také zvySenim viskozity DNA. Proto nds zajimalo, zda 1ze méteni
viskozity DNA po interkalaci bromidu ethidiavyzit ke stejnému ucelu jako méfeni
fluorescence, tj. k charakterizaci typti aduktli vytvotfenych na DNA komplexy platiny. Tento

postup dosud nebyl v literatute popsan.

Cilem této prace bylo tedy stanovit typ mustkd, vytvofenych v DNA riznymi komplexy
platiny pomoci obou uvedenych metod, vysledky porovnat a tak ovéfit, zda je metoda mefeni
viskozity DNA vhodna k danému ucelu a mize byt vhodnou alternativou pro fluorescencni

méreni.

Jako modelové slouceniny byly vybrany dienplatina, ktera tvoii na DNA pouze monofunk¢ni
adukty, cisplatina, kterd tvofi prevazné mistky mezi sousednimi bazemi a komplex
BBR3464, ktery vytvaii v DNA mistky dlouhého dosahu (mustky mezi bazemi lezicimi od

sebe ve vzdalenosti 2-6 bazi).
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4  Materialy a metody
4.1 Chemikalie

Destilovana H,O

NaClO; . H,O byl zakoupen u firmy Sigma Aldrich. Cistota je 98%. Molekulova hmotnost
M = 140, 46. Byl pouzivan kpiipravé 10 mM roztoku pro inkubaci DNA s komplexy platiny.

DNA z teleciho thymu (thDNA; 42% G+C) o koncentraci ¢ = 667,8 pug/mol byla pfipravena
a charakterizovana na Biofyzikalnim tistavu AVCR v Brné podle protokolii publikovanych

diive [50, 51]. Primérna molekulova hmotnost je 20 000 kDa.

BBR3464 byl poskytnut pro tuto studii prof. N. Farellem z Department of Chemisty , Virginia
Commnwealth University, Richmond, USA.

DientPt byla poskytnuta pro tuto studii prof. G. Natilem z Department

ofPharmaceuticalChemistry, University of Bari, Bari, Italie.

Cisplatina byla od firmy Sigma Aldrich.

Ethidum bromid (EtBr) byl zakoupen u firmy Boehring Mannhern. Jeho molekulova

hmotnost je 394,3 a koncentrace dodané¢ho zasobniho roztoku bylal0 mg/ml.

NaCl byl od spole¢nosti Sigma Aldrich. Cistota je 98 %, M = 58,44. NaCl byl pouzit jako 4M

zasobni roztok.
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4.2 Pristroje

Bio Vortex V1 — Biosan

Centrifuga Hemle Z 100M

Termoblok — MajorScience

Spektrofluorimetr Hitachi F4500
Mikroviskozimetr AMVn, - Anton PaarGmbH

4.3 Metody

4.3.1 Meéreni fluorescence ethidium bromidu

Me¢teni poklesu fluorescence ethidium bromidu patii mezi metody ¢asto vyuzivané v ramci
studii struktury interakci DNA s komplexy platiny. Fluorescence je spektrochemicka
analytickd metoda, kdy molekularni absorpce fotonli svétla urcité vinové délky vyvolava
emisi fotonll o vyssi (tj. energeticky méné bohaté¢) vinové délce. Emisni spektrum poskytuje
informace jak pro kvalitativni a kvantitativni analyzu.

V tomto piipad¢ se méfi intenzita fluorescence ethidium bromidu, interkalovaného do DNA.
Ethidium bromid je molekula, jejiz fluorescence ve volném stavu V roztoku je velmi nizka,
pokud vsak dojde k interkalaci (vmezefeni) mezi baze DNA, fluorescence ethidium bromidu
se markantn¢ zvysi. Pokud vSak v DNA jsou pfitomny bifunkéni mustky, tyto mistky mohou
ze sterickych divodl zabranit interkalaci ethidium bromidu mezi baze zahrnuté v tomto

mustku a tim dojde ke snizeni fluorescence. Princip metody je znazornén na obrazku (Obr.

12).
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Ethidium bromide

N NH,

Obrazek 12. Schematické zndzornéni principu vyuziti ethidium bromidu jako sondy pro

stanoveni mustk v DNA.

Vlastni méfeni probihalo na spektrofluorimetruF4500 (Hitachi, Japan). Exita¢ni svétlo o
vinové délce hex= 546 nm bylo poskytovano xenonovou lampou. Emita¢ni fluorescence byla
meétena pi1 590 nm. Pfiprava vzorkl pro tuto metoduprobihala nasledujicim zptisobem. Byl
smichan definovany objem (viz tabulky 1, 2 a 3) tDNAz teleciho thymu (zasobni roztok o
koncentraci ¢ = 668 pg.ml™v10mM NaClO4Poté byl pfidan predem vypolteny objem
zasobniho roztoku komplexu platiny a vzorek doplnén 10mM roztokem NaClO,4 tak, aby
celkovy objem vzorku byl 300 pl. Mnozstvi 10 mMNaClO, a cisplatiny, resp. BBR3464 nebo
dienPt se 1isi pro kazdou hodnotu 1y, (I je tzv. stupent modifikace, tj. pocet molekul komplexu
vazanych na jeden nukleotid). Hodnoty rp jsou V rozsahu od 0 az 0,1. Pfesna mnozstvi roztoku

pouzitych pti ptipravé vzorku jsou uvedeny v tabulkach 1, 2 a 3.

Poté takto piipravené vzorky vortexujeme a centrifugujeme. Nasleduje inkubace, ktera

probihd ve tmé pfti teploté 37°C po dobu 24 hodin.
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Tab. 1: Mnozstvi jednotlivych roztokd pro piipravu th DNA modifikované cisplatinou na
riizna rp. A — 2 mM th DNA v 10mM NaClO, B-10 mMNaClO,, C - 5. 10 ™ M cisPt v 10mM

NaClOy, 1y - pocet atomtl platiny vazanych na jeden nukleotid.

o |Apl]  Blpd]  Clpl]
0 18 282 0
0,01 |18 2745 |75
0,02 |18 267 15
0,04 |18 252 30
0,06 |18 237 |45
0,08 |18 222 60
01 |18 207 75
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Tab. 2: Mnozstvi jednotlivych roztokl pro piipravu th DNA modifikované dienplatinouna
rizna rp. A — 2 mM th DNA v 10mM NaClO,, B-10 mMNaClO,, C - 5. 10 * M dienPtCl v

10mM NaClOg,rIp - pocet atomt platiny vazanych na jeden nukleotid.

rb |Alul [Blpl] |Clpl]
0 18 282 0
0,01 |18 2745 7,5
0,02 |18 267 15
0,04 |18 252 30
0,06 |18 237 45
0,08 |18 222 60
0,1 18 207 75

Tab. 3: Mnozstvi jednotlivych roztokt pro piipravu th DNA modifikované komplexem
BBR3464 na riizna rp. A — 2 mM th DNA v 10mM NaClO,4, B-10 mMNaClO,, C - 5.10* M
BBR3464 v 10mM NaClO4, 1, - pocet molekulBBR3464 vazanych na jeden nukleotid.

b |Aud] B[] |Clpl]
0 18 282 0
0,01 |18 27145 |15
0,02 |18 267 15
0,04 |18 252 30
0,06 |18 237 45
0,08 |18 222 60
0,1 |18 207 75
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Po ub&hnuti doby inkubace pfidame do kazdého vzorku 8,7 ml H,0 + 1,3ml 4M NaClO,4 + 52
ul EtBr o koncentraci 10mg/ml. Samoziejmosti je také piiprava a pouziti blanku.Blank je

slozen z 300pul 10mM NaClO4 + 1ml 8,7 ml H,O + 1,3ml 4M NaClO,4 + 52 ul EtBr .

Nasleduje méteni intenzity fluorescence pti vySe uvedenych podminkach méfeni. Z

namétenych hodnot byla vypocitana relativni fluorescence.

I—-1
[ el_ blank « ]OO
] In—1

0~ Iblank

kde |= intenzita fluorescence vzorku modifikované DNA, Iyank = intenzita fluorescence
blanku, tj. vzorku bez DNA a I, = intenzita fluorescence vzorku obsahujici
nemodifikovanou DNA. Hodnota I se vyjadiuje v procentech.

4.3.2 Viskozimetrie

Viskozimetrie patii k metoddm, které umoznuji sledovat zmény ve fyzikéalnich vlastnostech

DNA vyvolanych chemickymi a fyzikalnimi agens vcetné komplext platiny.

Pfi této metod¢ se vzorky piipravovali stejné jako pii piipravé vzorkli pro méfeni
fluorescence. Nejprve jsem pipetou nabrala dané mnozstvi 2,18 mM thDNA, které je pro
kazdé ry, stejné, pak podle daného 1, priddme urcené mnozstvi komplexu (bud’ cisPt, dienPtCl
nebo BBR3464). Nakonec piidame 10 mMNaClOy4. Po inkubaci 24 hodin pii teploté 37°C
piidame ke kazdému vzorku 52 ul EtBr. Po vortexovani a centrifugaci jsou jednotlivé vzorky

piipraveny k méteni poklesu viskozity.

Vlastni méfeni je zaloZeno na métfeni doby rolujici/padajici kulicky v diagonaln€ upevnéné
sklenéné kapilafe naplnéné vzorkem. Smykova rychlost je ovliviiovdna zménami thlu sklonu
kapilary. Timto zplUsobem lze provadét stanoveni latek bez ohledu na to, zda se jednd o

newtonské anebo ne-newtonské kapaliny.

Dynamicka viskozita n vzorku se vypocita z kalibracni konstanty K; méficiho systému, doby

padu kulicky t; a rozdilu hustot mezi kuli¢kou a vzorkem podle niZe uvedené rovnice.

Kalibracni konstanta je pro kazdy tihel sklonu a kazdou kapilaru jina, hodnoty jsou uvedeny

Vv kalibraénim protokolu, ktery je pfilozen k pfistroji. V naSem ptipad¢ byly tyo hodnoty
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nasledujici: K1 (kalibra¢ni konstanta) = 0,00846, métici systém (kapilara-/primér kulicky) =

1.6/1.500 mm.

N =Ki.(px — pp).ts

n .. dynamicka viskozita vzorku [mPa.s]

K ... kalibra¢ni konstanta m&ficiho systému [mPa.cm®/g]

Pk ...  hustota kulitky [g/cm®] (ocelové kulicka = 7.85 g/em®)
pp ... hustota mé&feného vzorku [g/cm’]

t1 ... doba padu kulicky [s]

Uhel sklonu méficiho systému byl nastaven tak, aby doba padu kuli¢ky nebyla kratsi nez 10
sekund. V opa¢ném piipadé mize v kapilafe dojit k turbulentnimu proudéni, které ma za
nasledek zdanlivé vyssi hodnoty viskozity. V nasSem ptipad€ byl pouzit thel sklonu kapilary
50°. Hustota vzorkt pti teploté méfeni byla stanovena na Biofyzikalnim tstavu v Brné a byla
0,99820 g/cm™ (pro pufr)1,00189 g/cm™ (pro DNA o koncentraci 150 pg/ml, pouZité pri
meéteni). Bylo také ovéfeno, ze piidani ethidium bromidu o koncentraci pouzité pii méteni
ovlivnilo hustotu vzorku DNA jen velmi nepatrné a proto bylo pfi vypoétu zanedbano. Méfeni
bylo provadéno pfi teploté 37°C, kazdé méteni kazdého nezavisle ptipraveného vzorku bylo

opakovéno 4 x.

Relativni viskozita Vi byla ur€ena z naméienych hodnot nasledovne:
n—n
Vrel: blank 100
o~ hiank
kde 7 = dynamicka viskozita vzorku modifikované DNA, 7pjank = dynamicka viskozita
blanku, tj. DNA bez ethidium bromidu, a 7 = dynamicka viskozita vzorku obsahujici

nemodifikovanou DNA. Hodnota V¢ se vyjadiuje v procentech.
Tato metoda vyZaduje co nejvyssi piesnost a pozornost. I mald chyba pifi naséti roztoku do

kapilary, zplisobi neptesné méteni poklesu viskozity. Tyto neptesnosti mohou byt zpiisobeny

napt. bublinkou v kapilafe, kterd nemusi byt na prvni pohled viditelna, ¢i Spatnym uzavienim
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ventilkl ¢i zatek na kapilafe. Spravnost méfeni poklesu viskozity ndim pomaha urcit parametr

tzv. chyba méteni, ktery mizeme zjistit z viskozimetru.

Tato chyba by nikdy neméla ptesahnout hodnotu 0,2 %. Pokud je tato hodnota piekrocena i 0

jednu setinu, je lepsi zopakovat aplikaci roztoku do kapilary a provést dané méteni znovu.

Piesna mnozstvi jednotlivych sloucenin pouzitych pro piipravu vzorkd jsou uvedeny v tabulce

¢.4,5,6.

Tab. 4: Mnozstvi jednotlivych roztoki pro pfipravu th DNA modifikované cisplatinouna
rizna rp. A = 2,18 mM th DNA v 10mM NaClQO,, B = 5. 10 * M cisPt v 10mM NaClOy, C =
10 mMNaClOajary, - pocet atomu platiny vazanych na nukleotid.

o |A [u] [B[pl] [Clpl]
0 17,2 |0 928,8
0,01 |17,2 |74 982,1
0,02 |17,2 |1,48 |981,3
0,04 17,2 |2,96 |979,8
0,06 |17,2 4,45 |978/4
0,08 |17,2 |593 |976,9
0,01 |17,2 |7,41 |975/4

31



Tab. 5: Mnozstvi jednotlivych roztoki pro piipravu th DNA modifikované dienPt na rtizna rp.
A = 2,18 mM th DNA v 10mM NaClO,, B = 5. 10 * M dienPt v 10mM NaClO,4, C = 10

MMNaClOg4a 1y, - pocet atomt platiny vazanych na nukleotid.

o |A [u] [B[pl] [Clpl]
0 17,2 |0 928,8
001 |17,2 |74 982,1
0,02 |17,2 |1,48 |981,3
0,04 (17,2 (2,96 (979,8
0,06 |17,2 (4,45 |978/4
0,08 (17,2 |593 [976,9
0,01 (17,2 |7,41 |975/4

Tab. 6: Mnozstvi jednotlivych roztokt pro piipravu th DNA modifikované komplexem
BBR3464na rizna r,. A = 2,18 mM th DNA v 10mM NaClO4, B = 5. 10 * M BBR3464 v
10mM NaClO4,C = 10 mMNaClO4 a rp, - pocet molekul BBR3464 vazanych na jeden

nukleotid.

A [u] Blpl] |Clpd]
0 17,2 |0 928,8
001 (172 |74 9821
0,02 |17,2 |1,48 |981,3
0,04 |17,2 (2,96 |979,8
0,06 (17,2 |4,45 |9784
0,08 |17,2 |593 |976,9
0,01 (17,2 |7,41 |9754
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5 Vysledky méreni:

V této kapitole jsou shrnuty vysledky, jichz bylo dosazeno v pribéhu feseni bakalarské prace

5.1 Meéreni fluorescence

Fluorescence ethidium bromidu (EtBr) byla métfena pro vzorky DNA modifikované tiemi
riznymi komplexy platiny, konkrétné cisplatinou, dienplatinou a BBR3464 pfi r, v rozsahu 0
az 0,1. Byly provedeny Ctyfi nezavislé experimenty (tj. v€etné ptipravy a modifikace vzorkl).
Hodnoty relativni fluorescence ziskané z téchto experimenti jsou uvedeny v tabulkach 7, 8 a
9. Vobr. 13. jsou uvedeny kiivky zavislosti relativni fluorescence EtBr pro vzorky teleci
thymové DNA modifikované cisplatinou, dienplatinou a komplexem BBR3464 na stupni

modifikace (rp).

Tab. 7: Hodnoty relativni fluorescence ziskané pro vzorky DNA modifikované cisPt.

Relativni fluorescence I [%0]
Smérodatn
I Méieni 1 [Méreni 2 |Méieni 3 |Méfeni4 |Pramér 4 odehylka
0,00 100 100 100 100 100 0
0,01 97,77 96,81 95,57 90,14 95,07 2,95
0,02 94,99 89,52 91,33 94,79 92,66 2,32
0,04 88,77 86,56 91,36 89,94 89,16 1,76
0,06 80,79 79,03 81,1 80,61 80,38 0,80
0,08 78,99 75,64 78,08 76,13 77,21 1,37
0,10 74,08 78,83 74 81,29 77,05 3,13
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Tab. 8: Hodnoty relativni fluorescence ziskané pro vzorky DNA modifikované dienPt.

Relativni fluorescence I [%0]

Iy Méieni 1 |[Méreni2 |Méfeni3 |Méreni4 |Pramér Smérodatn
a odchylka

0,00 100 100 100 100 100,00 0,00

0,01 99,36 100 102 99 100,09 1,16

0,02 98,23 95,98 98,65 99,96 98,21 1,43

0,04 98,5 96,35 98,1 99,46 98,10 1,13

0,06 97,63 98,12 96,03 94,77 96,64 1,33

0,08 95,06 90,23 96,68 95,01 94,25 2,41

0,10 95,67 97,5 95,23 90,56 94,74 2,56

Tab. 9: Hodnoty relativni fluorescence ziskané pro vzorky DNA modifikované komplexem

BBR3464

Relativni fluorescence I [%0]
Smérodatn
I Méieni 1 |Méieni2 |Méfeni3 |Méreni 4 |Prumér  odehylka
0,00 100 100 100 100 100,00 0,00
0,01 90,65 90,36 95,8 92,36 92,29 2,16
0,02 84,21 82,65 76,63 80,08 80,89 2,87
0,04 54,32 61,2 50,35 59,39 56,32 4,27
0,06 45,36 55,32 50,36 50,26 50,33 3,52
0,08 23,12 25 28,63 26,54 25,82 2,02
0,10 8,2 12,6 15,3 13,9 12,50 2,66
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Obr. 13: Zavislost relativni fluorescence EtBr pro vzorky DNA modifikované cisPt, dienPt a

BBR3464 na stupni modifikace (rp).

Z obrazku (Obr. 13) je patrné, ze vazba vSech tii studovanych komplext platiny na DNA vede
ke snizeni interkalace EtBr do DNA, a tim i ke snizeni vysledné fluorescence. Nejzietelngjsi
pokles fluorescence zpusobuje komplex BBR3464, naopak vazba dienplatiny na DNA vede

jen k nepatrnému sniZeni fluorescence.

Tyto vysledky jsou v naprosté shod¢ s jiz diive publikovanymi udaji [35].

5.2 Viskozimetrie:

Dynamickd viskozita v pfitomnosti ethidium bromidu byla méfena pro vzorky DNA
modifikované tfemi riznymi komplexy platiny, konkrétné cisplatinou, dienplatinou a
BBR3464 pii 1, Vrozsahu 0 az 0,1. Byly provedeny Ctyfi nezdvislé experimenty (tj. véetné
ptipravy a modifikace vzorki). Hodnoty relativni viskozity ziskané z téchto experimentli jsou
uvedeny v tabulkach 10, 11 a 12. V obr. 14. jsou uvedeny kiivky zavislosti relativni viskozity
pro vzorky teleci thymové DNA modifikované cisplatinou, dienplatinou a komplexem
BBR3464 na stupni modifikace (rp).
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Tab. 10: Hodnoty relativni viskozity ziskané pro vzorky DNA modifikované cisplatinou.

Relativni viskozita V¢ [%0 ]
o Méreni 1 | Méreni 2 | Méreni 3 | Méfeni4 | Pramér Smérodatn
a odchylka
0,00 100,00 100,00 100 100 100,00 0,00
0,01 96,51 90,00 99,78 93,346 94,91 3,63
0,02 95,45 89,45 90,16 91,87 91,73 2,32
0,04 93,28 83,64 87,11 89,46 88,37 3,51
0,06 90,62 82,50 87,02 89,42 87,39 3,11
0,08 84,26 82,25 81,51 88,49 84,13 2,71
0,10 81,96 75,94 79,99 80,08 79,49 2,20

Tab. 11: Hodnoty relativni viskozity ziskané pro vzorky DNA modifikované dienplatinou.

Relativni fluorescence V¢ [%0]

Smérodatn

I Méieni 1 | Méieni 2 | Méreni3 | Méfeni 4 | Prumér 4 odehylka
0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,01 101,00 102,63 99,63 93,85 99,28 98,85
0,02 98,93 99,62 101,23 99,90 99,92 100,17
0,04 99,63 96,15 98,76 96,35 97,72 97,25
0,06 98,89 95,45 97,52 92,99 96,21 95,54
0,08 98,65 95,00 96,38 94,67 96,18 95,56
0,10 95,25 90,32 92,60 94,44 93,15 92,63
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Tab. 12: Hodnoty relativni viskozity ziskané pro vzorky DNA modifikované komplexem
BBR3464.

Relativni fluorescence V¢ [%0]
Smérodatn
o Méfeni 1 | Méreni2 | Méfeni3 | Méreni4 | Pramér
a odchylka
0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,01 90,23 93,50 93,58 89,14 91,61 91,96
0,02 86,32 80,32 95,00 81,99 85,91 85,80
0,04 70,00 75,63 71,09 67,32 71,01 71,26
0,06 55,47 55,50 50,23 62,30 55,88 55,98
0,08 40,99 49,02 42,65 38,23 42,72 43,16
0,10 22,36 15,56 15,69 12,99 16,65 15,22
—
X — -cisplatina
. . dienplatina
-==~aien
> 40- L :
--- -BBR3464
20+ .
0 T T T T T
000 002 004 006 0.08 0.10
b

Obr. 14: Zavislost poklesu relativni viskozity (V) na mnoZstvi molekul komplexu vdzaném na

jeden nukleotid (ry) pro jednotlivé studované komplexy.

Z obrazku (Obr. 14) je patrné, relativni viskozita DNA s ethidium bromidem se snizuje
v zavislosti na stupni modifikace pro vSechny tfi studované komplexy. Nejstrméj$im
poklesem se projevuje modifikace DNA komplexem BBR3464, naopak modifikace dienPt
vede jen k malému poklesu relativni viskozity. Je také patrné, ze zavislosti jsou linearni a
rozdily ve sklonech pfimek mezi jednotlivymi komplexy odpovidaji rozdilim zjisténym
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pomoci metody méteni fluorescence. Z vysledkl lze tedy vyvodit, Ze typ adukt a Groven
modifikace i v tomto ptipadé ovlivnila interkalaci ethidium bromidu do DNA a to se projevilo

snizenim viskozity oproti kontrolni, nemodifikované DNA, kde mohly vSechny molekuly

ethidium bromidu byt interkalovany.
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6 Diskuze a zavér:

Metody, které byly pouzity, jsou jedny ze zakladnich biologickych a fyzikdlnich metod,
kterymi je mozné zkoumat ovlivnéni struktury DNA po navdzani komplext platiny. Pro
méteni poklesu fluorescence byly vzorky inkubovany 24 hodin pfti teploté 37°C. Jednotliva
mnozstvi roztokl pouzitych pti piipravé vzorkl jsou uvedena v tab. 1 az 3 a ziskané hodnoty
relativni fluorescence jsou v tab. 7 az 9. Mnozstvi zasobnich roztokl pouzitych pro ptipravu
vzorkil pro méfeni viskozity jsou v tab. 4 az 6 a ziskané hodnoty v tabulce 10 az 12. I zde
byly vzorky inkubovany 24 hodin pfi teploté 37°C. Pfti pfipravé vzorkli se muselo zachovat
naprosto presné michani jednotlivych slozek. Byla zde vyZzadovana velka peclivost a rychlost.
I nepatrna chyba pfti ptipravé vzorkl se pak objevila jako vyzna¢ny nedostatek ve vysledcich

méfeni.

Naméiené hodnoty relativni fluorescence i1 viskozity ukazuji, ze ¢im vice se navaze Pt
komplexu na jeden nukleotid DNA, tim vétsi je pokles dané veli¢iny. Nejvetsi pokles

fluorescence i viskozity je u komplexu BBR3464.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole Vysledky, hodnoty ziskané pro zavislost relativni fluorescence
na stupni modifikace DNA velmi dobfe souhlasi s jiz diive publikovanymi vysledky [35].
Nejvétsi vliv na intenzitu fluorescence interkalovaného ethidium bromidu ma modifikace
DNA komplexem BBR3464, naopak modifikace dienplatinou se projevi jen velmi malym
snizenim intenzity fluorescence. Modifikace DNA cisplatinou ovliviiuje fluorescenci vice nez
dienplatina, ale podstatn¢ mén¢ nez komplex BBR3464. To souvisi se skuteCnosti, ze
dienplatina vytvafi na DNA pouze monofunk¢i adukty, které neptfedstavuji vyraznou
sterickou zabranu pro interkalaci ethidium bromidu do DNA. Naproti tomu cisplatina vytvari
v DNA pfevazné mistky mezi sousednimi puriny, coz zabraniuje interkalaci ethidium bromidu
mezi tyto baze. Mnozstvi molekul ethidium bromidu interkalovanych do DNA je tedy mensi a
tedy i fluorescence je niz§i. Komplex BBR3464 vytvaii v DNA mustky dlouhého dosahu,
které prekryvaji vice bazi (az 6 bazi). Mista, kam se ethidium bromid nemuize interkalovat

jsou tedy rozsahleji a tedy i snizeni fluorescence je podstatné vyraznéjsi.

Ethidium bromid po interkalaci do DNA nejen zvySuje jen svoji fluorescenci, ale také zvysuje

viskozitu DNA. Cim méné molekul ethidium bromidu je tedy do DNA interkalovano (napf.
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v dasledku branéni interkalaci adukty komplexu platiny), tim by viskozita daného roztoku

méla byt nizsi. Toto se také metenim potvrdilo.

Cilem této prace bylo porovnat vysledky, ziskané metodou méfeni flourescence s tidaji,
zjisténymi métenim viskozity. Ukdzalo se, ze pfimky ziskané vynesenim hodnot relativni
fluorescence a viskozity proti stupni modifikace maji pro stejné komplexy obdobny prib&h
(viz obrazky 12 a 13) a jejich sklon zavisi na typu aduktd, které dané¢ komplexy v DNA
vytvaii. Proto lze konstatovat, Ze ob€ metody jsou komplementarni a metoda méteni viskozity
mize byt pfi stanoveni typl mustkll vytvorenych v DNA platinovymi komplexy vhodnou

alternativou dosud pozivané metody fluorimetrické.
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7 Seznam zkratek

1,2-GG

1,2 AG
1,3d(GpNpG)
A

BBR3464

C

C

cisplatina, cisPt
CTR1

DNA

dienPt

EtBr

G
Karboplatina
NMR

NER
Oxaliplatina

1)

RNA

thDNA
XP

vnitrofetéztcovy muistek

vnitrofetéztcovymustek

vnitrofetéztcovymustek

adenin

[{trans-PtCI(NHs3),} 2 u-trans-
Pt(NH3)2{H2N(CH2)sNH2},]*

koncentrace

cytosin

cis-[(NHs)2ClPt]

membranovy pienase pro ionty médi
deoxyribonukleova kyselina

[PtCI(dien)]Cl, chlorid dithylentriaminchloroplatnaty
ethidium bromid

guanin

diammin-cyklobutandikarboxylatoplatnaty komplex
nukledrni rentgenova rezonance

nukleotidova excisni oprava

1R,2R diamincyklohexanoxalatoplatnaty komplex
mnozstvi molekul komplexu navazanych na jeden
nukleotid

ribonukleonova kyselina

thymin

thymova DNA

xerodermapigmentosum
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