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Abstrakt
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pro RNA polymerazu a jsou buiikou hiife opravitelné, proto je inhibice transkripce
ve srovnani s mononuklearni cisplatinou mnohem vyssi. Inhibice transkripce tedy
predstavuje dulezity zaklad mechanismu biologického ucinku latky BBR3464, ktera

je kandidatem pro vyuziti v protinadorové terapii.
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SEZNAM ZKRATEK

A2780 - bunky lidského ovarialniho karcinomu

ABC - ABC transportni protein (0dvozeno od ATP Binding Cassette)
AMP - adenosinmonofosfat

ATB - antibiotika

ATP - adenosintrifosfat

cDDP - cisplatina

CDK - cyklin dependentni kindza

CTR1/2 - transportéry pro ionty médi (odvozeno od copper transporter receptor 1/2)
DACH ligand - (1R, 2R) -1,2-diaminocyklohexanu

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

FAAS - bezplamenna atomova absop¢ni spektrometrie

FBS - fetalni hovézi sérum

GSH - glutathion

H3 - typ histonu

HMG proteiny - skupina chromozomalnich proteinti (odvozeno od High Mobility Group)

IAC - vnitrofetézcovy mustek (odvozeno od intrastrand crosslink)
IEC - mezifetézcovy mistek (odvozeno od interstrand crosslink)
MRNA - mediatorovda RNA

OTC1 a 2 — transportéry organickych kationtli (odvozeno od organic cation transporter 1
az2)

PBS - fosfatovy pufr (odvozeno od phosphate buffered saline)

Pt-DNA — adukty cisplatina-DNA
I'b - pocet aduktil testovanych sloucenin skute¢né navazanych na jednu bazi DNA

RNA - ribonukleova kyselina

ri - poCet atomu platiny teoreticky navazanych na jednu bazi DNA



rRNA - ribozomalni RNA

RPMI - kultiva¢ni médium pro bunky A2780
TBP - TATA-vazebny protein

TF - transkripcni faktor

TPL - triptolid

tRNA — transferova RNA
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CIiLE PRACE

v

Shromazdit nejnovéjsi informace k tématu prace z odborné literatury.
Shrnout ziskané poznatky ve formée literarni reSerse.

Studovat vliv cisplatiny a polynuklearniho platinového komplexu BBR3464

s protinadorovym uéinkem na inhibici transkripce v lidskych nadorovych buikach.

Porovnat ziskané vysledky s tidaji dostupnymi v odborné literatuie.



1. UvoD

Moderni medicina dokaze v souCasném svét€é opravdu neuveétitelné véci, o kterych
se lidem pied par desitkami let mohlo nechat jen zdat. I ptesto, ze primérny vék se stale
zvySuje a zivotni uroven roste, doprovazi lidstvo mnoho civilizaénich chorob. Mezi
nejrozsitenéjsi civilizani choroby patii i rakovina. Dfive byla rakovina nelécitelné
onemocnéni, ale s nastupem chemoterapie, radioterapie a dalSich zpisobu 1é¢by
se rakovina stala do jist¢ miry léCitelnou, piipadné byly objeveny alespon ptistupy
schopné prodlouzit zivot pacienta s rakovinou az o nékolik let. V minulosti byla napf.
rakovina varlat smrtelnou nemoci, ale poté, co byla objevena cisplatina, se tento typ
rakoviny stal dobte l1é€itelnym. OvSem ne vZdy ma cisplatina, tak dobré vysledky jako
pravé u rakoviny varlat. Stale existuji druhy rakoviny, u kterych je cislatina neucinna.
U nékterych nadort pak dochazi k vzniku rezistence pii opakovaném podani cisplatiny.
Nadorové buiikky mohou byt také piirozené rezistentni k tomuto 1é¢ivu nebo se vyskytnou
zavazné vedlejsi G€inky na organismus pacienta spojené praveé s podanim zminéné latky.

Samotna 1écba nadorového onemocnéni predstavuje pro organismus velkou
psychickou i fyzickou zatéz. Vyzkumnici se tedy snazi o vyvoj novych latek, které by
byly pii 1é¢bé efektivnéjsi, vykazovaly $irsi spektrum puasobeni ¢i idealné fungovaly
u i doposud nevylécitelnych nadord a mély méné nebo zadné vedlejsi ucinky. K piiblizeni
se takovému cili je klicové dobfe prozkoumat mechanismus biologického ptisobeni
stavajicich 1 novych latek.

Predmétem diplomové prace bylo zkoumat vliv polynuklearniho platinového
komplexu BBR3464 na inhibici transkripce v lidskych narodovych bunkach s vyuzitim
luciferazového testu. Pro srovnani byl stejny experiment proveden také s klinicky
vyuZzivanou cisplatinou, jejiz adukty na DNA mohou inhibici transkripce zptsobovat.
V ramci této diplomové prace byla porovnavana efektivita inhibice transkripce téchto
dvou sloucenin a bylo studovano, zda je tedy inhibice transkripce také dilezitym

zakladem mechanismu protinddorového plisobeni latky BBR3464.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Komplexy platiny v terapii rakoviny

Metalofarmaka, konkrétné zejména komplexy platiny, se béZné pouzivaji v klinické praxi
pfi 1écbe riznych typl rakoviny. Nejpouzivanéjsim metalofarmakem je zndma a velice
dobfe prostudovand cisplatina. I pfes velikou protinadorovou ucinnost ma tato latka
nekteré nevyhody a omezeni, proto jsou syntetizovdna a testovana dalsi potencidlni
1éCiva, jez by méla SirSi spektrum puasobeni, stejnou nebo vyssi ucinnost a zaroven
vykazovala méné nezadoucich vedlejsich U¢inkGi nez cisplatina. V nasledujicich
kapitolach jsou pfehledné shrnuty informace o struktufe, vlastnostech a vyuziti cisplatiny
a dalSich latek na bazi platiny, které jsou pouzivany v protinddorové terapii nebo

testovany pro moznost tohoto uplatnéni.

2.1.1 Cisplatina

Cisplatina nebo cis-diammindichloroplatnaty komplex (CDDP) je mala a jednoducha
molekula slozena =z jednoho atomu platiny, na ktery jsou navazané dvé
aminoskupiny a dva atomy chloru (obr. 1). Tento komplex byl prvnim cytostatikem
zalozenym na bazi platiny. Cisplatina byla syntetizovana jiz v roce 1845, ale jeji
schopnost zastavovat buné¢né déleni byla objevena nahodné az v roce 1965 biofyzikem
Barnettem Rosenbergem. Ten ptivodn¢ zkoumal vliv elektrického pole na rist a déleni
bakterii Escherichia coli. Pti tomto experimentu vlozil do zivného roztoku, ve kterém
byly amonné soli, platinové elektrody. Pfi zapnuti elektrického napéti se zastavilo déleni
E. coli, avSak burky stale rostly. Takto vznikala dlouha filamenta odli$na od béznych,
normalné se délicich, bakteridlnich bunék. Pozdéji bylo zjisténo, ze filamentozni rist
béhem elektrolyzy. Diky tomuto zjiSténi Rosenberga napadlo, Ze slou€eniny platiny by
mohly potlacovat kromé bakteridlnich také déleni nddorovych bunck a v konec¢ném
disledku tedy potlacit rust nadort (Rosenberg et al., 1965; Rosenberg et al., 1969).
Tato hypotéza byla potvrzena az roku 1968 na jiném pracovisti pii testovani G¢innosti
cisplatiny na nadorech u mysi, kdy dochdzelo k regresim téchto nadord. Nasledovaly dalsi
vyzkumy mechanismu u¢inki cDDP, jez se nakonec dostala az do klinickych testt jako
mozné protinadorové 1é¢ivo. Klinické zkousky byly zahajeny v roce 1971 a koncem

70. let se cisplatina zacala pouzivat v klinické praxi pro 1é¢bu nadort (Kelland, 2007).
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Obr. 1 Strukturni vzorec cisplatiny.

Jak uz bylo feceno, cisplatina je protinadorové 1écivo Siroce pouzivané k 1éCbé
nekolika typt rakoviny, zejména nadorti varlat, vaje¢niki, hlavy a krku nebo nékterych
plicnich karcinomt. Navzdory pozoruhodné uc¢innosti je s jejim pouzivanim spojeno
nékolik nevyhod. Nékteré nadory vykazuji opakovanym podanim ziskanou rezistenci
k tomuto 1é¢ivu, jiné malignity jsou k 1é¢bé cisplatinou dokonce piirozené rezistentni.
S uzivanim cisplatiny je spojeno také mnoho nezadoucich vedlejSich uc¢inka
na organismus pacienta. Nejcastéjsimi vedlejsimi u¢inky jsou myelotoxicita (poskozeni
kostni dien¢€), nefrotoxicita (naruseni funkce ledvin), ototoxicita (ztrata vnimani zvuku
o0 vysokych frekvencich) a dalsi jako je zvraceni, nevolnost, kozni vyrazka, poskozeni
zazivaciho traktu (Astolfi et al., 2013). Cisplatina totiz v té€le pacienta nepusobi cilen¢,
ale postihuje veskeré buiilky, zejména pak ty rychle se délici. Kromé& naddorovych bunck
se jedna také napt. o bunky kostni dienég, vlasové cibulky, buniky stfevni vystelky a dalsi,
proto dochézi k vzniku vyse popsanych nezadoucich vedlejsich ucinki.

Limitace spojené s uzivanim cisplatiny byly a stale jsou podnétem pro syntézu novych
latek. Navrhy téchto latek jsou zaloZeny na nékolika strategiich, z nichZ nejrozsifené;jsi
jsou zejména nasledujici pfistupy: 1) syntetizovat nové latky na bazi platiny
tzv. cytostatika druhé a tieti generace, ii) syntetizovat latky, u kterych by doslo
k nahrazeni centralniho atomu platiny za jiny (napf. ruthenium, osmium, iridium
¢i galium) nebo iii) syntetizovat mnohojaderné platinové komplexy. Nezbytné je také
podrobné prozkoumat a popsat mechanismus uclinku léCiv jiz pouZzivanych.
Tyto poznatky mohou slouzit jako cenny teoreticky zaklad pro syntézu novych sloucenin.
S vyvojem kandidatnich latek je spojeno také dlouhodobé a intenzivni testovani

za ucelem zjisténi jejich vyhod a nevyhod a potencidlu pro plisobeni na rakovinné buriky.
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Mechanismus piisobeni cisplatiny
Cisplatina je pacientiim poddvana intravenézné. Do krevniho fecisté vstupuje v relativné

nereaktivni dichloroformé. Diky tomu, Ze v krevnim fecisti je vysoka koncentrace

chloridovych ionta (~100 mmol-l-l), tak v této form¢ zde cisplatina zistava, dokud
nevstoupi do buiiky. Vstup cisplatiny do buniky je umoznén nejcastéji pasivni difuzi, ale
existuji i dikazy, ze Castecné mize byt pfenesena také aktivnim transportem napf.
transportéry pro ionty médi CTR1 a 2 (copper transporter receptor 1 a 2). Bylo zjisténo,
ze v kvasinkach a v mysich embryonalnich fibroblastech byla snizena hladina proteinu
Ctrl, coz mélo za nasledek snizenou absorpci cisplatiny o ~ 80% (Ishida et al., 2002; Lin
et al.,, 2002). Naopak rizné bunééné linie nadmérné exprimujici protein Ctrl
akumulovaly vyrazné vyssi hladiny cisplatiny (Kuo et al., 2007).

Poté, co cisplatina vstoupi do bunééné cytoplazmy, tak dochazi k vymeéné

chloridovych ionti v molekule cisplatiny za vodu, protoze koncentrace chloridovych

iontll je zde mnohonéasobné nizsi (~4 mmol-l-l). Hydrolyzou vznikaji pozitivné nabité
reaktivni mono-aqua ¢i di-aqua formy cisplatiny. Tyto formy jsou schopné interagovat
s jednotlivymi buné¢nymi komponentami a samoziejmé také s jadernou DNA, jak je
znazornéno na obr. 2 (Makovec, 2019). Krom& DNA muize cDDP reagovat také napft.
s latkami obsahujicimi siru jako metalothioneniny (piedevsim glutathion), ¢imz mutize byt

poskozena a inaktivovana.

[CI] ~ 100 mM

[CH ~4-12 mM

o

Bez opravy
(apoptdza)

- /
B \
Oprava
(rezistence)

napr. CTR1

Obr. 2 Mechanismus ptisobeni cisplatiny, pfevzato a upraveno z Browning et al., 2017.
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Béhem podavani ¢cDDP muze dochdzet k vzniku rezistence nddorovych bunck
k 1é¢be. Po ziskani takové rezistence se tedy buiiky stanou odolnymi K cisplatiné. Navic
muZze nastat i1 situace, kdy se nékteré bunky dokonce stanou kiizové rezistentnimi
i k dalsim 1ékum, které maji podobné slozeni a mechanismus ucinku. Problematika
1€kové rezistence je slozitd a podminuje ji celd fada faktorti v¢etné: zrychlené¢ho efluxu
1€ku, aktivace a deaktivace 1éCiva, zmeény farmakologického cile 1é¢iva, methylace DNA
a dalsi. Je tedy zfejmé, ze strategie k prekonani chemorezistence maji velky klinicky
vyznam (Wilson et al., 2006). Buiiky maji n¢kolik mechanismti k ziskani
rezistence a tedy k zamezeni cytotoxické aktivité l1é¢iva jak je zndzornéno na obr. 3.
Piikladem je snizeny influx nebo zvySeny eflux dané latky (1), naruseni mechanismu
buné¢né smrti (2), aktivace obecnych detoxikac¢nich mechanisma (3), zvyseni frekvence
oprav DNA (4) a zmény bunécného cyklu (5). ZvySena aktivita efluxnich pump vede
k odstranéni 1é¢iva ven zbunky a muze byt zprostiedkovana naptf. pomoci ABC
transportérti, které vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP k pfemisténi substratt
pfes biologické membrany. Transportéry ABC jsou schopné transportovat rtizné
organické anionty (Filipits, 2004).
Bunky rezistentni na cisplatinu maji casto zvySené hladiny bunééného glutathionu
(GSH). Predpoklada se, ze GSH hraje hlavni roli v mechanismu bunééné rezistence
k cisplating. Cisplatina ma vysokou afinitu k ligandiim obsahujicim siru a snadno reaguje

s GSH ve vodnych roztocich za ,,fyziologickych podminek®. Koncentrace GSH je

Vv bunikach v mmol-l_1 rozmezi, zatimco intracelularni hladiny platiny jsou v pmol-l_1
rozsahu. Da se tedy predpokladat, Ze GSH je hlavnim bunéénym cilem cisplatiny. Reakce
mezi nimi vedou k inaktivaci cDDP, jez se tim padem nedostane k svému biologickému
cili, tedy DNA v jadie nadorovych bun€k, a muze dochazet k vzniku rezistence
(Kasherman et al., 2009).
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Obr. 3 Schématické znazornéni mechanismu rezistence buiiky vici 1é¢iviim (prevzato od
Ferreida et al., 2014). Snizeny influx nebo zvySeny eflux dané latky (1), naruseni
mechanisml bunééné smrti (2), aktivace obecnych detoxikacnich mechanismi (3),
zvySeni frekvence oprav DNA (4) a zmény bunééného cyklu (5)

Adukty tvorené cisplatinou na DNA
Uspésnost cisplatiny je mimo jiné déna jeji schopnosti kovalentn& se vazat na DNA
za tvorby raznych typi aduktd. Vazbou cisplatiny na DNA vznikaji monofunk¢éni adukty
Pt-DNA, které se mohou uzavirat v adukty bifunkéni. Takto vznikaji vnitrofetézcové
a mezifetézcové mistky. Vnitrofetézcové mustky vznikaji mezi 2 bazemi ve stejném
fetézci molekuly DNA a mezitétézcové vznikaji mezi 2 bazemi v komplementarnich
fetézcich v molekule DNA.

Nejcastejsi typ mustku vznika mezi dvéma sousednimi guaniny v jednom fetézci
v molekule DNA. Tento mustek je oznacovan 1,2 — GG — IAC (odvozeno od intrastrand
crosslink — vnitrozetézcovy mustek) a predstavuje ptiblizné 60 % adukti cisplatiny (obr.
4a). Dalsi vnitrofetézcovy mustek vznika po navazani cisplatiny na sousedni adenin
a guanin. Tento adukt je oznacovan jako 1,2 — AG — IAC a predstavuje ptfiblizné 20 %
aduktd cisplatiny (obr. 4b). Tieti typ vnitrofetézcového mustku vznika po navazani
cisplatiny na dva guaniny, které jsou od sebe oddélené jednou dal$i bazi, oznacuje
se 1,3 -GG — IAC (obr. 4c) a tvoii piiblizné 10 % aduktt cisplatiny (obr. 4b). Poslednim
typem je mezifetézcovy mustek, ktery vznika mezi dvéma guaniny v komplementarnich
fetézcich. Tento mezifetézcovy adukt se oznacuje jako 1,2 — GG — IEC (odvozeno

od interstrand crosslink — mezifetézcovy mustek) a tvofi pfiblizné¢ 5 — 10 % aduktt
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cisplatiny (obr. 4d). Zminéné procentualni zastoupeni plati pro linedrni DNA a mize

se lisit v zavislosti na typu DNA (Vrana et al., 1996).
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Obr. 4. Grafické znazornéni adukti DNA-cisplatina. a) 1,2 — GG — IAC, b) 1,2-AG — IAC, ¢)
1,3-GG-1AC,d)1,2-GC - IEC.

Vyse popsané mustky, tedy kovalentni spojeni, mohou zplisobovat riizné deformace
DNA a také zabranovat odd€leni komplementarnich fetézci napi. béhem replikace.
Pokud nejsou mustky opraveny opravnymi cestami bunky, dochazi ke smrti bunék.
I presto, ze je cisplatina schopna vytvafet adukty na DNA a nasledné mtize dochazet
ke smrti bunky, tak miize dochazet i k vyvoji chemorezistence vii¢i tomuto cytostatiku
a naslednému omezeni ucinnosti podobnych 1¢ékli indukujicich vznik mustkd (napf.
kiizova rezistence u cDDP a karboplatiny), jak jiz bylo zminéno vyse. Jedna
ze soucasnych lécebnych strategii proto kombinuje latky indukujici vznik mustku a latky
inhibujici enzymy, které opravuji mustky vznikajici v molekulach DNA (Clauson et al.,
2013).

HMG proteiny

Adukty vytvofené na DNA mohou byt rozpoznavany HMG proteiny (neboli High
Mobility Group proteins), které mohou ,stinit”“ misto poSkozeni DNA. Zpocatku
se predpokladalo, ze HMG proteiny podporuji opravu Pt-DNA aduktt tim, ze usnadiuji
rozpoznavani téchto mist opravnymi proteiny. Pozdéji vSak studie vyuzivajici in vitro test
opravy excize nukleotidli prokazala, ze opravy poSkozeni DNA za piitomnosti HMG
protein ve skuteCnosti spiSe zpomali. Bylo tedy navrzeno, ze proteiny HMG chrani
platinové 1éze pied ptistupem opravnych proteint tim, zZe vytvaii na DNA jakysi ,,stin®.
Nedochazi tedy k opravam poSkozené DNA, ale bunééné smrti ¢i mutacim (Park S.

a Lippard S, 2012).
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HMG proteiny jsou vyznamné transkripéni faktory, které se prednostné vazou
na DNA, jez byla modifikovana cisplatinou. Déli se do 3 hlavnich rodin/skupin (HMGA,
HMGB a HMGB), které jsou dale c¢lenény do podrodin. HMGBI1 je povazovan
za primarni faktor, ktery rozpoznava adukty na DNA vytvoiené cisplatinou a vykazuje
vysokou afinitu k témto mistim (He et al., 2014).

Molekularni mechanismus uc¢inku cisplatiny a jejich analog je velmi rozsahlou
problematikou, proto je podrobné popsan dale vtéto praci (viz 2.2 Molekularni

mechanismus u¢inku platinovych metalofarmak a 2.3 Inhibice transkripce).

2.1.2 Karboplatina

Mezi cytostatika odvozena od cisplatiny patii napt. karboplatina (obr. 5), ktera ma velmi
podobny mechanismus biologického ucinku. V disledku toho, ze karboplatina ma nizsi
reaktivitu nez cisplatina, jsou béhem 1écby touto latkou pozorovany vyrazné€ nizsi vedlejsi
ucinky. V porovndni s cisplatinou je méné nefrotoxickd i neurotoxickd, zéaroven
je mnohem vice myolotoxicka (Dilruba a Kalayda, 2016; Sakaeda et al., 2011). V roce
1985 byla karboplatina schvalena k 1é¢bé nadoru vajecniku ve Velké Britanii a Kanad¢.
V roce 1988 byla nasledné schvalena i v USA (Lebwolh a Canetta, 1998). Dale je také
uéinna u nékterych typt rakoviny prsu (Martin et al., 1992), délozniho hrdla (Tinker et
al., 2005) ¢i rakoviny jicnu (Tinker et al., 2005).

O NH,
v
Pt

O NH,

Obr. 5 Strukturni vzorec karboplatiny.
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2.1.3 Oxaliplatina

Dalsim cytostatikem pouzivanym v klinické praxi je oxaliplatina (obr. 6). Ta se pouziva
v kombinaci s 5-fluorouracilem a folinatem pii 1é¢bé kolorektalniho karcinomu, ktery
je vuci cisplatiné necitlivy. Oxaliplatina je komplex platiny s ligandem (1R, 2R) -1,2-
diaminocyklohexanu (DACH) a oxalatem jako odstupujici skupinou. Oxalat vyznamné
snizuje reaktivitu oxaliplatiny a tim zmirnuje jeji vedlejsi ucinky (Wheate et al., 2010).
DACH ligand je lipofiln€jsi a zvySuje pasivni absorpci oxaliplatiny ve srovnani
s cisplatinou a karboplatinou. Vyssi lipofilita je také divodem, pro¢ oxaliplatina vyuziva
jiné cesty vstupu do bunky nez ostatni 1éky. Transportéry organickych kationti OCT]1
a OCT2 (organic cation transporter 1 a 2) jsou zapojeny do zprostiedkovani absorpce
oxaliplatiny. Jejich nadmérnd exprese vyznamné zvySuje bunéfnou akumulaci
oxaliplatiny, ale nikoli cisplatiny nebo karboplatiny. Buniky kolorektalniho karcinomu
nadmérné exprimuji transportéry organickych kationtd, coz mize vysvétlovat ucinnost

oxaliplatiny u tohoto konkrétniho typu rakoviny (Zhang et al., 2006).

NHE‘\ O O

“'NH»

Obr. 6 Strukturni vzorec oxaliplatiny.

2.1.4 Polynuklearni komplexy platiny

Polynukledrni komplexy platiny pfedstavuji novou tfidu potencidlnich protinddorovych
latek strukturné odlisnych od cisplatiny. Tyto komplexy obsahuji dvé nebo vice
reaktivnich koordinacnich sfér platiny. Ve vSech pfipadech jsou platinova koordinacni
centra spojena alifatickymi polyaminy (Fan et al., 2007; Wedlock et al., 2013; Wheate
a Collins, 2003).

Ve srovnani s mononuklearnimi slouceninami platiny maji tyto latky casto vyrazné
vy$§i cytotoxickou aktivitu. Na rozdil od cisplatiny a jejich analog, ktera tvoifi na DNA
prevazné 1,2-mezifetézcové mustky, se totiz mohou adukty polynuklearnich komplext
rozprostirat pres nékolik parl bazi a vytvaret mezilehlé mezifetézcové a vnitroretézcové
vazby (Wheate a Collins, 2003; Qu et al., 2009; Mangrum a Farrel, 2010), piedstavujici

wevr

komplexy platiny by mohly byt u¢inné i v nadorech se ziskanou rezistenci k cisplating
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(Bugarcic¢ et al., 2012). Mezi takovéto polynuklearni platinové komplexy patii napf.
BBR3005, C304, C305, C306 a dalsi.

Mezi polynuklearni platinové komplexy patéi také napt. komplex [{trans-
PtCI(NH3)2} 2u-trans-Pt(NHs)2{ HoN(CH2)sNH2}2] ** neboli BBR3464, ktery je tvoren
dvéma trans-[PtCI(NHz)2] jednotkami spojenymi tetraaminovou jednotkou
trans-[Pt(NH3)2{H2N(CH2)sNH2}.]. Jedna se o trinuklearni slouceninu platiny (obr. 7).
BBR3464 je povazovan za diilezité protinddorové Cinidlo, protoze je Gcinny V buiikach
rezistentnich k cisplatin¢. Kromé toho muze fungovat pii 10x az 1000x niz$i davce
ve srovnani s urovni pouzitelnou pro cisplatinu (Brabec et al., 1999; Wheate a Collins,
2005). Diivody uc¢innosti BBR3464 pii mnohem nizsich davkach ve srovnani s typickymi
hodnotami davkovani cisplatiny nejsou dobtfe zndmy, proto je stile intenzivné testovan

mechanismus biologického ucinku této latky.
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Obr. 7 Struktura BBR3464.

Dva platinové konce ve struktuie BBR3464 mohou byt pouzity pti tvorbé kovalentni
vazby s bazemi DNA a to konkrétné s guaninovymi zbytky. Mohou vznikat rizné typy
vazeb napft. vnitrofetézcové mustky nebo 1,2; 1,4; 1,6 — mezifetézcovy mustek. Vysoky
kladny naboj BBR3464 zpiisobuje, Ze je schopen se rychle vazat na DNA, kinetika vazby
je ptiblizné 5x rychlejsi nez u cisplatiny (Brabec et al., 1999). S timto komplexem
je spojeno 1 nékolik nevyhod. BBR3464 je vysoce toxicky 1 pfesto, Zze jeho maximalni
davka je 10x niz8i neZ u cisplatiny. U pacientli miize zpiisobovat vedlejsi ti€inky jako je

porucha krvetvorby ¢i alergicka reakce (Kraker et al., 1992).
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2.2 Molekularni mechanismus uc¢inku platinovych metalofarmak

Nize je popsan molekularni mechanismus uc¢inku platinovych metaloframak pouzivanych
v klinické praxi, zejména cisplatiny, ktera je nejrozsifencjSim z téchto 1éCiv a jeji
mechanismus ptisobeni byl zkouman v ramci mnoha studii. Zminéna je inhibice replikace
a telomerazové aktivity. Dukladné je pak popsana zejména inhibice transkripce vlivem
cisplatiny, ktera byla testovana také v praktické Casti této prace. Této problematice

je vénovana zvlastni kapitola (viz 2.3 Inhibice transkripce).

2.2.1 Inhibice replikace DNA

Cisplatina a jeji analoga maji schopnost se vazat na molekulu DNA a vytvaiet zde adukty.
Tyto adukty modifikuji strukturu DNA, coZ mé za nasledek napt inhibici replikace.
Replikace a transkripce ptredstavuji Zivotné diileZité procesy nezbytné pro bunééné déleni
a tvorbu proteind. Jakékoliv jejich naruseni mize vést k bunécné smrti. Platinova l1é¢iva
byla podrobné¢ studovana a zjistilo se, ze tyto latky cilené inhibuji replikaci a transkripci
vV nddorovych buiikidch, coz méa za nésledek jejich bunénou smrt a represi nadoru.
Nésledné se tohoto faktu zacalo vyuzivat ve zdravotnictvi pfi 1é€bé riiznych typil
rakoviny.

Replikace je zakladni bunécny proces, ktery zahrnuje rozvolnéni dvouvlaknové DNA
z chromatinu, separaci duplexnich fetézcii a syntézu nové DNA pomoci ptvodnich
vlaken jako templati. DNA polymerazy jsou integralné zapojeny do tohoto procesu. Bylo
zjisténo, ze adukty cisplatiny na DNA mohou pfedstavovat piekdzku pro DNA
polymerazu. V takovych piipadech dochazi k inhibici replikace cisplatinou. Tato mutize
vést az k smrti rakovinnych bunék v dusledku blokovani jejich schopnosti syntetizovat
novou DNA potiebnou pro déleni.

Replikace DNA ma tedy tendenci byt inhibovana v ptitomnosti cisplatiny a adukty
Pt-DNA predstavuji blok pro DNA polymerazu. Nékteré GG vnitrofetézcové mustky
vSak mohou byt DNA polymerazou obejity, nez dojde k Gplnému zastaveni replikace.
Poté mize dochazet k tomu, Ze jsou ndhodné nukleotidy zaclenény naproti platinové 1ézi
(Jordan a Foncesa, 2000). Pokud nejsou takova poSkozeni opravena bunécnymi
opravnymi mechanismy, mohou pfechéazet do dalSich generaci. I pfesto, Ze je cisplatina
registrované 1é¢ivo, je tedy potencionalné mutagenni, protoZze mize zpisobovat dédi¢né

zmény v DNA.
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2.2.2 Inhibice telomerazové aktivity

Cisplatina byla n¢kolikrat testovana a porovnavana s dalSimi latkami a jejich vlivem na telomery.
Telomery jsou specializované struktury na konci chromozomd. Tyto struktury chrani
chromozomy pted rekombinaci sjinymi chromozomy, pfed zkracovanim oblasti
na chromozomu nesoucich geny nebo pied degradaci vlivem nukleaz. U lidi se telomery
skladaji z repetitivnich sekvenci TTAGGG. DNA polymeraza nepochybné neni schopna
zcela kopirovat DNA na samotnych koncich chromozomt, proto se béhem kazdého
bunécného cyklu ztrati ptiblizn¢ 50 nukleotidli, coz ma za nésledek postupné zkracovani
délky telomery. Kriticky kratké telomery zptsobuji starnuti a nasledné¢ bunécnou smrt
(Gomez et al., 2012).

Béhem experimentt s cisplatinou byla pozorovana snizena aktivita telomerazy
v lidskych testikularnich nadorovych buitkach, zatimco latky jako doxorubicin,

bleomycin, methotrexat, melfalan a transplatina nemély zadny t¢inek.

Telomeraza

Telomeraza je reverzni transkriptaza, ktera funguje jako klicovy enzym pfi stabilizaci
telomer, kdy zajistuje pridavani repetitivnich sekvenci TTAGGG na konec telomery.
Je to ribonukleoprotein, ktery vyuzivd svou RNA slozku jako templat pro syntézu
opakovani telomerovych sekvenci. Sklada se z katalytické podjednotky (hTERT) a slozky
RNA (hRT), ktera pasobi jako templat pro pridani kratké opakujici se sekvence
dTTAGGGn na 3 'konec telomerické DNA a z druhové specifickych doplitkovych
proteintl.

Telomerazova aktivita je vykazovana u gamet, kmenovych anadorovych bunék.
V lidskych somatickych buiikach je replikacni potencidl piisn€ omezen a senescence
nasleduje pfiblizné¢ po 50 az 70 bunécnych délenich. Naopak ve vétSiné nadorovych
bunék je replikacni potencidl neomezeny praveé diky jejich schopnosti opakované
prodluzovat telomery pomoci telomerazy (Gomez et al., 2012). Bylo navrzeno, ze
specificky inhibitor telomerazy by mohl slouzit jako terapeutikum pro 1é€bu nékterych
druhti rakoviny (Shay a Wright, 2002).

Existuje nékolik moznosti, jak muze cisplatina interferovat s funkci telomerazy.
Jednou znich je, Ze repetitivni sekvence TTAGGG mize byt zesiténa pomoci
mezifeZzezcovych miustk. Dal§i mozZnosti je také interakce cisplatiny s esencidlnimi

sulthydrylovymi skupinami v proteinové ¢asti enzymu (Burger et al., 1997).
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Jak jiz bylo zminéno, inhibice telomerdzy ma mozny terapeuticky potencial v 1écbé
rakoviny. Telomerazova aktivita mize byt inhibovana v rakovinnych bunkach, coz vede
ke znacnému snizeni bunécné zivotaschopnosti, kdy je indukovana apoptdza, avsak pouze
u rakovinnych bunék, zatimco dana inhibice nema vliv na vétSinu bunék normadlnich.
Katalytickd podjednotka TERT je hlavnim cilem pro vyvoj protirakovinovych 1é¢iv,
protoze v rakovinnych bunkéach je vysoka koncentrace TERT a naopak ve vétSing

normalnich bun¢k je TERT nedostatek (Andrews a Tollefsbol, 2008).

G-Kvadruplexy

Dalsim moznym zpisobem jakym Ize inhibovat telomerazovou aktivitu je vyuziti
tzv. G-kvadruplexli. Nejznaméj$im typem sekundarni struktury nukleovych kyselin,
DNA a RNA, jsou Sroubovice a vlasenky. Existuji ale 1 dalsi typy sekundarni struktury
nukleovych kyselin, mezi které patii G-kvadruplexy. Vyskytuji se v DNA i RNA
V oblastech bohatych na purinovou bazi guanin. V pfipad¢, ze dojde ke spojeni 4
guaninovych bazi Hoogstenovym parovanim vznikne planarni G-kvartet (obr. 8A).
Uspotadanim nékolika G-kvarteti nad sebou vznikne G-kvadruplex (obr. 8B).
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Obr. 8 A) Struktura G-kvartetu vznikla interakci 4 guaninovych bazi, B) uspotradani
n¢kolika G-kvarteti za vzniku G-kvadruplexu.

Enzym telomeraza, umoziujici pfidavat dalsi repetitivni sekvence na konec telomer,
vyzaduje pro svou funkci jednofetézcovy telomerni konec. Vzhledem k tomu, Ze jsou
telomerni sekvence bohaté na guanin, je ziejmé, Ze vytvoreni kvadruplexu na konci
telomery by zabranilo telomeraze v dalSim prodluZovani telomer. S vyuZitim malych

molekul (tzv. ligandl), které specificky interaguji s kvadruplexy, by bylo mozné tyto

25



utvary dale stabilizovat a tim G¢inn¢ inhibovat telomerazu. Ligandy jsou obyvkle
polyaromatické heterocyklické slouceniny mezi které patii napt: antrachinony, akridiny,
thiaziny nebo piirodni telomerazovy inhibitor telomestatin izolovany z aktinobakterie
Streptomyces anulatus (Spackova, 2009). G-kvadruplexové ligandy selektivné omezuji

pouze rist nadorovych bunék, aniz by mély vliv na normalni nenadorové bunky (Cao et
al., 2016).

2.3 Inhibice transkripce

Kromé toho, ze cisplatina a jeji analoga maji schopnost se vazat na molekulu DNA,
vytvaret zde adukty a tim inhibovat replikaci, tak také bylo zjisténo, ze dulezitou
podstatou molekularniho mechanismu cisplatiny a jejich analog je, ze mohou inhibovat

bune¢né procesy na arovni transkripce.

2.3.1 Transkripce

Transkripci rozumime proces, pii kterém je genetickd informace piepsana z molekuly
DNA do molekuly RNA pomoci enzymu RNA-polymerdzy. Transkripce spolu s replikaci
a translaci predstavuje centrdlni dogma molekularni biologie, které popisuje pienos
genetické informace do proteinu. Zacind otevienim a rozvinutim malé Casti
dvousroubovice DNA, ¢imzZ se obnazi baze DNA na kazdém DNA vlaknu. Jedno vlakno
je vyuzito jako templat pro syntézu RNA. Dochazi k parovani nukleoidi na zaklade
komplementarity bazi. Proces syntézy RNA je podobny jak u prokaryot, tak u eukaryot.
a nasledné musi byt pfenesena z jadra do cytoplazmy pies jadernou membranu, narozdil
od prokaryot, ktera neobsahuji jadro, a transkripce probiha volné v cytoplazmé. Zatimco
transkripci  u prokaryot zprostfedkovava jedinda RNA-polymeraza, u eukaryot
je transkripce zprostiedkovana tfemi RNA-polymerazami (RNA-polymeraza I, II a I1I).
RNA-polymeraza 1 se vyskytuje v oblasti jadérka, kde syntetizuje ribozomalni RNA
kromé& 5S rRNA. RNA-polymeraza Il syntetizuje jadernou pre-mRNA. RNA-polymeraza
III syntetizuje transferovou RNA, 5S rRNA a dal$i malé jaderné RNA. RNA-polymeraza
I1 a 11l se vyskytuji v jadie.

Transkripci I1ze rozdé€lit do 3 stadii: iniciace, elongace a terminace. Iniciace vyzaduje
navazani transkripénich faktor (viz nize) a RNA polymerazy na promotor. Béhem
elongace dochazi k syntéze molekuly RNA ve sméru 5' — 3', kterd vznika pfipojovanim

ribonukleotidu k 3'OH skupiné na konci fetézce. Terminace nastavd, kdyz
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RNA-polymeraza II vstoupi do mista termindtoru se specifickou sekvenci. Na rozdil
od replikace vznikaji jednovldknové RNA, které neziistavaji vazané k DNA templatu
vodikovymi vazbami. Nov¢é nasyntetizovany RNA fetézec je hned za ptidanymi
nukleotidy vytlacen a dvojvlaknova DNA je obnovena. RNA molekuly jsou v porovnani
s DNA molekulami mnohem kratsi, protoze se jednd pouze o kopie ¢asti DNA.
Eukaryotické RNA-polymerazy nemohou na rozdil od téch prokaryotickych iniciovat
transkripci samotné. VSechny titi RNA-polymerdzy vyzaduji pro zahdjeni syntézy RNA
dalsi proteiny tzv. transkrip¢ni faktory (Snustad a Simmons, 2009; Albert et al., 2008)

2.3.2 Transkrip$ni cyklus RNA-polymerazy |1

Jak uz bylo feceno, RNA-polymeraza II zprostfedkovava syntézu jaderné pre-mRNA,
ktera je posléze prekladana do sekvence aminokyselin, na jejimz zakladé vznika piislusny
protein. Proces transkripce 1ze rozdé€lit do 3 stadii: iniciace, elongace a terminace. Béhem
iniciace musi nejprve RNA-polymerdza rozeznat promotor, coZ je sekvence na DNA,
na kterou se RNA-polymeraza vaze, aby mohla byt zahajena transkripce. Promotor se
sklada z kratkych elementt, které jsou umistény proti sméru transkripce od bodu poc¢atku
replikace (obr. 9). Pocatek je oznaCovany jako +1 neboli iniciator, ktery obsahuje
startovaci nukleotid. Element, ktery se nachdzi nejblize k mistu pocatku replikace,
se nazyva TATA-box. Obsahuje sekvenci TATAAAA (¢teno ve sméru 5' — 3
na netemplatovém ftetézci) a jeji stted se nachédzi kolem mista -30. Druhy element se
oznacuje jako CAAT-box (-80). Dalsimi elementy jsou GC-box a oktamerovy box.
Iniciace transkripce vyzaduje spolutcast n¢kolika transkripénich faktor. Na ucinnost
iniciace mohou mit vliv jeSté dalsi transkripcni a regulacni sekvence zvané zesilovace
nebo tlumice. VSechny transkripéni faktory se oznacuji TFIIX (odvozeno
od Transcription Factor for polymerase II), kde X je pismeno, kterym se oznacuje

konkrétni faktor.
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oktamerovy GC CAAT GC TATA ,
box box box box box pocatek
transkrigc_e_)

20 -100

ATTTGCAT GGGCGG  GGCCAATCT GGGCGG  TATAAAA
konzervativni konzervativni  konzervativni konzervativni konzervativni

Obr. 9 Struktura promotoru rozeznavaného RNA-polymerazou II (Snustad a Simmons,
2009).

Prvnim TF, ktery interaguje s promotorem je TFIID. Ten je slozeny z TATA-
vazebného proteinu (TBP) a z malych proteini asociovanych s TBP. K vytvofenému
komplexu se dale pfipojuje TFIIA a poté TFIIB. K RNA-polymeraze se ptipojuje TFIIF
a spolecné se vazou na promotor. TFIIF ma dvé podjednotky, z nichZ jedna ma schopnost
rozvinout DNA. Nasledné dojde k navazani TFIIE, TFIIH a TFIIG (obr. 10). TFIIH ma
helikazovou aktivitu a pohybuje se béhem elongace s RNA-polymerazou II, ptficemz
odviji vldkna v misté transkripce a tvofi transkripéni bubliny. B€hem elongace dochazi
k syntéze molekuly RNA ve sméru 5' — 3', ktera vznika pfipojovanim ribonukleotidu
k 3'OH skuping na konci fetézce. Terminace nastava, kdyz RNA-polymeraza II vstoupi
do mista terminatoru se specifickou sekvenci. Dojde k jejimu zastaveni a uvolnéni

molekuly RNA a RNA-polymerazy (Snustad a Simmons, 2009; Albert et al., 2008).
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Obr. 10 Iniciace transkripce RNA-polymerazou II (Snustad a Simmons, 2009).

2.3.3 Mechanismy inhibice transkripce cisplatinou

Transkripce muze byt v disledku plisobeni cisplatiny inhibovana na nékolika urovnich,
jak je znazornéno na obr. 11. Prvni moznosti je vychytavani transkripénich faktora a tedy
inhibice iniciace transkripce. Tyto faktory se podileji na iniciaci transkripce tim, Ze

vytvaii pre-iniciaéni komplex, ktery interaguje s RNA polymerazou II, coz umoziuje

spusténi transkripce protein-kodujicich gend.
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Obr. 11 Mozné mechanismy inhibice transkripce vlivem cisplatiny (vychytavani
transkrip¢nich faktord, blokace RNA polymerazy II, naruSeni chromatinové struktury ¢i
mobility). Pfevzato a upraveno z Todd a Lipard, 2009.

Adukty vytvotené cisplatinou mohou modifikovat strukturu DNA za vzniku oblasti
strukturné podobnych promotorovym sekvencim. Na tyto modifikované useky se pak
vazou transkripéni faktory. Nedochazi tak k vazbé téchto faktortt Kk pivodnim cilovym
promotorovym sekvencim a K iniciaci transkripce (Cullinane et al., 1999).

Druhym zptsobem, jakym miize byt vlivem cDDP inhibovana transkripce, je blokace
RNA polymerazy, kdy adukty Pt-DNA piedstavuji fyzickou bariéru na DNA a tim brani
postupu RNA polymerazy podél DNA fetézce (Tornaletti et al., 2003). V nékterych
piipadech dochazi ktomu, Ze se RNA polymeraza zastavi pied adukty
Pt-DNA, avsak poté, co je adukt odstranén opravnymi mechanismy bunky, muze
transkripce pokracovat (Jung a Lippard, 2003). Kromé toho, ze adukty brani RNA
polymeraze v postupu, tak také brani molekule DNA v rotaci, diky které je umoznén
piistup do aktivniho mista pravé RNA polymeraze (Damsma et al., 2007).

Tteti zpusob, jakym adukty Pt-DNA mohou interferovat s transkripci, je na Grovni
chromatinu. Pro spravné fungovani transkripce je rozhodujici spravné umisténi
nukleosomu a jejich mobilita. K vazbé transkripénich faktort dochazi na mistech DNA
promotoru, ktery je charakteristicky bez nukleosomti, coz umozZiiuje proteinim
rozpoznavat a vazat se na ,,0dhalenou sekvenci DNA. RNA polymeraza nasledné
transkribuje podél templatového vlakna DNA. Nasledujici nukleosomy po sméru
transkripce jsou nepfetrzité posunovany a odvijeny pomoci komplexu remodelace

chromatinu, jako je FACT (Todd a Lippard, 2009).
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Vazbou cisplatiny na molekulu DNA tedy dochazi k remodelaci chromatinu.
Posttranslacni modifikace histoni méni strukturu chromatinu a usnadiiuji vazbu
jadernych faktort, které zprostfedkovavaji opravu DNA, transkripci a dalsi procesy.
Cisplatina napft. siln¢ indukuje fosforylaci histonu H3 na Ser-10. Studie prokazala, ze
cisplatinou stimulovana fosforylace histonu H3 na Ser-10 se zvySovala s inkuba¢ni dobou
od 1 do 24 h a soucasné uroven fosforylace histonu H3 na Ser-10 rostla se zvySujicimi

se koncentracemi cisplatiny (Wang a Lippard, 2004).

2.3.4 Dalsi latky ovliviiujici transkripci

Krom¢ cisplatiny existuje mnoho dalsich latek, které mohou mit inhibi¢ni efekt na prubéh
replikace ¢i transkripce. Této podstaty 1ze vyuzit ve zdravotnictvi pfi 1écbé nadorovych
onemocnéni. Nékteré z téchto latek jsou prirodniho ptivodu jako aktinomycin D, triptolid,
a-amanitin ¢i flavopyridol. Dalsi z nich byly vytvofeny chemicky za tc¢elem ovlivnéni

replikace a transkripce v nadorovych bunkach.

Triptolid

Triptolid (TPL) byl poprvé izolovan v roce 1972 z viceleté¢ cinské 1é¢ivé byliny
Tripterygium wilfordii nebo révy Thunder God (Kupchan et al., 1972). Kofenové
extrakty byly v ¢inské medicin€ pouzivany k 1é¢bé riznych onemocnéni, jako je lupus,
nefroticky syndrom, Behcetova nemoc a revmatoidni artritida. Obsahuji dal$i ucinné
latky, jako jsou alkaloidy, aminokyseliny, ligniny, fenoly, polysacharidy, organické
kyseliny a terpeny. TPL je nejvice zndm svymi antireumatickymi, antimikrobidlnimi,
V preklinickych testech bylo zjisténo, ze TPL inhibuje rtst bun€k riznych druhti
rakoviny véetné akutni myeloidni leukémie (Pigneux et al., 2008), rakoviny prsu (Shao
et al., 2014), osteosarkomu (Jiang et al., 2018), rakoviny vajeénikt (Rivard et al., 2014),
rakoviny prostaty (Isharwal et al., 2017), neuroblastomu (Krosch et al., 2013)
a mnohocetné gastrointestindlni rakoviny jako je rakovina Zaludku a slinivky bfiSni
(Aroraet al., 2017; Banerjee et al., 2013).

Bunécny cyklus je pod kontrolou cyklin dependentnich kindz (CDK). Cyklus muze
byt dokoncen, kdyz jsou tyto CDK aktivovany. Porucha regulace bunééného cyklu hraje
vyznamnou roli ve vyskytu a vyvoji nadord. TPL snizuje expresi cyklinti, coz zplisobuje

zastaveni bunééného cyklu a inhibuje proliferaci bun¢k (Noel et al., 2019).
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a-amanitin

Alfa-amanitin je znama cytotoxicka latka, ktera se vyskytuje v nékterych druzich hub,
véetné rodu Amanita (A. phalloides, A. virosa a A. verna). Vyznacuje se vysokou tepelnou
stabilitou, dobrou rozpustnosti ve vod¢€ a odolnosti vici travicim enzymtim a kyselindm.
U lidi se a-amanitin velmi dobie vstiebava z gastrointestindlniho traktu, coz Casto
zpusobuje ireverzibilni multiorgdnové poskozeni, zejména jater a ledvin (Garcia et al.,
2015). Jeho hlavnim mechanismem ucinku je blokovani transkripce, které mize vést
K bunécné smrti. Pfi testech na bunkach kostni diené¢ mysi Balb/c vykazoval a-amanitin
genotoxicky potencidl, kdy byly pozorovany zvySené frekvence strukturalnich

chromozomovych aberaci (Marciniak et al., 2017).

Flavopyridol

Flavopyridol je synteticky flavon odvozeny z rohitukinu, coz je piirodni produkt
izolovany z rostliny Dysoxylum binectariferum, ktera pochazi k Indie. Flavopiridol byl
objeven na konci 80. let prostfednictvim vyzkumného programu zkouméni piirodnich
produkti, které inhibovaly fosforylaci EGFR-TK (Epidermal growth factor receptor
tyrosine kinase). Flavopyridol je prvnim inhibitorem cyklin-dependentnich kinaz (CDK),
ktery byl testovan v klinickych studiich. Bylo prokdzano, Ze zpiisobuje zastaveni
bunééného cyklu, indukuje apoptozu, inhibuje angiogenezi a zesiluje UCinky
chemoterapie. Protinadorova aktivita flavopyridolu bylo pozorovana u nékterych nadora

prsu pti experimentech in vitro i in vivo (Tan a Swain., 2002).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material a chemikalie

Buriky lidského ovarialniho karcinomu A2780 (European Collection of Authenticated
Cell Culture)

Coelenterazin (Sigma-Aldrich)

Deionizovana voda — byla pouzita k piipravé vsech roztokt (dH20)
Fetalni hovézi sérum (FBS, Sigma-Aldrich)

Chloristan sodny (Sigma-Aldrich)

Lipofectamine ® 2000 Reagent (Invitrogen)

Medium RPMI 1640 (Biosera)

Opti-MEM ® (Gibco® by Life Technologies ™)

pCMV-Gluc2 (velikost 5802 bp, New England Biolabs)

Penicillin 10 U-ml™; (Sigma-Aldrich)

Streptomycin 10 pg-ml* (Sigma-Aldrich)

Trypanova modf (Sigma-Aldrich)

Thymidin (Sigma-Aldrich)

Trypsin/EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich)

3.1.2 Platinové komplexy

BBR3464 laskavé poskytl prof. N. Farrell (Department of Chemistry, Virginia
Commonwealth University, Richmond, USA)

Cisplatina (Sigma-Aldrich)

3.1.3 Pouzité roztoky

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS) 10x pH 7,4:

150 mmol -I"* NaCl

2 mmol-I"t KCI

10 mmol-I"t NazHPO4
2 mmol-I"t KH2PO4

-pH fosfatového pufru bylo upraveno pomoci 5 mol-It NaOH na pH 7,4
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Roztok pro luciférazovy test
- 1mmolI* EDTA
- 600 mmol-I* NaCl
- 10 mmol-I* TRIS/HCI pH 7,8

- 10 pmol-I"* coelenterazin (pfidan tésné pred méfenim bioluminiscence)

Médium s 2,5 mmol-I"* thymidinem
- 1250 pl 0,02 mol-I"t thymidinu
- 8750 pl plnohodnotného média RPMI

3.1.4 Pristroje, pomucky, software

Atomovy absorp¢ni spektrofotometr (Varian AA240Z Zeeman)
Automaticka pocitacka bun¢k TC-20 (Bio-Rad)

Automatické pipety (Eppendorf)

CO2 Inkubator, model MCO-18AC-PE (Panasonic)

Digestot Forlab (Block)

GraphPad Prism4 (GraphPadPrism Software)

Invertovany mikroskop NIB-100 (MIKRO)

Microsoft Excel (Microsoft)

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
Vodni lazen SB-12L shaking water bath (Benchmark)
Ttepacka Universal Orbital Shaker OS-20 (BOECO)

Vyrobnik dH,O Smart2Pure (Thermo Scientific™)

Spark® Multimode Microplate Reader (Tecan)
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3.2 Metody

3.2.1 Modifikace plasmidové DNA
Pro experiment byl pouzit pCMV-Gluc2 plasmid - sav¢i expresni vektor, ktery
konstitutivné sekretuje luciferdzu Gaussia (Gluc) pod kontrolou CMV promotoru.

Resktrikéni mapa plasmidu je na obr. 12.

Bglll 12

Mfel 161
Bpul0I 184

Mlul 228
Spel 249

SspI 5681

Begl 5395

Scal 5357 Ndel 483

SnaBI 588

HindIII 889
Acc651 - Kpnl 895
BamHI 907

Bbsl 989
Sacll 1048

pCMV-GLuc 2
5802 bp

Notl 1478

Xbal 1535

Pcil 3986 Dralll 1896

BstZ171 3605
SexAl 2192
BsmlI 2556 BseRI 2406
BstBI 3316 Stul 2422
Rsrll 3150 Avrll 2425
BssHII 3032 Smal - Xmal 2446
Bell 2476

FREE-TIRERLR2TH0 Kasl - Narl - Sfol 2634

Pstl 2684

Obr. 12 Restrikéni mapa pPCMV-Gluc 2 vektoru.

Pro ucely dalsi prace byl plasmid globalné modifikovan dvéma komplexy: cisplatinou
a BBR3464. Komplexy byly vzdy pfipraveny cerstvé pro kazdy experiment
a koncentrace zasobnich roztokli byla ovéfena pomoci bezplamenné atomové absopcni

spektrometrie (FAAS).
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Plasmidova DNA (125 pg-ml ) byla modifikovana platinovymi komplexy v prostiredi
10 mmol - I NaClO4 po dobu 24 h pii 37 °C. Dle predb&znych experimentii byly zvoleny

ruzné koncentrace uvedenych komplext odpovidajici riznym hodnotam ri.

Stupeit modifikace rj je definovan jako pocet atomu platiny teoreticky navdzanych
na jednu bazi DNA. Vypocet rj se provadi nasledujicim zptisobem:
oo ot * Vot
" cpna* Vona
Cpt je koncentrace zasobniho roztoku platinového komplexu
Vpt je objem roztoku platinového komplexu
Cona je koncentrace zasobniho roztoku DNA
Vpna je objem DNA

Pro srovnavaci ucely byl stupen modifikace DNA uvedenymi latkami v nasi praci dale
vyjadien jako r, Toto rp predstavovalo pocet adukti testovanych sloucenin (cDDP
je mononukledrni a BBR3464 trinuklearni sloucenina) skute¢né navézanych na jednu
bazi. Skute€né mnozstvi DNA ve vzorcich bylo stanoveno na nanodropu a koncentrace
platiny pak pomoci FAAS. Vyse r, modifikovanych vzorkd pak odpovidaly nasledujicim
hodnotam: 0; 3,75-107%; 5-10%; 7,5-102 a 10-10°3. Takto modifikovana DNA byla nasledné

pouzita pro transfekci.

3.2.2 Kultivace nadorovych bunék

Bunécnad linie A2780 (bunky lidského ovaridlniho karcinomu) byla rozmraZena
a nasledné bylo nasazeno 1,5-10° bunék na T-75 lahev (TPP). Buiiky byly kultivovany
dle standartniho protokolu v médiu RPMI 1640 s piidavkem 10% fetalniho hovéziho séra
a antibiotik (penicillin 10 U-ml; streptomycin 10 pug-ml™). Buiiky byly drzeny pii 37°C,
5% CO2 za tmy v inkubatoru a bunécéna linie byla pasdzovana 2x tydné nasledujicim
zpusobem:

1. Buky byly zkontrolovany pod mikroskopem, aby se zjistilo, zda rostou pfisedle

(jedna se o adherentni bunky) a zda nedoslo ke kontaminaci.

2. Z kultiva¢ni lahve bylo pomoci pipety odebrano veskeré médium.

3. Buiky byly opatrn¢ promyty PBS 1x.

4. Nasledné byl pridan 1 ml roztoku trypsin/EDTA a kultiva¢ni 1dhev byla vlozena

na 2 min do inkubdatoru, kde doslo k oddéleni bunék od kultiva¢niho povrchu.
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Buiiky byly poté opét zkontrolovany pod mikroskopem
Buinky byly resuspendovany v 4 ml plnohodnotného média.

Burniky byly spoc¢itany pomoci automatické pocitacky (viz 3.2.3 Pocitani bungk).

© N o o

Buriky byly sazeny na novou T-75 kultiva¢éni lahev (10°® bunék v 10 ml
plnohodnotného RPMI). Takto zpasdzované buiiky byly vlozeny do inkubatoru.

3.2.3 Pocitani bunék
Buiiky byly pocitany pomoci automatické pocitacky bunék TC-20 (Bio-Rad)

nasledujicim zptsobem:

1. V kroku 8 (viz 3.2.2 Kultivace nadorovych bungk) byl odebran ptiblizn¢ 1 ml
bunééné suspenze do prazdné mikrozkumavky.

2. Nasledné bylo 10 pl trypanové modii smichano s 10 ul bunééné suspenze z bodu
1.

3. Obarvené bunky byly pipetovany do specialniho sklicka, které bylo vlozeno
do automatické pocitacky bunék, kde byl stanoven pocet Zivych a mrtvych bunék

a ur¢ena celkova viabilita bunék na zaklad¢ analyzy obrazu.

Princip barveni spoc¢ivd vtom, ze zivé buiky, které maji neporusenou
cytoplazmatickou membranu, nejsou barveny modfe, protoze u nich nedochazi
k pronikani barviva do buniky. Nékdy se mize stat, ze barvivo je bunikou absorbovano
do intracelularniho prostoru, ale nasledn¢ je velmi rychle transportovano ven z buiiky.
Zivé buiky se tedy pfi vizualizaci jevi jako bezbarvé. U mrtvych bunék, které maji
porusenou cytoplazmatickou membranu, dochazi k jejich zbarveni do modra (Crowley et

al., 2016).

Priklad pocitani bunék:

Pro nasazeni bunc¢k na lipofekci byla pouzita 96jamkova desticka, ve které bylo

potieba 100 ul bunécné suspenze na jamku a zarovenn 10 000 bun¢k na jamku.

Pfi pokusu bylo pocitano s rezervou na 120 jamek. Celkovy objem tedy ¢inil 12 ml

suspenze obsahujici celkem 1,2-108 bunék.
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Automaticka pocitacka bungk ukézala napt. hodnotu 2-10%/ml Zivych bunék.

Celkove bylo po oddé¢leni bunék od kultivacniho povrchu v lahvi 5 ml bunééné suspenze

(1 ml Trypsinu a 4 ml média RPMI), tudiz celkové bylo Zivych bunék 10-10%/5 ml.

10-108 bunék ... ... ... 5 ml
11,2:10%bunék ... ... ... x ml 1
5. (12-109)
=710 106

x = 0,6 ml

Hodnota 0,6 ml odpovidala objemu, ktery obsahoval 10000 bunék potiebnych

pro nasazeni uvedeného poctu na 120 jamek.

Bylo nutné dopocitat celkovy objem pro pipetovani do 120 jamek.

12-0,6 =11,4ml

Celkove bylo pouzito 11,4 ml média RPMI a 0,6 ml bunééné suspenze pro piipravu 12 mi

vysledné suspenze bunék vyuzitelné pro dalsi postup.

3.2.4 Synchronizace bunék a priprava kultury pro transfekci

Bunky A2780 byly nasazeny na 96-jamkovou desticku nasledujicim zptisobem:

1.

© ©o N o g bk~ w

Do kazdé¢ jamky v desticce bylo nasazeno 10 000 bunék na jamku v 100 pl
plnohodnotného média RPMI.

Nasledovala inkubace po dobu 24 hodin (dosazZeni konfluence) pii 37 °C v 5%
atmosfére COx.

Poté bylo odsato médium.

Buniky byly promyty pomoci PSB 1x.

Bylo ptiddno médium s 2,5 mmol-I" thymidinem (100 ul na jamku).
Nasledovala inkubace po dobu 19 hodin.

Po 19 hodinach bylo z desti¢ky odsato médium.

Buniky byly opét oplachnuty pomoci PBS 1x.

Po ptidani plnohodnotného média RPMI nésledovala inkubace 12 hodin.

10. Po 12 hodinach bylo z desti¢ky odsato médium.

11. Buniky byly oplachnuty pomoci PBS 1x.
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12. Bylo pfidano médium s 2,5 mmol-I"t thymidinem.
13. Nasledovala 12 hodinovéa inkubace.

14. Po 12 hodinach byly buiiky pfipraveny na transfekci.

Thymidin byl vyuzit k tomu, Ze bunky A2780 byly synchronizovany tzv. dvojitym
thymidinovym blokem (buiiky jsou tedy zastaveny v G1/S bodg).

3.2.5 Lipofekce bunék

Pro provedeni transfekce byla zvolena metoda lipofekce s vyuzitim komeréné
dodavané¢ho produktu Lipofectamine ® 2000 Reagent (Invitrogen). Ten obsahuje
lipidové podjednotky, které ve vodném prostfedi vytvari liposomy formujici spolu
s DNA, jez ma byt dopravena do buiiky, kladny komplex. Takovy komplex muze
splynout s plazmatickou membranou pouzitych bungk a tim umoznit uvolnéni nukleové
kyseliny do cytoplazmy. Zminéna metoda byla zvolena, protoze je obecné velmi tispésna
a vhodna pro tento typ experimentu.

Jak jiz bylo zminéno vySe, mnozstvi modifikované plasmidové DNA ve vzorcich bylo
ovéteno na nanodropu. Z téchto vzorkl byl nasledné odebran takovy objem, aby mnozstvi
DNA odpovidalo 100 ng DNA na 1 vzorek pro transfekci. Tato hodnota byla doporuc¢ena
vyrobcem pro uspéSnou lipofekci. Pro kazdy komplex a rp, byl pfipraven mix
pro transfekci obsahujici celkem 500 ng DNA (na oSetieni ¢tyt vzorkl a jeden objem jako

rezerva napt. pro zohlednéni chyby pipetovani).
Smés pro lipofekci byla pfipravena ze 2 slozek:

- Slozka A: Vzorky byly pfipraveny tak, ze kazdy vzorek obsahoval 500 ng
modifikované DNA a byl doplnén na objem 62,5 pl zdkladnim médiem
Opti-MEM.

- Slozka B: 60 ul Opti-MEM + 2,5 ul Lipofectamine ® 2000 Reagent

Slozky A a B se nasledn¢ nechaly odstat po dobu 5 minut pti laboratorni teploté a poté

nasledovala piiprava mixu pro vlastni lipofekci nasledujicim zptisobem:

1. Slozka A a B byly smichany v poméru 1 : 1 (tedy celkem 125 ul po smichani)
a inkubovany po dobu 30 minut, kdy zacaly vznikat komplexy liposom — DNA.

2. Do smési (125 pl) bylo pfidano 250 pul média RPMI s FBS a bez obsahu ATB.
Tim byl ziskédn tzv. master mix pro dalsi kroky.

3. Synchronizované buiiky byly oplachnuty 2x v PBS 1x.
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4. Do kazdé jamky bylo pfidano 75 pl master mixu a smés se nechala inkubovat
po dobu 2 hodin.
Po 2 hodinéch bylo odsato transfekéni médium.

5

6. Bunky byly oplachnuty 2x v PBS 1x.

7. Bylo ptidano 100 pl média RPMI s FBS, bez ATB na jamku.
8

Bylo odebrano médium pro luciferdzovy test.

Krok ¢. 8 je bran jako okamzik To. Od této chvile bylo odebirano médium kazdych
8 hodin po dobu 32 hodin. U kazdého vzorku byla okamzit¢ méfena luminiscence
luciferazy ve vzorcich. Mezi méfenimi byly desky s buitkami drzeny za kultivacnich

podminek. Médium odebrané pro analyzu bylo vzdy nahrazeno médiem novym.

3.2.6 Optimalizace nového luminometru a optimalizace média pro méreni

Nejprve bylo nutné optimalizovat novy modularni reader (Spark® Multimode Microplate
Reader, Tecan) pro luciferazovy test. Pro tento ucel byla v ovladacim programu piistroje
nastavena samostatna metoda pro métfeni luminiscence. Také bylo nutné zjistit, zda
je plnohodnotné médium RPMI, pouzivané pro kultivaci bun¢k a veskeré experimenty,
vhodné pii méteni luminiscence a nedochazi k ovlivnéni luminiscencniho signalu napft.
hlavnimi suplementy média, tedy fetalnim hovézim sérem a pouzitou smési antibiotik.
Bylo provedeno nékolik méfeni se vzorky, které obsahovaly plnohodnotné médium
RMPI, médium RPMI s FBS a bez antibiotik nebo médium RMPI, které neobsahovalo
FBS ani antibiotika v kombinaci se smési pro luciferazovy test obsahujici substrat
luciferdzy - coelenterazin. Méfeni luminiscence probihalo i na prazdnych jamkach bilé

desti¢ky (SPL), aby se zjistilo, jak velké jsou hodnoty luminiscence na pozadi.
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Seznam vzorkl pro optimalizaci méfeni luminiscence na modularnim readeru Spark:

25 ul roztoku pro luciferazovy test + 10 ul plnohodnotného média RPMI
35 ul roztoku pro luciferazovy test

35 ul plnohodnotného média RPMI

35 ul média RPMI bez FBS, bez ATB

35 ul média RPMI s FBS, bez ATB

o B~ W D

3.2.7 Luciferazovy test

Luciferaza je souhrnny nazev pro vice enzymii s oxireduktdzovou aktivitou, které
pii reakci se sebstratem luciferinem nebo jinou latkou umoziuji bioluminiscenci

a dochazi k produkeci svétla. To je produkovano jako vedlejsi produkt reakce.

Luciferaza katalyzuje reakci mezi luciferinem, adenosin trifosfitem (ATP),
hore¢natymi ionty a molekularnim kyslikem za vzniku oxyluciferinu, anorganického
pyrofosfatu, adenosin monofostatu (AMP), oxidu uhli¢itého a svétla. Jak reakce probiha,

je mozné vidét na rovnici 1.

Rovnice 1 Pfeména luciferinu na oxyluciferin za vzniku bioluminiscen¢niho zafeni.

Mg2+
luciferin + ATP + O, —  »  oxyluciferin + AMP + PPi + CO; + svétlo
luciferdza

Luciferaza Gaussia je typ luciferazy, kterd nevyzaduje ATP a je schopna katalyzovat

oxidaci substratu coelterazinu.

Coelenterazin je latka, ktera se vyskytuje v téle motskych zivocichi (jako jsou meduzy
¢1 sasanky). Tato latka funguje jako substrat pro enzym luciferazu. Coelterazin
je za piitomnosti kysliku pfeménén na coelenteramid za vzniku oxidu uhli¢itého a svétla.

Pribéh uvedené reakce je znaroznén rovnici 2.

41



Rovnice 2 Pieména coelenterazinu na coelenteramid za vzniku bioluminiscené¢niho

zareni.

Luciferaza
Gaussia

coelenterazin + 0 ————— » coelenteramid + CO; + svétlo

Luciferazovy test je velice citlivd metoda, kterd se pouziva ke kvantitativnimu méfeni
exprese luciferazy v eukaryotickych bunkach nebo bakteriich obsahujicich vektor

kédujici luciferazu, jak je schématicky zndzornéno na obr. 13.

-« - - » D
v a —
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\)
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Obr. 13 Schématické znazornéni jednotlivych krokt luciferazového testu. A — nasazeni
bun¢k na 96-jamkovou desticku. B — ptidani transfekéniho mixu. C, D — transfekce bunék
pomoci plasmidu. E — odstranéni transfekéniho média. F — pfidani roztoku pro
luciferazovy test. G — méfeni luminiscenéniho signalu.

Meéfeni probihalo tak, ze do 96-jamkové bilé desticky pro méfeni luminiscence (SPL)
bylo napipetovano 10 ul média odebraného z kazdého vzorku. Do kazdé jamky bylo navic
ptidano 25 pl roztoku pro luciferazovy test obsahujiciho coelenterazin. Nasledné byla
méfena luminiscence v jamkéach. Vzorky byly pfipraveny v kvadruplikatu pro kazdy

stupent modifikace. Byla provedena dv¢ nezavisla méfeni.
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4. VYSLEDKY

4.1 Optimalizace modularniho readeru a média pro méfeni

Pro optimalizaci modularniho readeru (Spark® Multimode Microplate Reader, Tecan)
byla v ovladacim programu nastavena samotna metoda pro métfeni luminiscence. Byla
provedena tii nezavisla méfeni luminiscence s jednotlivymi vzorky a také méfeni
v prazdnych jamkach bilé desticky, aby se zjistily hodnoty luminiscence pozadi.
Jednotlivé vzorky obsahovaly bud’ plnohodnotné médium RMPI, médium RPMI s FBS
abez antibiotik nebo médium RMPI, které neobsahovalo FBS ani antibiotika
v kombinaci se smé&si pro luciferazovy test obsahujici substrat luciferazy - coelenterazin.
U plnohodnotného médiua RPMI bylo nutné zjistit, zda nedochazi k ovlivnéni
luminiscen¢niho signalu napt. hlavnimi suplementy média, tedy fetalnim hovézim sérem
a pouzitou smési antibiotik. Naméfené hodnoty luminiscence pro optimalizaci
modularniho readeru a plnohodnotného média RPMI pro méfeni jsou shrnuty v tabulce
1.

Tab. 1 Naméfené hodnoty luminiscence pro jednotlivé vzorky a prazdné jamky pii
optimalizaci piistroje.

Méreni 1 Méreni 2 | Méfeni3 | Primér SD*

Vzorek ¢. 1 368 384 364 372 10,6

Vzorek ¢. 2 77 90 69 78,7 10,6

Vzorek ¢. 3 66 80 90 78,7 12,1

Vzorek ¢. 4 94 84 87 88,3 51

Vzorek ¢. 5 91 75 106 90,7 15,5
Volna jamka 102 92 84 92,7 9

*SD — smérodatnd odchylka. Vzorek €. 1: 25 ul roztoku pro luciferazovy test + 10 pl
plnohodnotného média RPMI. Vzorek €. 2: 35 ul roztoku pro luciferazovy test. Vzorek
¢. 3: 35 ul plnohodnotného média RPMI. Vzorek ¢. 4: 35 ul média RPMI bez FBS, bez
ATB. Vzorek €. 5: 35 ul média RPMI s FBS, bez ATB.
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Vysledky méfeni v tab. 1 ukéazaly, ze FBS nema vliv na vysledné hodnoty pifi méteni
luminiscence. Naopak médium RPMI, které obsahovalo antibiotika, mélo vliv na hodnoty
luminiscence, jak miizeme vidét z vysledkl pro vzorek ¢. 1. Samotny luciferazovy test
je tedy mozné provést s médiem RMPI s FBS, ale bez pfidavku antibiotik. Ze zjisténych
hodnot luminiscence je patrné, Ze antibiotika mohou ovlivnit vysledky méfeni, kdy
mohou vykazovat ziejmé urcity dopad na Sté€peni coelenterazinu. Navic maji antibiotika
negativni vliv na Lipofectamine ® 2000 Reagent (vyrobcem je doporuceno se jich v dané
eseji vyvarovat), proto byly buriky pro dany experiment drzeny v médiu bez jejich obsahu
a prace byla provadéna za aseptickych podminek.

U ostatnich testovanych vzorkli byly naméfené hodnoty srovnatelné se signalem
luminiscence pro prazdné jamky, tedy pozadi. Hodnoty luminiscence v prazdnych

jamkach byly v kazdém experimentu od namétenych hodnot odecteny.

4.2 Vysledky luciferazového testu

Cilem luciferazového testu bylo zjistit, jaky vliv maji cisplatina a komplex BBR3464
na inhibici transkripce v lidskych nadorovych bunikach. Oba komplexy se vazou
na molekulu DNA, kde vytvéii rtizné typy aduktii, takze se ocekdva, Ze i1 inhibice
transkripce bude probihat u kazdého komplexu v jiné mifte.

Pro luciferazovy test byl zvolen plasmid pCMV-Gluc2 - sav¢i expresni vektor, ktery
konstitutivné sekretuje luciferazu Gaussia pod kontrolou CMV promotoru. Tento plasmid
byl pro ucel prace modifikovan cisplatinou nebo komplexem BBR3464. Byly provedeny
série méfeni pro jednotlivé stupné modifikace rp: 0; 3,75-10%; 5.10%; 7,5:10° a 10-10°3
pro kazdy komplex. Méfeni luminiscence luciferazy sekretované do média probihalo

po dobu 32 hodin a to kazdych 8 hodin od po¢atku méfeni.
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Ze ziskanych hodnot luminiscence byl nejprve sestaven graf zavislosti luminiscence na

Case pro cisplatinu (graf 1.)
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Graf 1. Reprezentativni znazornéni zavislosti luminiscence na case pro cisplatinu.
Vysledky predstavuji prumér méfeni provedeného v kvadruplikatu.

Vysledky z grafu 1 jasné ukdzaly, Ze se vzristajicim stupném modifikace klesa
hodnota luminiscence u viech vzorkt. Cim vys3i je stupeit modifikace DNA cisplatinou,
tim vice vznikd zifeymé aduktii na plasmidové DNA. Tyto adukty pak mohou mit vliv
na expresi enzymu luciferaza Gaussia, ktera je u vice modifikovanych vzorkd tvofena
v men$im mnozstvi. Tento fakt pak odrazi snizena uroven Stépeni coelenterazinu
na coelenteramid produkujici luminiscencni signal v zavislosti na stupni modifikace
DNA. Pfi nejvyssim stupni modifikace tedy 10-10° se hodnota luminiscence rovnala
prakticky 0. Pii nulovém stupni modifikace byla naopak hodnota luminiscence nejvyssi
ve vSech ¢asech méfeni, protoze v tomto vzorku nebyla plasmidova DNA modifikovana
cisplatinou a dochazelo zde tedy knejvyssi expresi luciferazy, ktera byla nasledné
sekretovana do kultiva¢niho média. Enzym pak tedy nejvice $tépil substrat coelenterazin
a ve vzorcich nemodifikované DNA byly tim padem detekovany vysoké hodnoty
luminiscence. Kazdych 8 hodin se hodnoty luminiscence zvySovaly pro kazdy stupen
modifikace, kdy dochéazelo k postupnému mnozeni nadorovych bunék nebo opravam

aduktu.
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Komplex BBR3464 je polynuklearni sloucenina, jeZ tvoii na DNA jiné typy aduktt
nez cisplatina a mohla by tedy inhibovat transkripci vice. Pro porovnani rozdilu byl tedy

sestaven reprezentativni graf zavislosti luminiscence na Case také pro BBR3464 (graf 2).
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Graf 2. Reprezentativni znazornéni zavislosti luminiscence na ¢ase pro BBR3464.
Vysledky piedstavuji prumér méfeni provedeného v kvadruplikatu.

Vysledky z grafu 2 ukazaly, ze se vzrustajicim stupném modifikace klesd hodnota
luminiscence. Pro komplex BBR3464 také plati jako u cisplatiny, ze ¢im vyssi je stupeni
modifikace, tak dochazi k vlivu aduktii na expresi enzymu luciferaza Gaussia a tedy tim
padem nedochazi k pfeméné coelenterazinu na coelenteramid. U komplexu BBR3464
RNA polymerazu. Pii nejvyssim stupni modifikace tedy 10-10~ se hodnota luminiscence
rovnala prakticky 0. Pfi nulovém stupni modifikace byla hodnota luminiscence nejvyssi,
protoze v tomto vzorku nebyl plasmid modifikovan komplexem BBR3464 a stejné jako
u cisplatiny dochazelo knejvyznamnéjsi produkci enzymu a tedy k preméné
coelenterazinu na coelenteramid, proto byly zfejm¢ detekovany vysoké hodnoty
luminiscence. V porovnani s vysledky pro cisplatinu v grafu 1 je patrné, ze hodnoty
luminiscence pro BBR3464 byly mnohonasobné niz§i nez hodnoty luminiscence
pro cisplatinu. Ztoho vyplyva, Ze komplex BBR3464 pravdépodobné vazbou
na plasmidovou DNA vytvéafel takové adukty, které mély za nasledek mnohonasobné
vys§i inhibici transkripce a tim padem niz8i hodnoty luminisnce v porovnani

s cisplatinou. Kdyz napf. porovndme stupefi modifikace 5-10° v ¢ase 24 h pro oba
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komplexy, tak hodnota luminiscence pro cisplatinu piiblizné odpovida 1-108,
pro komplex BBR3464 je to pfiblizné 0,3-10°. To odpoda piiblizné 3,3x vyssi inhibici
pro komplex BBR3464 v porovnani s cisplatinou. Kazdych 8 hodin se hodnoty
luminiscence zvySovaly pro kazdy stupent modifikace. Luminiscence stoupala, protoze

dochazelo k postupnému mnozeni nadorovych bunék.

Ze ziskanych hodnot luminiscence pro vSechna méfeni, byla pro kazdé rp
vyjadiena uroven transkripce v % kontroly. Byl sestaven graf zavisloti transkripce (v %

kontroly) na ¢ase pro cisplatinu (graf 3).
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Graf 3. Zavislost transkripce (v % kontroly) na Case pro cisplatinu. Vysledky jsou
vyjadieny jako prumér dvou nezavislych méteni provedenych v kvadruplikatu.
Zvysledkii z grafu 3 je patrné, Ze se vzrustajicim stupném modifikace DNA
cisplatinou klesa hodnota transkripce. Pro nejmensi 1, 3,75-10 byly hodnoty transkripce
nejvyssi ze vSech stupni modifikaci protoze, zde pravdépodobné dochazelo k tvorbé
nejmensiho poctu aduktt a transkripce zde byla tedy inhibovana nejméné. Pro nejvyssi rp
10-10°® byla hodnota transkripce rovna nule. Tento stupeii modifikace mél za nasledek

uplnou inhibici transkripce.
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Zaroven je pozorovatelné, Ze pii kazdém ndsledujicim meétfeni po 8 hodinach
se hodnoty transkripce (v % kontroly) postupné zvysovaly pro kazdy stupenn modifikace.
Tento efekt mohl byt zptisoben tim, Ze postupné dochazelo k opravam poSkozeni na DNA

opravnymi bunénymi mechanismy.

Pro porovnani byl sestaven graf zdvislosti tranksripce (v % kontroly) na case

pro BBR3464.
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Graf 4 Zavislost transkripce (v % kontroly) na case pro BBR3464. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér dvou nezavislych méteni provedenych v kvadruplikatu.

Z grafu 4 pro BBR3464 je patrné, Ze vysledky jsou obdobné jako vysledky
pro cisplatinu, avSak v jiném tadu. Plati, Ze se vzrlstajicim stupném modifikace klesa
hodnota transkripce. Pro nejmensi rp 3,75-10° byly hodnoty transkripce nejvyssi ze viech
stupniit modifikaci, protoze ziejm€ dochazelo k tvorbé nejmensiho poctu adukth
a transkripce tak byla inhibovana nejméné. Pro nejvyssi o 10-10°% byla hodnota
transkripce rovna nula. Tento stupenn modifikace, mél za nésledek Uplnou inhibici

transkripce.
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Zaroven je také jako u cisplatiny pozorovatelné, ze pii kazdém nasledujicim méfeni
po 8 hodinach se hodnoty transkripce (v % kontroly) postupné zvySovaly pro kazdy
stupenn modifikace. To je zplsobené ziejmé tim, Zze postupné dochazelo k opravam
poskozeni na DNA opravnymi buné¢nymi mechanismy. Postupné zvySovani transkripce
v ¢ase mohla mit za nasledek také docasna transfekce, coz je pozorovatelné jak

u cisplatiny v grafu 3 a u komplexu BBR3464 v grafu 4.

Pro srovnavaci ucely byl vytvoifen graf zavislosti transkripce (v % kontroly) na stupni

modifikace pro oba komplexy v ¢ase 8 h.
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Graf 5. Zavislost transkripce (v % kontroly) na stupni modifikace v ¢ase 8 h.. Body
predstavuji primér z 2 nezavislych méfeni provedenych v kvadruplikdtu a tsecka
predstavuje smérodatnou odchylku. Hvézdicka oznacuje signifikantni odlisnost hodnot
naméfenych pro BBR3464 od cisplatiny (Studentdv t-test; P < 0,05).

Z grafu 5, kde byla porovnana mira transkripce v zavislosti na stupni modifikace po 8
hod pro oba komplexy, vyplyva, ze komplex BBR3464 m¢l za nasledek vétsi inhibici
transkripce nez cisplatina pro vSechny stupné modifikace. Pro oba komplexy plati, ze
se vzristajicim stupném modifikace klesd mira transkripce. Pro stupné¢ modifikace

7,5:102 a 10-10° byly hodnoty transkripce prakticky nulové.
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Dale byl pro porovnani vytvoren graf zavislosti transkripce (v % kontroly) na stupni

modifikace pro oba komplexy v ¢ase 32 h.
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Graf 6. Zavislost transkripce (v % kontroly) na stupni modifikace v ¢ase 32 h.. Body
pfedstavuji primér z 2 nezavislych méfeni provedenych v kvadruplikdtu a tsecka
pfedstavuje smérodatnou odchylku. Hvézdicka oznacuje signifikantni odliSnost hodnot
naméfenych pro BBR3464 od cisplatiny (Studentiv t-test; P < 0,05).

Z grafu 6, kde byla porovnana mira transkripce v zavislosti na stupni modifikace
po 32 h pro oba komplexy, vyplyva, ze komplex BBR3464 m¢l za nasledek vétsi inhibici
transkripce nez cisplatina pro vSechny stupné modifikace. Pro oba komplexy plati, Ze se
vzristajicim stupném modifikace klesa mira transkripce. Mira transkripce je v tomto
grafu v porovnani s grafem 5 mnohondasobné vyssi. Po 32 hodinach uz pravdépodobné
doslo k opravam nekterych 1ézi na DNA opravnymi bunéénymi mechanismy, coz je jasné
viditeIné u stupné modifikace 3,75-10%; 5:10% a7,5-10° U nejnizsiho stupné modifikace
tedy 3,75-10° dosahovala inhibice transkripce v porovnani s komplexem BBR3464
piiblizné 4nisobné vétsich hodnot. U stupné modifikace 5-10" dosahovala inhibice
transkripce v porovnani s komplexem BBR3464 piiblizné 3nasobné vétSich hodnot.
U stupné modifikace 7,5-10° byla hodnota transkripce pro komplex BBR3464 stile
prakticky nulovd. Naopak u tohoho stupné modifikace byla inhibice transkripce
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cisplatinou 2ndsobna. U nejvyssiho stupné modifikace tedy 10-10° byla transkripce
po 32 hodinach inhibovana jak u cisplatiny, tak u komplexu BBR3464. V tomto piipadé

byly adukty zifejmé velmi efektivnimi inhibitory transkripce.
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5. DISKUZE

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium inhibice transkripce vybranymi
protinddorové uclinnymi komplexy platiny v lidskych nadorovych buinkach A2780
s vyuzitim luciferdzového reportérového testu, jakoz to velice citlivé a neinvazivni
metody, ktera se vyuziva ke kvantitativnimu méfeni exprese luciferazy v eukaryotickych
bunikach ¢i bakteriich obsahujicich vektor kodujici luciferazu.

Jako modelova sloucenina pro tuto praci byla zvolena cisplatina. Ta snadno tvofi
adukty na DNA a jeji mechanismus uc¢inku a procentudlni zastoupeni aduktti tvofenych
na DNA jsou jiz dobfe znamy, jak jiz bylo nékolikrat publikovano (Rehm et al., 2018;
Todd a Lippard, 2009; Jordan a Carmo-Fonseca, 2000; Ang et al., 2010). Také v nasi
praci bylo potvrzeno, ze cisplatina inhibuje transkripci, kdy efektivita inhibice stoupa
se vzrustajicim stupném modifikace DNA. Tyto vysledky jsou ve shodé¢ s daty
publikovanymi v odborné literatuie (Zhu et al., 2012).

Struktura platinovych komplexti ma také casto vliv na vyslednou fuknci téchto latek,
jak jiz bylo také dtive prokazano. Cisplatina je velmi efektivnim lé¢ivem, avSak ma své
nevyhody a omezeni, proto jsou pro vyuZziti v protinadorové terapii studovany také
strukturné odlisné latky a je podrobné¢ zkouman jejich mechanismus t¢inku. Jak jiz bylo
zminéno, tato prace byla zaméfena na studium inhibice transkripce v nadorovych
bunikdch. Uvedeny experiment byl proveden také s polynuklearnim komplexem
BBR3464. Tento komplex je trinuklearni slou¢eninou platiny a je povazovan za dilezité
protinadorové ¢inidlo, protoze je ucinné v bunkach rezistentnich na cisplatinu. Dalsi
vyhodou je, ze mize fungovat pfi 10x az 1000x niz§i davce ve srovnani s Urovni
pouzitelnou pro cisplatinu (Brabec et al., 1999; Wheate a Collins, 2005). Jednim z ukold
predkladané prace bylo potvrdit, zda je inhibice transkripce jednim z klicovych
mechanismt biologického ucinku komplexu BBR3464. Byla provedena série méieni
s vyuzitim luciferazového reportérového testu. Cilem méfeni bylo zhodnotit, zda
komplex BBR3464 inhibuje transkripci v rakovinnych buiikach A2780 vice ¢i méné nez
dosud v klinické praxi pouzivana cisplatina.

Vysledky ukazaly, ze BBR3464 ma mnohonasobné vétsi ucinek na inhibici
transkripce v nadorovych bunkach nez cisplatina pro stejné stupné modifikace. VéEtsi
ucinek na inhibici transkripce je pravdépodobné zptisoben pravé strukturou komplexu
BBR3464. Struktura je Vv porovnani s cisplatinou slozitéjsi a BBR3464 vytvaii
pravdépodobné jiné typy aduktii nez cisplatina. Tyto adukty pak ziejmé predstavuji vetsi
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blok pro RNA polymerdzu nebo jsou méné rozpozndvany ¢i opravovany bunéénymi
opravnymi mechanismy nez adukty, které byly na DNA vytvofeny cisplatinou.

Dale existuji zminky, ze u DNA po oSetfeni komplexem BBR3464 dochazi k tomu,
ze DNA se stava kompaktnéjsi. Dochdzi k blizkému kontaktu fetézcli, coz ma
pravdépodobné za nasledek vétsi inhibici transkripce, jak jiz bylo dokazdno pomoci
mikroskopie atomovych sil (Banerjee et al., 2010). To bylo nasledné znova potvrzeno
a také porovnano s cisplatinou, kde DNA vykazovala vétsi kompaktnost po oSetfeni
komplexem BBR3464 nez po modifikaci cisplatinou (Banerjee et al., 2012).

Pfi méteni v Case po 8 hodinach bylo pozorovatelné, Ze mira transkripce se postupné
zvySovala, protoze zde pravdépodobné dochazelo k opravam poSkozeni na DNA
opravnymi bunéénymi mechanismy. Tento jev byl pozorovatelny u cisplatiny
i u komplexu BBR3464 (Zhu et al., 2012). Postupné zvySovani transkripce v ¢ase mohla
mit za nasledek také docasna transfekce (Rybakovski et al., 2019). Tento jev byl
pozorovatelny u cisplatiny i u komplexu BBR3464.
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6. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla zkoumana inhibice transkripce indukovana vybranymi
protinddorove ucinnymi komplexy platiny, konkrétné cisplatinou
a polynukldrnim komplexem BBR3464, v lidskych nadorovych buikach A2780.
Ze¢ ziskanych vysledki vyplyva, ze komplex BB3464 inhiboval transkripci
mnohonéasobné vice nez cisplatina. To mohlo byt zplisobeno naptiklad tvorbou jiného
typu adukti komplexem BBR3464 na DNA. Dané adukty mohou mit v porovnani
s cisplatinou vétsi vliv na inhibici transkripce nebo byt slozitéji opravovany bunéénymi
mechanismy. Zarovén bylo zjisténo, ze béhem méteni postupné dochéazelo k zvySovani
transkripce, coz bylo pravdépododné zplisobeno tim, ze nckteré adukty vytvorené
cisplatinou nebo komplexem BBR3464 byly postupné opraveny opravnymi bunéénymi
mechanismy nebo to také mohlo byt zpisobeno docasou transfekcei. Inhibice trakripce je
tedy také dalezitym aspektem aktivity BBR3464. Pro prokazani piesného mechanismu

inhibice by bylo tfeba dalsich studii.
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