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. UVOD

Lidské télo je denné vystavovano velkému mnozstvi Skodlivych latek a vlivu fady
dalsich faktorti. Mezi né patii naptiklad UV-A zéfeni zapticinujici vznik reaktivnich forem
kysliku nebo energeticky bohatsi UV-B zéfeni, které je pfi¢inou vzniku dimérovych
pyrimidinovych bazi. VSechny tyto faktory poté ptsobi nevratna poSkozeni, a to hlavn¢ na
urovni mutaci v genomu. Mutace v krajnim piipadé vedou k nevratnym poskozenim
organizmu, které mize vyustit v rozvoj rakoviny. Rakovina je celosvétoveé rozsifeny
populacni problém, jenz je po srdecnim selhani druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. Moznost
nalezeni novych postupi v 1é¢bé rakoviny je v soucasné dobé predmétem mnoha vyzkumi

po celém svéte.

Mutaci v kodujicich oblastech DNA se obvykle méni funkce nebo struktura produktu.
Pti vétsim poskozeni genetické informace, které uz buiika svymi reparaénimi mechanismy
neni schopna opravit, je vnéjsi nebo vnitini cestou spusténa signalni kaskada vedouci k
zaniku bunky. Pokud ale poSkozeni genetické informace zasahne i geny regulujici bunécny
cyklus, miize dojit k patologické aktivaci vnitinich signalnich drah vedouci k
nekontrolovatelnému déleni buiiky a tim ke vzniku nadoru. Takto vznikly nador je mozné
odstranit pfimym chirurgickym zékrokem nebo pouzitim neinvazivnich metod, napf.
pomoci ionizujiciho zafeni.

Genomové mutace mohou byt kromé vnéjsSich vlivii zplsobeny také Spatnou funkci
enzymu polymerazy pii replikaci nebo spontanni pieménou bazi (deaminace nebo
depurinace). Pii replikaci bunék v lidském téle vznikne pramérné za hodinu asi 68 miliard
chyb zpiisobenych Spatnym parovanim nukleotidovych bazi nebo nespravnou funkci
polymerazy. PoSkozend bunéénd DNA je opravena repara¢nimi mechanizmy, nebo je cela
bunka odstranéna imunitnim systémem. Mutace na urovni genomu v normalni tkani vede
ke vzniku dysplazie. Jde o pokles bunécné organizace tkané€, ktery muize vyustit aZz do

stadia karcinomu.

Jestlize neni zahdjend v€asna 1écba, mize nador piejit do invazivniho stadia. Nadoroveé
buiiky ztraceji schopnost kontaktni inhibice, dostavaji se do krevniho fecisté, a diky
snizenim narokll mj. na mnozstvi kysliku mohou metastazovat do jinych casti organizmu.
Nédorové bunky roztrousené v riznych tkdnich vétSinou nelze odstranit prostym

chirurgickym zékrokem. Jednou z moZznosti 1é€by je chemoterapie.



Zavedeni nového chemoterapeutika do klinické praxe je dlouhy a finanéné narocny
proces. Ve fazi preklinického hodnoceni se zjistuje, zda ma 1é¢ivo zadouci protinadorovy
efekt. Poté nasleduji tfi faze klinického hodnoceni, po kterych dochézi k registraci nového
1é¢iva a dalsim klinickym testiim, které maji vyloucit negativni dopad na zdravi. K
nejpouzivanéjSim lé¢iviim, vyuzivanych v chemoterapii lidskych nadort, patii koordina¢ni

komplexy platiny.



II. TEORETICKA CAST

2. 0. 0. Uved do problematiky

V protinadorové terapii se dnes aplikuji riizné 1éCebné postupy. Mezi ¢asto pouzivané
patii pravé chemoterapie. Principem této metody je reakce farmaka s riznymi bunéénymi

strukturami, které jsou nezbytné pro bunécné déleni nebo jeho kontrolu.

Obecné se za nejvice efektivni skupinu 1é¢iv v protinadorové 16¢bé povazuji takové
latky, které interaguji s DNA. Po navazani na jejich cilovou strukturu dochazi na DNA ke
zménam vazebnych uhli bazi. Tyto zmény ze sterickych divodi nedovoluji replikacnim
enzymum pokracovat v syntéze nového vldkna a tim dochazi k inhibici déleni. Tato léCiva
jsou prevazné koordina¢ni slouceniny tézkych kovl. Mezi bézné pouzivané patii komplexy

platiny.

2.0.1.DNA

DNA je nukleova kyselina vznikla polymerizaci monomernich nukleotid. Nukleotid
je slozen z pétiuhlikatého cukru deoxyribdzy, spojeného N-glykosidickou vazbou s nukleovou
bazi. Ribofuranézovy kruh se vyznacuje tzv. pseudorotaci, coZ mu umoZiuje vyskyt v
konformaci endo nebo exo (Obr. 1) Nukleotidy pattici do jednoho fetézce jsou navzajem
spojeny pies fosfodiesterovymi vazbami. Takto vznikla primarni struktura nese genetickou

informaci.

C3'-endo C2'-endo
Mimo rovinu.

Mimo rovinu.




Konformacni uspofadani je také ovlivnéno vzajemnou polohou baze a pentézy. Pokud je
purinova baze natocena mimo rovinu pentdzy, jedna se o antiklindlni vazbu; je-li baze otocna

dovnitf, hovoii se o synklinalni vazbé¢ (Obr. 2).

(©) (D)

Obr. 2: Konformace N-glykosidické vazby (A) a (B) u purind a (C) a (D) u pyrimidinu. Pievzato z
[1].



Délka vldkna DNA v lidské bunice asi 1000 cm a jeho primér je okolo 1 nm. Z tohoto divodu
je poskladand do kompaktnéjSich struktur. Vzdjemnym navijenim komplementarnich vlaken
DNA wvznika sekundarni struktura- dvousSroubovice. Ta je tvofena dvéma vzijemné
antiparalelnimi vlakny. Existuji tfi typy konformace DNA, které jsou zavislé na primarni

struktufe a prostiedi, v némz se nachazeji (Obr. 3). Odlisnosti vSech typl uvadi tabulka 1.

(A) (B) (©)

Obr. 3: Typy DNA. (A) A-DNA, (B) B- DNA, (C) Z-DNA. Pievzato z [1].
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Konformace A

Konformace B

Konformace Z

vinuti

pravotoéivé

pravotoéivé

levotoéivé

celkovy tvar

kratka a Ziroka

dlouha a tenka

podlouhla a tenka

umisténi osy
dvousroubovice

pies vétsi zlabek

pies pary bazi

pies mensi zlabek

vétsi Zlabek

velmi uzky a hluboky

siroky a hluboky

zploitély na povrchu

mensi Zlabek

velmi giroky a mélky

uzky a hluboky

velmi uzky a hluboky

pocet parit bazi na

deoxyribozy

i .. ~ 11 ~ 10.5 ~ 12
Jeden zavit
konformace : : antiuC
S anti anti
elvkosidové vazby synu G
konformace _ _ C2—endoudC
/ C3 —endo C2 —endo

C3—endoudG

Tab. 1: Rozdily mezi jednotlivymi typy DNA. Pievzato z [1].

2. 1. Cisplatina

2. 1. 1. Cisplatina jako cytostatikum

Ackoliv byl cis- diammindichloroplatnaty komplex (Obr. 4) poprvé pfipraven jiz

Vv poloviné 19.stoleti [2], objev jejiho cytostatického efektu uskutecnil az o sto let pozdéji

prof. Rosenberg. Cisplatina byla uvedena na trh jako 1é€ivo v roce 1978 a do dvaceti let se

stala svétove nejpouzivangj$im cytostatikem.

Cilem vyzkumu prof. Rosenberga bylo zjistit, jakym zptsobem elektrické pole ovliviiuje riist

kolonii bakterie E. Coli. Pti pokusu byly pouzity platinové elektrody, ze kterych se v roztoku

elektrolytu uvoliiovaly ionty platiny. U bakterii vystavenych této sloueniné¢ dochézelo k

zastaveni bunééného dé€leni, ale zaroven byla zachovana jejich biosynteticka aktivita [3].
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Schopnost cisplatiny inhibovat déleni bun¢k byla vyzkousSena na fadé riiznych typ nadori
[4]. U nadorového onemocnéni varlat vykazovala vysokou az 90% cytostatickou Gc¢innost. Pti
pouziti cisplatiny na 1é¢bu karcinomu plic, krku nebo mocového méchyte, bylo toto

cytostatikum méné ucinné.

HyM Cl H,M Cl
“‘xptx’ “'\H/
HyM < N o’ TN NH,

i) k)

Obr. 4: Strukturni vzorec cisplatiny (a) a transplatiny (b)

Existuji ovSem typy nddord, které vykazuji resistenci k 1é€bé cisplatinou. Jedna se
naptiklad o rakovinu tlustého stteva. Hlavnim omezenim pii aplikaci cisplatiny je jeji vysoka

cytotoxicita (pro bunky ledvinovych tubulll) a vznik resistence.

2. 1. 2. Syntéza

Syntéza cisplatiny (Obr. 5) vychdzi z hexachloroplatiCitanu draselného, ktery je
nejprve redukovan hydrazinem. Dal§im mezistupném syntézy je vznik tetrajodoplatnatanu
draselného, ktery je plsobenim vodného roztoku amoniaku pfeveden na
diaminoaquakomplex. V poslednim kroku jsou molekuly vody vyménény za chloridové ionty

za vzniku cisplatiny.
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Obr. 5: Schéma syntézy diammindichloroplatnatého komplexu. Pfevzato z [5]

2.1.3. Mechanismus ué¢inku

Pro bliz§i poznani cis-diamindichloroplatnatého komplexu bylo tfeba objasnit
mechanismu jeho G¢inku. Prvni studie byly zaméfeny na objasnéni cilového mista G¢inku [7].
Bylo zjisténo, Ze cisplatina v buné€ném prostiedi tvoii adukty nejen s DNA, ale naptiklad
i S RNA nebo proteiny [8]. Vysledky dalSich studii nicméné ukazaly, Ze cilovym mistem
ucinku je pravé DNA [6].  Cisplatina se aplikuje nitroziln¢ v jedné davce kazdé 3-4 tydny
[7]. Po vstupu do krevniho feCisté (Obr. 6) se znacnd ¢ast komplexu vaze na proteiny
obsahujici siru. Zbyla c¢ast se pomeérn¢ rychle distribuuje do vSech tkani. V nejvyssi
koncentraci se deponuje v ledvinach a jatrech, naopak do centralniho nervového systému je
prinik znaéné¢ omezen. Koncentrace chloridovych ionti v krevni plasmé je prumérné 100
mmol/l, coZ umoziuje s molekulou cisplatiny resp. s jejimi chloridovymi ligandy ustavit

rovnovahu.
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Obr. 6: Schéma priniku cisplatiny do bunky

Cisplatina vstupuje do buitkky bud’ pasivni difuzi nebo aktivné¢ pomoci prenaSece CTRI1

[11]. Po priniku farmaka do cytoplasmy, kde je koncentrace chloridovych iontl primér-

n¢ 6 mmol/l, dochézi k naruseni rovnovahy mezi volnou frakci iontti a chloridy vazanymi

na platinovy ligand. V disledku toho dojde k odstoupeni chloridového iontu, ktery je

substituovan molekulou vody. Tim se z elektroneutralni molekuly stane molekula kladné

nabitd. V této formé se monofunkcné vaze na své cilové misto- dusik N7 guaninové a méné

¢asto adeninové baze.

V nésledné fazi dochazi k odstoupeni druhého chloridového ligandu, ¢imz molekula

ztraci dalsi zaporny naboj. Polocas této reakce je 2 hodiny [9]. Pokud jsou guaninové nebo

adeninové baze ve vhodné vzdalenosti, vznikd bifunkéni vazba (Obr. 7).

Tato bifunk¢ni vazba muze vzniknout bud’ na nukleotidech lezicich na stejném vlakné,

pak se jednd o vnitrofetézcové mustky, nebo dojde ke spojeni nukleotidii patticich do

riznych vldken dvojSroubovice, tehdy se hovofi o mezitetézcovych spojenich (Obr. 4).
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5 3

Obr. 7: Moznosti vzniku bifunkéni vazby . (2) vnitroretézcovy mustek mezi sousednimi zbytky
guaninu, (b) vnitroretézcovy mustek mezi sousednimi zbytky guaninu a adeninu, (c) vnitroretézcovy
mustek mezi dvéma zbytky guaninu oddélenymi dalsi bazi, (d) meziretézcovy mastek mezi zbytky
guanine, () monofunkéni adukt, (f) mustek mezi fetézcem DNA a molkulou proteinu

Pravdépodobnost rliznych vazeb ukazuje tab. 2.

Vnitrotetézcové vazby

pravdépodobnost adukt
65% GG
25% A-G
7% G- X-G

Tab. 2: Pravdépodobnost vzniku bifunk&ni vnitrofetézcové vazby mezi cisplatinou nukleotidy v DNA
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2. 1. 4. Resistence a opravy poskozeni

Pti 1éCbe cisplatinou velmi ¢asto dochazi k vzniku bunécné rezistence k tomuto 1écivu.
Po vstupu do cytoplasmy je cisplatina aktivné exportovana z buiikky pomoci ATP7A a
ATP7B transportérti, coz snizuje koncentraci 1é¢iva uvnitt bunky [10]. To ma za nasledek

snizeni moznosti utvofit vazbu mezi cisplatinou a DNA.

Cisplatina ovSem reaguje i s dal$imi bunéfnymi proteiny, jako jsou glutathion nebo

metallothionein [12].

Glutathion je tripeptid slozeny z kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu. Jeho
koncentrace v cytoplasmé je 0,5 — 10 mmol/l [13]. Glutathion reaguje s cisplatinou v
poméru 2:1. Vznikly komplex platina-protein je aktivné transportovan z builkky pomoci
ATP-dependentni GS-X pumpy; popiipade tvoii s platinou monofunkéni komplex, ¢imz

snizuje ucinek farmaka [14].

Metallothionein je protein bohaty na aminokyselinu cystein. Jeho tlohou v butice je
vazat jak fyziologicky pfitomné kovy napft. zinek, selen nebo méd’, tak i xenobiotika napft.
arsen, kadmium a jiné t€zké kovy [15]. Vznik vazby mezi timto proteinem a platinou tedy
op€t snizuje ucinek 1é¢iva.

Poslednim faktorem ovliviiujici G€innost lé¢iva je zvySend schopnost buiiky opravit

poSkozenou DNA mechanismem nukleotidové excizni opravy [16].

Nukleotidova excisni oprava (NER) byla napfiklad popsdna pro modifikované
pyrimidinové baze, u nichZ je vyraznym zpisobem zménéna sekundarni struktura. K
takovému poskozeni mize dojit nékolika zptisoby. Piikladem je tvorba dimert vlivem UV
zafeni nebo oxidativnim poSkozenim DNA. Dal$im moznym zpisobem je modifikace

DNA navazanim tézkych kovi, véetné komplexti platiny.

Postup nukleotidové excizni opravy (Obr. 8) zacind tim, ze proteiny XPA a XPC se

navazi na poskozené misto. Usek DNA je rozvolnén proteinem TFIIH (enzymem ze

.....

R

stabilizovano replikacnim proteinem A. Protein XPG vystiihne ve sméru 3’-konce 2-10
nukleotidii. Poté nésleduje navazéani proteini ERCCI- XPF, ktery provadi vysttizeni 20- 26
nukleotidd ve sméru 5°-konce. V poslednim kroku specialni D/E polymeraza dosyntetizuje

chybg¢jici ¢ast vlakna, kterd je spojena enzymy ligazami.
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Obr. 8: Schéma nukleotidové excizni opravy pii poskozeni UV zafenim nebo oxida¢nim stresem.
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K vyraznému poskozeni sekundarni struktury DNA muze dojit pravé v disledku
navazani platinového komplexu na purinové baze. Takové misto je dale rozpoznano

skupinou proteint HMG.

Proteiny HMG (high mobility group) je souborné oznaéeni pro nadrodinu pocetnych
jadernych proteind, které vykazuji vysokou pohyblivost v elektrickém poli pii gelové
elektroforéze. Tyto proteiny se vazi na nukleosomy a DNA, ¢imz zptsobi strukturdlni
zmény v chromatinovém vlakn¢. Skupina HMG proteint je rozdélena do tfi podskupin:

HMG-1/-2, HMG-1/Y a HMG-14/-17.

Na jednom zéavitu dvojsroubovice DNA je vzdilenost mezi bazemi 3,4 A. Jelikoz
cisplatina nemuze utvofit na takovou vzdalenost bifunk¢ni adukt, dochazi proto k ohybu
DNA. V mist¢ ohybu poté dochazi k navazani HMG proteini. Enzym polymeraza poté
nemtze ze sterickych diivodl pokracovat v syntéze nového vldkna a replikace se zastavi.
Bunky, které obsahuji takovou polymerazu, kterd dokdze i ptfes tuto sterickou blokaci
pokrac¢ovat v syntéze nového vlakna, se poté oznacuji jako k cisplatiné resistentni buiiky.

Schéma funkce HMG proteinti ukazuje Obr. 9.

OPRAVA

Y _—
OPRAVNY ot

KOMPLEX /

HMG
PROTEIN

OPRAVA

BLOKOVANA

Obr. 9: Ukazka funkce HMG proteind na misté s navazanou cisplatinou. Pfevzato z [1].
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2. 2. Platinova cytostatika dalSi generace

I ptes vysokou tuspésnost 1écby neékterych typti nadort je cisplatina toxicka a buiiky si
na ni mohou vytvofit resistenci. To byl impuls pro hledani novych cytostatik fungujicich na
podobném principu. Jde piedev§im o analogy cisplatiny, transplatiny a polynuklearni
komplexy platiny tfeti generace. Farmaka druhé generace vykazuji u¢innost na podobném
spektru nadortt jako cisplatina, ovSem se snizenou toxicitou. Z velkého mnozZstvi

ptipravenych slouéenin se celosvétoveé pouzivaji jen karboplatina a oxaliplatina.

2. 2. 1. Karboplatina

Karboplatina (Obr. 10) (cis-diammin-cyklobutan-1,1"-dikarboxylatoplatnaty komplex)
je platinové cytostatikum druhé generace [17], které vychazi z cisplatiny, proto je spektrum
nadoril, u nichz karboplatina vykazuje klinickou G¢innost, stejné jako v ptipad¢ cisplatiny.
Odstupujici ligand je v bunééném prostiedi disociovan pomaleji nez odstupujici chloridové
ionty, proto je cytotoxicita karboplatiny niz8i. Hlavni mechanismus protinaddorové aktivity

spociva v inhibici syntézy DNA.

Obr. 10: Strukturni vzorec karboplatiny
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I ptres relativné maly rozdil ve struktuie karboplatiny a cisplatiny, ktera se 1i§i pouze
odstupujici skupinou (odstupujici skupinou je cyklobutyldikarboxyldt misto dvou
chloridti), ma karboplatina odlisnou sekvenéni preferenci [18], ale vytvari adukty

V podobném procentudlnim zastoupeni:

e 1,3 - vnitrofetézcové d(GXG) - 36%
e 12— vnitrofetézcové : d(GG) - 30%
: d(GA) — 16%

mezifetézcové d(GG) mistky - 3 — 4%

Nejcastéji se vyskytujicim aduktem je 1,3 - vnitrofetézcovy d(GXG) adukt.
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2. 2. 2. Oxaliplatina

NH, O O
N\ /
/N
NH, O @

Obr. 12: Strukturni vzorec oxaliplatiny

Oxaliplatina (Obr. 12); (1R, 2R-diammin-cyklohexan-oxalatoplatnaty komplex) je dal§im
cytostatikem odvozenym od cisplatiny. Na rozdil od ni v§ak vykazuje u€innost proti nadoriim

tlustého stieva [19], [20] a to v kombinaci s 5- fluorouracilem a leucovorinem [20],[21].

Oxaliplatina tvofi:
o 1,2 vnitrofetézcové:  d(GG) - 60 - 65%

d(AG) - 25 - 30%
J 1,3 - d(GXG) vnitrofetézcove - 5 - 10%
o mezifetézcové d(GG) mistky - 1 - 3%

Substituci chloridovych iontli byla tedy zménéna ucinnost 1é¢iva, coz vedlo k hypotéze, ze

zména ve struktufe farmaka mutze vést k vylepSeni jeho terapeutickych vlastnosti.
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2. 3. Polynuklearni platinova cytostatika

Vsechna ptedesla 1éCiva, ackoliv se 1181 odstupujici skupinou, jsou derivaty cisplatiny a

jejich strukturu Ize napsat vzorcem cis- <PtX2(amin)2> .

Snaha o nalezeni farmaka s niz§i toxicitou, SirSim spektrem protinddorové aktivity
a malou moznosti vzniku resistence vedla k teorii, Ze vyrazné zmény v protinddorové
aktivit¢ muze dosahnout 1éCivo zejména v piipadé, ze se bude vyrazné lisit ve struktuie od

struktury cisplatiny.

Polynuklearni platinové komplexy jsou tvofeny dvéma az ¢tyimi platinovymi jadry,
které jsou spojeny diaminovym fetézcem razné délky. Odstupujici chloridové ligandy

mohou zaujimat vici spojovacimu fetézci konfiguraci cis nebo trans.

Prvni dvojjaderny komplex byl zvefejnén prof. Farrelem v roce 1988, trojjaderny

motiv byl uveden v roce 1993.

2. 3. 1. Dinuklearni komplexy
Dvojjaderné¢ komplexy jsou tvoieny spojenim dvou platinovych jednotek pomoci
alkanového fetézce lisiciho se poctem uhlik (Obr. 13). Délka mustku zasadné ovliviiuje
chovani celé molekuly. S rostouci délkou alkanového fetézce se sniZuje polarita komplexu,

coz ma za nasledek snadné;js$i prinik do cytoplasmy resp. do jadra.

) .

Cl F|’t N (CHz)n N—PRt—CI

HoN NH->

Obr. 13: Strukturni vzorec dinuklearnich komplexii
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Klinicky dobré vysledky pfinasi studium dinukledrnich platinovych komplext
spojenych sperminovym (Obr. 14) nebo spermidinovym fetézcem (Obr. 15). Tento kladné
nabity fetézec se pomoci kovalentni vazby vaze na zdporné nabitou DNA, ¢imz umoziiuje
pevnéjsi vazbu molekuly cytostatika. Diky tomu miize byt 1é¢ebna davka farmaka nizsi nez

Vv ptipadé cisplatiny a jejich derivata.

Cl\ NHs HeN._  _Cl |
Pt H H _PtT
H3N NH»(CH )sNH(CH,)4NH(CH)3H N NH3

Obr. 14: Dinuklearni komplex se sperminovym fetézcem

Pt N\Ptx
H
. /
Hng \NHQ{CHQ)SNH(CHE)-dHQN \NHg

Obr. 15: Dinuklearni komplex se spermidinovym fetézcem

Mezi nejznaméjsi dinuklearni komplexy se spermidinovym fetézcem patii: BBR3571

a BBR3537; komplexy se sperminovym fetézce jsou BBR3610 a BBR3535.

Komplex se spermidinovym fetézcem BBR3610 vykazoval z celé skupiny nejvyssi toxicitu;
jeho nejvyssi tolerovana davka byla 100x niz$i nezZ u cisplatiny. Z tohoto diivodu nebyl vyuzit

pro dalsi testy.
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111.CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je studovat interakce novych protinadorové ucinnych
dvojjadernych komplexti platiny s DNA, kterda je cilovym mistem plsobeni této tiidy
cytostatik, a to v prostiedi in vitro. Diplomova prace se snazi pfispét k lepSimu porozuméni

mechanismu protinddorového ptisobeni dvojjadernych komplext platiny.
Pro zjisténi informaci byly pouzity tyto metody:

— Gelova elektroforéza
— Bezplamennd atomovéa absorpéni spektrometrie
— Spektro fluorimetrie

— Cirkularni dichroismus
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IV.MATERIAL A METODY

4. 1. Pouzité chemikalie

Vsechny pouzité¢ chemikalie byly p. a. Cistoty. Pfi vSech experimentech byla pouzita
deionizovana voda.

Komplexy Pt-7, Pt-10 a Pt-12 byly poskytnuty prof. Gibsonem, Hebrew University,
Jerusalem, lzrael.

Cisplatina byla ziskana od firmy Sigma Praha.

DNA z teleciho thymu byla piipravena na Biofyzikalnim ustavu AV CR, v.v.i. v Brné
postupem popsanym v [24].

Plasmid pSP73KB byl ptipraven podle standardnich procedur.
Agar6za byla od firmy Biotech.
Ethidium bromid byl od firmy JM Biomedicals.

4. 2. PouZité roztoky a pufry
Roztok bromfenolové modrfi: 40 % sacharoza

0,25 % bromfenolova modr

TAE (Tris- acetatovy pufr): 0,04 M Tris- acetat
0,001 M EDTA

Roztok EtBr: 0,2 pg/ml

Roztok NaClOy: 0,001 M

TBE (Tris- boratovy pufr): 0,09 M Tris- borat
0,001 M EDTA

Alkalicky pufr 0,03 M NaOH
0,001 M EDTA

Roztok NaCl 4 M

NaOH 4M, 1M
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Vysledky elektroforetickych experimentii byly vyhodnoceny na transiluminatoru Herolab
UVT-20M.

4. 3. Metody

4.3.1. 1zolace DNA

DNA z teleciho thymu (42 % G + C; Mr = ~2.10 ") byla pfipravena podle.....
Plazmidova DNA (2464 pb, nadsroubovicova hustota ¢ = -0,063) byla izolovana z bakterii
E. Coli nesouci plasmid pSP 73 pomoci soupravy QUIAGEN.

4. 3. 2. Modifikace DNA platinovymi komplexy

DNA byla inkubovana po dobu 24 hodin pti 37° C s roztoky komplext Pt-7, Pt-10 a

Pt-12 ( dle pozadovaného stupné modifikace 1), a to v prostiedi 0,001 M NaClO,.

4. 3. 3 Dialyza DNA

Dialyza¢ni membrana byla nejdiive vyvafena v destilované vod¢ s piidavkem malého
mnozstvi EDTA po dobu 10 minut. Poté byla proplachnuta a dvakrat pfevarena v samotné
destilované vod€ po dobu 10 minut. Pak byl vzorek s DNA uzavien do dialyzacni
membrany a dialyzovéan proti 3 litrim 0,001 M NaClO4 po dobu 12 hodin. Dialyzaéni

roztok chloristanu byl béhem této doby dvakrat vyménén za Cerstvy.

4. 3. 4. Elektroforéza v nativhim gelu

1% agar6zovy gel na nativni elektroforézu byl pfipraven odvaZenim piislusného
mnozstvi praskové agardzy do Erlenmeyerovy baiky. Nasledné bylo toto mnozstvi
rozvareno ve vodé¢ s pfidavkem 1x TAE pufru a nalito na elektroforetickou plotnu vhodné
velikosti s hiebinkem a ponechano tuhnout. Po ztuhnuti gelu byl hfebinek vyjmut a plotna
s gelem byla ponotena do elektroforetického tanku. Do néj byl pfidan elektrolyt- 1x TAE.
Do vzorkl byl také ptidan TAE puft, a to v takovém mnozZstvi, aby jeho koncentrace ve

vzorku byla 1x. Poté byla ptidana ke vzorklim bromfenolova modf (1/6 objemu vzorku) a
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obarvené vzorky byly naneseny na gel. Na gel bylo aplikovano stejnosmérné napéti o
velikosti 20 V. Elektroforéza probihala za laboratorni teploty 25°C, a to do doby, nez ¢elo
vzorkil doputovalo ptiblizné do poloviny délky gelu. Barveni bylo provedeno tfepanim
gelu ve vhodné nadobé s pridavkem ethidium bromidu- latky, ktera se interkaluje mezi
pary bazi DNA a to o koncentraci 0,2 pg/ml. Trepani probihalo 30 minut za nepiistupu
svétla. Po obarveni a nasledném odbarveni (z divodu sniZeni interfernece pozadi pii

vyhodnoceni) byl gel pozorovan na UV transiluminatoru.

4. 3. 5. Elektroforéza v denaturaénim agar6zovém gelu.

1% agarozovy gel na denaturacni alkalickou elektroforézu byl pfipraven odvazenim
ptislusného mnozstvi praskové agarézy do Erlenmeyerovy baiiky. Néasledné bylo toto
mnozstvi rozvaieno ve vod¢. Po ochladnuti na teplotu okolo 60°C bylo pfidano tolik 4 M
NaCl, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,03 M a EDTA, aby jeho vysledna koncentrace
byla 0,001 M. Poté byl gel nalit na elektroforetickou plotnu s hiebinkem a ponechan
tuhnout. Nasledné byl vlozen do elektroforetického tanku, zalit alkalickym pufrem a
ponechan pies noc pfi teploté¢ 4°C. Pied davkovanim vzorku do jamek byl alkalicky pufr
vyménén za nove pripraveny. Do vzorkd byl ptiddn NaOH tak, aby jeho koncentrace byla
1 M a roztok bromfenolové modfi (1/6 objemu vzorku). Elektroforéza probihala 30 minut
pti 30 V a 4 hodiny pfi napéti 35 V. Poté byl gel neutralizovan tfepanim v 1x TBE pufru po
dobu 30 minut a nasledné¢ barven ethidium bromidem po stejnou dobu. Gel byl poté

propran v destilované vodé a vyhodnocen na UV transiluminatoru.

4. 3. 6. Cirkularni dichroismus

CD Spektra DNA omodifikované platinovymi komplexy byla naméfena v prostiedi

0,001 M NaClQy pfi laboratorni teploté na spektropolarimetru JASCO- J720.
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4, 3. 7. Méfeni teploty tani

Denaturaéni kiivky DNA modifikované platinovymi komplexy a kontroly byly
zméieny na UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 4000. Méfeni probihalo pii vinové
délce 260 nm v prostiedi 10 mM NaClO,4 a 100 MM NaClO,. Teplota tani byla poté uréena

jako prvni derivace kiivek tani.

4. 3. 8. Stanoveni vazby platinovych komplexti na DNA

DNA byla inkubovana s platinovymi komplexy pfii teplot¢ 37 C. Pro uréeni stupné
vazby byl v riznych ¢asech odebran vzorek a napipetovan na eqilibrovanou sephadexovou
kolonku. Ta byla poté centrifugovéna pii 2500 ot./min a 25 C po dobu 4 minut. Eluat
obsahujici jen omodifikovanou DNA byl zméfen na spektrofotometru pii vinové délce 260
nm a byla uréena koncentrace DNA ve vzorku. Cést vzorku byla odebrana a nasledné byla
metodou AAS zmétena koncentrace platinovych iontil. Z téchto udaji byla vypocitané ry
hodnota. Hodnota rb je definovana jako pocet molekul komplexu platiny navazaného na
jeden nukleotidovy zbytek DNA

Dalsi metodou k urc¢eni hodnoty r, byla dialyza vzorku. Z reakéni smési DNA- platina
byl vzorek odebran a dialyzovan v prostiedi NaClO,4. Poté byla spektrofotometricky urcena

koncentrace DNA a metodou FAAS byla ur¢ena koncentrace platiny.

4. 3. 9. ZhasSeni fluorescence ethidium bromidu

DNA z teleciho thymu byla omodifikovdna platinovymi komplexy. Kontrolni vzorek
tvotila DNA s navazanou cisplatinou. VSechny vzorky byly inkubovany 24 hodin pti 37° C
v prosttedi 10 mM NaClO4. Po 24 hodinach byl do vzorkl ptfidan ethidium bromid a

nasledné byla méfena intensita fluorescence.
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4. 3. 10. Rozvijeni DNA

Pohyblivost plasmidové DNA pii elektroforéze je ovlivnéna také tercidlni strukturou
DNA. V relaxované formé¢ bez nadsroubovicového vinuti (OC forma) migruje plasmid

pomaleji nez v ptipad¢, kdy prevazuje zavinuta forma.

Pti modifikaci DNA platinovymi komplexy dochazi k jejimu lokalnimu rozvijeni.
S rostouci koncentraci platiny klesa elektroforeticka pohyblivost plasmidu jako dusledek
vzniku relaxované formy DNA. Situace, kdy dochazi k uplnému rozvinuti DNA, se nazyva
bod ekvivalence. Dal$im zvySovanim koncentrace platiny dochéazi k opétovnému zavijené
a tim i zvySeni elektroforetické mobility DNA, tentokrat ale v opaéném sméru. Uhel

rozvinuti pfipadajici na jeden adukt se vypocita podle vztahu:

_180'

y(c)

Kde o je superhelikalni hustota pro dany plasmid, r,(C) je stupei modifikace, pfi némz

dochazi ke komigraci obou frakci. Pro plasmid pSP73KB je o= -(0,0578).

D =

Plasmid byl inkubovan s platinovymi komplexy a cisplatinou v prostiedi 10 mM
NaClO,4 24 hodin pti 37 C. Poté byly vzorky s riznymi ry elektroforeticky rozdéleny na 1%
agarozovém gelu v TAE pufru. Po obarveni ethidium bromi byl gel vyhodnocen na

transiluminatoru.

4. 3. 11. Uréeni mnozstvi mezifetézcovych mustka

Linearizovand plasmidova DNA je omodifikovand platinovymi komplexy a
inkubovana 24 hodin pti 37° C. Poté je pfidan 4M NaOH a dochézi k rozSt€peni ds DNA
na ss DNA. Denaturace nenastavd, je-li fragment stabilizovan navdzanym platinovym
komplexem. V zavislosti na rostoucim rp roste pocet mezifetézcovych mustkt a tim také

intensita ds frakce. Mnozstvi mezifetézcovych mustkt je dano vztahem:

%IEC XL
Pt 1, -4910
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kderb je stupen modifikace, 4910 je pocet nukleotidi plasmidu. XL je poc¢et IEC na jednu

molekulu linearizovaného DNA duplexu; je uréen pomoci Poissonova rozdé€leni vztahem:
XL=-InSS
Kde SS znamena frakci DNA bez mezifet¢zcovych mustku.

Metoda métfeni IEC pomoci ethidium bromidu je zatizena chybou, jelikoz fetézce
propojené platinovymi komplexy renaturuji snadéji, tudiz dochazi k interkalaci vétsiho

mnozstvi EtBr. Tato chyba se odstranuje pouzitim piepocitavaciho faktoru f= 1,55.

4.1.12. Transkripéni mapovani

Fragment plasmidové DNA pSP73KB byl linearizovan pomoci Ndel a omodifikovan
platinovymi komplexy na hodnotu r, = 0,001. Inkubace probihala v 10 mM NaClO, pii 37°C po dobu
24 hodin. Nezreagované komplexy byly odstranény srazenim s ethanolem . Po alkalické denaturaci
byl ptidan SP6 primer (VBC Genomic Austria). Syntéza DNA probihala pomoci enzymu sekvenaza 2
(Amersham Pharmacia) za piitomnosti radioaktivné zna¢eného [0-*ATP] a neznatenych dNTP podle
protokolu firmy. Produkty syntézy byly separovany na denaturujicim polyakrylamidovém gelu (6 %
polyalkrylamid / 8 M mocovina) v paralelnim uspoiadani s nemodifikovanou DNA jako kontrolou. Po
skonceni elektroforézy byl gel vizualizovan opé€t pomoci zafizeni Fujifilm BAS-2500 v programu
Image reader BAS-2500.
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V. VYSLEDKY

5. 1. Vazba platinovvch komplexu na tt- DNA

5. 1. 1. Srovnani teoretické a skuteéné vaznosti komplexi

Hodnoty r, (rp je definovano jako poc¢et molekul komplexu platiny navazaného na
jeden nukleotidovy zbytek DNA) ziskané pii méfeni koncentrace komplexti FAAS byly
vyneseny do grafu oproti teoretickym hodnotam r; (f; je definovano jako pocet molekul

komplexu platiny pfipadajicich na jeden nukleotidovy zbytek DNA na zacéatku reakce).

komplex 7 -zavislostr, nar,

0.104

My

0.054

O.w 1 4 L L] 1 ] L] L
0.000 0.025 0.050 0075 0.100 0.125 0.150

(A) fi

komplex 10 -zavislostr, nar;

0.125+
0.100-
0.075+
0.050-

0.025-

0.000 Y Y Y Y )
0000 0025 0050 007 0100 0125

ri

(B)
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komplex 12 -zavislostr, nar;

0.1254
0.100+
o 0.075+
0.0504

0.0254

L) L) L) L L}
0000 0025 0050 0075 0100 0125
ri
(©€)
Obr. 1: Zavislost rp na hodnoté r; pro (A) komplex Pt- 7, (B) komplex Pt- 10,
(C) komplex Pt- 12

Studovana zavislost byla linearni (Obr. 1) v celém rozsahu ri. To znamena, Ze vazba vSech
platinovych komplexti na DNA je kvantitativni. Tento poznatek je velmi dalezity pro dalsi

experimenty, pii nichz je tak mozné modifikovat DNA na pfedem stanovenou hodnotu ry,.

5. 1. 2 Kinetika vazby platinovych komplexii

Oddélenim omodifikované DNA na sephadexové kolonce od nenavézané platiny a
naslednym zmeétfenim koncentrace platiny metodou AAS byla stanovena kinetika vazby
komplext na teleci thymovou- DNA. Pribéh méteni je pro vSechny studované komplexy

znazornén na obr. 2.
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tas (min komplex 7
1 W2 3
0 0.00 000 000
a 23.90 Z8.00
10 39.00 3610
14 4470 47172
20 [ 6440 5360 5824
a0 [ 72.30 F9.34
G0 | 78.40 7414
120 | 90.34 91.28
340 | 98.452 91.85
(A)
tas (min) kormplex 10
bl Y2 Y3
0o oo ooo o o000
S0 2540 2230
100 3380 4306
150 4370 4780
200 | 624 B210 S7.496
400 | Foo 1.m
G600 v949 Fa.0s
1200 | 850
4001 9149 arar
140.0 93.30
(B)
cas (min) komplex 12
Al 2 3
] 0.0 0.0 0.0
a 321 33.0
10 428 350
14 481 f4.0
20| 600 &¥8 630
40| 734 a0
60| 7a.7 26.0
120 | 88.2 93.0
340 91.8 1045.0
©
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komplex Pt-7

=
B
>
0 1 1 L] 1
0 100 200 L) b L)
cas {min}
Kinetika vazby k DNA
komplex Pt-10
1007
n
751
=
=]
E 504
25
0 T 1 1 1 1
0 100 200 300 400
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Kinetika vazby k DNA
ko mplex Pt-12
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=
& 40
0
D L] 1 1 1
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Obr. 2: Kinetika vazby pro (A) Pt- 7, (B) Pt- 10, (C) Pt- 12
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Pfi tomto experimentu byl méfen piirtstek navazané platiny v ¢ase. Pro studované komplexy
byl vypocitan Cas ty. T12 je takovy Cas, kdy je vyvazano praveé polovicni mnozstvi platiny
v reakci. Vysledky byly ziskany zprimérovanim hodnot tfi métfeni. Polocas cisplatiny je 120

minut. Polocasy jednotlivych komplexti udava tabulka 1.

Komplex |ty (min)

Pt-7 16,3
Pt- 10 15,5
Pt-12 13,4

Cisplatina | 120

Tab. 1: Hodnoty poloc¢asti vazby pro tii studované komplexy a referenéni cisplatinu

Nameéftené vysledky ukazuji, Ze vSechny studované komplexy se vazou na DNA mnohem

rychleji nez cisplatina.

5. 2. Zhaseni fluorescence ethidium bromidu

Ethidium bromid je latka, ktera ma schopnost vmezeftit se do DNA. Po jeji interkalaci a
nasledné excitaci zafenim o vhodné vinové délce dochazi k fluorescenci. Na DNA
omodifikovanou komplexy platiny je schopnost ethidium bromidu vézat se ze sterickych
diivodu blokovana. Vmezefeni barviva brani ptitomnost bifunkénich adukti. Jako referen¢ni

vzorek byla pouzita cisplatina. K méfeni byly pouzity komplexy o rp 0od 0,01 po 0,08.

Zhaseni fluorescence

1.0 ¥ 12
g:g' & Cis
07 7

0.6+ + 10

Relativi fluorescence
[=]
n
[l

004
-O'1 L] L] L) L)
0000 0025 0050 0075 0100 0125

My
Obr. 3: Zavislost intensity fluorescence na ry,
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Vysledky piedstavuji primérné hodnoty ze tii méfeni; odchylky jsou na grafu zndzornény

useckami.

Z grafu zavislosti intensity fluorescence na koncentraci platiny (Obr. 3) vyplyva, ze
nejveétsi pokles fluorescence byl naméfen pro komplex Pt- 10. Pokles intensity fluorescence
ostatnich studovanych komplexi se lisi pouze o hodnotu chyby méfeni. Mira poklesu vsech
tf studovanych komplext je pro dané rp vétsi nez ukontrolniho vzorku cisplatiny. Toto
zjisténi je ve shodé s predpokladem, ze molekula cisplatiny brani interkalaci ethidiumbromidu

mén¢, nez vétsi molekuly dinuklearnich platinovych komplexi.

5. 3. Rozvijeni plasmidové DNA

Vysledky rozvijeni DNA po navazani platinovych komplexti ukazuje obr 4. Z obrazkt
gell je patrné, Ze vSechny studované komplexy zvysuji elektroforetickou mobilitu relaxované
formy DNA. Bod komigrace obou rozdélenych forem je pro komplex Pt- 7 rp (c) = 0,1, pro
komplex Pt- 10 je rp (c) = 0,06 a pro komplex Pt- 12 je ry (c) = 0,14.

Reluwovand
forma

Supexhelikdlnd

forma

K 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

K kontrola

2. M= 0,04 7 T,=- 009
5; i [ 0,05 B iR 01
- 8 ol 006 |9 = 0,11
Bk 007] [10T= 0,12
6 E- 008 M- 013

(A)
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1 T- 007 6 B 012 Mim. 017
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4 1,- 0,10 9 1,- 0,15

Dii%es 811 10 Tp= 0186
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Pt-12
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cisplatina

Relaxovand
forma

Superhelikdln{
forma

K 1 2 3 4

6 7 8 9 10 K

h

K : kontrola 3 3 0,08
T - 003 7 T- 0,09
2 Tye 0,04 B ai. B

3 = 005 9 - OM
4 Tp- 0,06 10 K- 012
B s 0,07 K :  kontrola

(D)

Obr. 4: Rozvijeni plasmidové DNA (A) komplexem Pt-7, (B) komplexem Pt- 10, (C) komplexem Pt-
12 a (D) cisplatinou

Po dosazeni hodnot rp zZ bodu komigrace do vztahu:

_ISJ

,(c)

kde o = -0,0578 (pro plasmid pSP73KB) byl urcen tihel rozvinuti pro komplex Pt-7 (0 =(10,4

D =

£ 2,1)°, pro Pt-10 (0= (8,7 + 1,4)° a pro Pt-12 (0= (7,43 = 1,1)°. Uhel rozvijeni pro platinu

byl zméfen (p =-13°
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5. 4. Spektra cirkularniho dichroismu

CD spektra byla méfena pro vSechny tfi studované slouceniny v prostiedi 0,01M
NaClO,4. Thymova DNA byla omodifikovana platinovymi komplexy v rozmezi r, 0d 0,01 po
0,08. Z grafu (obr. 5) je patrné, Ze po navazani komplexii na DNA dochézi ke zménam

V positivnim i negativnim pasu spekter. Po modifikaci DNA komplexy platiny (rb =0,0la

0,03) doslo ke zvyseni intensity positivniho pasu v oblasti vinové délky okolo 280 nm. Pii
modifikaci na vyssi stupen r, (> 0,03) doslo k poklesu intensity positivniho pasu. Intensita

negativniho pasu rostla pro vSechna métena ry,

# Konwmola
Rb=0,027

»

@ Rb= 0,081

Eh= 0,135
& Rh= 0,214

220 250 oo
(A) Wavelength[nm]
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Pt-10

Konwrola

Rb=0,063

Rb=0,18%
Rb=0,318
Rb= 0,504

2 0 8 & »

B 220 250 300
( ) Wavelength[nm]

Pt-12

Konxrela

Rb=0,025

Rb=0,075
Rb=0,125
Rb=0,200

0 8 & @

-5 1

220 250 300
(C) Wavelength[nm)

Obr. 5: CD spektrum modifikované (A) komplexem Pt- 7, (B) komplexem Pt- 10, (C) komplexem
Pt-12
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Zmény intensity positivniho pasu CD spekter zndzoriiuje obr. 6. Jedna se o zavislost vysky
pos. pasu nar, pii maximalni vinové délce. Maximalni vinova délka je takova hodnota, pti

niz jsou intensity positivnich pasti na maximalnich hodnotéch.

3
- komplex7
a— komplex10
%a —¥— komplex12
<
1 . v
u L ] L J L L J L}
0.01 0.03 0.05 0.07 0.09

Obr. 6: Zmény v CD spektrech pii maximalni vinové délce

5. 5. Teplota tani

Teplota tani (Tm) u dvousroubovice B-DNA je teplota, pfi niz dochazi k oddélovani
jednotlivych vlaken a tim i1 ke zvySeni absorbance. Teplotni stabilita dvousroubovice je
ovlivnéna tfemi faktory, kterymi platinové komplexy plsobi: stabilizaci pomoci kladnych
nabojl navazané platiny, stabilizaci pomoci mezitetézcovych miistkli a destabilizaci

navazanim komplex1, coZ zplsobuje distorzi bazi.

V prostiedi o nizké iontové sile plisobi vSechny tfi faktory. Stabilizaci DNA zajist'uji
kladné naboje platinovych komplexti a vznik mezifetézcovych vazeb. V prostiedi s vysokou
iontovou silou je pocet kladné¢ nabitych platinovych ionti zanedbatelny v porovnani
s mnozstvim kladné€ nabitych sodnych ionti, takZze zmény teploty tani DNA zapficiniuji pouze

mezifetézcoveé mustky a distorze bazi vzniklé navazanim komplexi.

Mg¢feni probihalo v prostiedi 10 mM NaCIO4 a 100 mM NaCIO4. Vysledky jsou

znazornény na obr. 7.
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Obr. 7: Kiivky teplot tani v zavislosti na stupni modifikace platinovymi komplexy v

(A) prostiedi o nizké iontové sile, (B) v prostiedi o vysoké iontové sile
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5. 6. Méreni meziretézcovvch muastka

Pro méfeni vzniku mezifetézcovych mistkl byla pouzita elektroforéza za alkalickych
denaturacnich podminek. Plasmidovd DNA byla modifikovana studovanymi komplexy na ry

od 0,00001 po 0,0002. Po elektroforetickém rozdé€leni byl snimek gelu (obr. 7)

denzitometricky vyhodnocen a byl stanoven podil dvoufetézcové DNA.

ds DNA

ss DNA

K : kontrola

1 T1.- 0,00005
2 1,-0,00003
3 n,=000002
4 1,- 000001
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Pt- 10

ds DNA
ss DINA
K 1 2 3 4 N 6
K :  Kkontrola 4 T1,-0,00003
1 - 0,002 2 M=0,00002
2 - 0,001 6 1,-000001
3 1,- 0,00005
Pt- 12
ds DNA
ss DINA
K 1 2 3 4 5 6
K :  Kontrola 4 1,-000003
1 1,- 0002 2 M=0,00002
2 Ty- 0,001 6 1,-000001
3 1,- 000005

Obr. 7: Densitometrické vyhodnoceni denatura¢ni elektroforézy s komplexem (A) Pt- 7, (B) Pt- 10,
(C) Pt-12

Zavislosti renaturace dvojfetézcové DNA v zavislosti na stupni modifikaci DNA studovanymi

komplexy platiny udava obr. 8.
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Zavislost ds DNA na ry,

100-
— m Pt7
— A Pt 10
& v Pt 12

50-

% ds frakce

25+

| | ] ] | ] ||
0 5.0x10°° 1.0x10* 1.5x10% 2.0x10* 2.5x10*
Mp

Obr. 8: Graf zavislosti op&tovného vzniku ds DNA na r, pro vSechny studované komplexy

5. 7. Transkrib¢éni mapovani

K urceni mista na DNA, na které¢ se platinové komplex pfednostné vazou, bylo
provedeno méfeni pomoci transkripéniho mapovani. Ke vzorkiim DNA se pfidd enzym T7
RNA polymerasa a ribonukleosid trifosfat tak, aby mohla prob&hnout syntéza novych vlaken
RNA. Syntéza, ktera vyuziva jako templat plazmidovou DNA (obsahujici promotor T7 RNA
polymerazy) s navazanymi platinovymi komplexy, probiha az do mista, kde RNA polymerasa
dale nemtize ze sterickych divodii pokracovat v syntéze, ¢imz dojde k pfedCasnému zastaveni
syntézy RNA (ve srovnani s transkripci vyuzivajici jako templét kontrolni nemodifikovanou
DNA). Vysledkem reakce byla smés fragmentiit RNA, ktera byla dale analyzovana na

sekvenacnim gelu (obr. 9)
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Obr. 9: Sekvenaéni gel. Drahy: K- kontrola, A, U, G, C — sekvenaéni reakce- pied¢asné
ukoncené syntézy RNA s vyuzitim nemodifikované templatové DNA v pfitomnosti pouze jednoho
rNTP - ATP, UTP, GTP, CTP; Cis- DNA modifikovana cisplatinou; 7, 10, 12 — DNA modifikovana
platinovymi komplexy 7, 10, 12.

Sekvencni analyza potvrdila, Ze adukty vytvofené platinovymi komplexy na DNA
zastavuji transkripci DNA na urovni zbytkl guaninu. Tento vysledek znamena, Ze preferencni
mista vazby dvojjadernych platinovych komplexti na DNA jsou podobna jako v ptipadé
vazby cisplatiny, tj. tyto komplexy se vazi prednostné na zbytky guaninu v DNA.
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VI.DISKUZE

Cilovym mistem plisobeni studovanych komplexti je molekula DNA. Lze tedy usuzovat,
ze rozdily ve vysledcich méfeni mezi jednotlivymi platinovymi komplexy a referencni
cisplatinou mohou byt ptisouzeny odliSnému plsobeni téchto komplexti na své cilové misto.
Tato diplomova prace se zabyvala studiem zejména strukturnich zmén DNA vzniklych po

navazani studovanych komplex.

Ze studia moznosti komplexii kovalentné modifikovat DNA vyplyva, Ze vSechny
studované komplexy se vazou na DNA kvantitativngé. Tento vysledek prokazal, Ze je mozno
pripravit vzorky DNA o pfesném stupni modifikace. Rozdil v polo¢asech vazby mezi
studovanymi dinukledrnimi komplexy se liSily jen o chybu méfeni. Naproti tomu v§echny

polocasy vazby byly vyznamné niz§i nez u referenc¢ni cisplatiny.

Vysledky studia transkripéniho mapovani prokazaly, Ze se vSechny studované komplexy
preferencné vazou, stejné jako referencni cisplatina, na guaninové baze DNA. Tento
experiment nadale prokazal schopnost platinovych komplext zastavovat replikaci DNA

mechanismem sterické blokace polymerasy.

Dalsi experimenty byly zaméteny na charakterizaci strukturnich zmén DNA vyvolanych
navazanim platinovych komplext. Vysledky studia spekter cirkularniho dichroismu DNA po
navazani komplext ukazuji, Ze modifikaci cilového mista doslo ke zmé&nam sekundérni
struktury. NarGst positivniho pasu CD spektra v oblasti okolo 280 nm pfi nizkych rp svédei
pro vznik distorzi pro vSechny studované komplexy. Tyto zmény jsou nedenaturacniho
charakteru, takze nedochazi k prerusovani vodikovych mustkti mezi komplementarnimi
bazemi. Pokles positivniho pasu CD spektra pro vyssi stupné modifikace svéd¢i o zménach

denatura¢niho charakteru.

Navazanim studovanych komplexti na DNA dochézi také ke zméné teplotni stability.
Teplota tani je ovlivilovana tfemi hlavnimi faktory. Stabilizaéni vliv je zplisoben kladnymi
naboji platiny a vznikem mezifetézcovych mustkil; destabilizaci zpisobuji vzniklé distorze ve
struktute vzniklé modifikaci DNA. Pii vysoké iontové sile prostfedi se projevuje vliv sodnych
iontl prostiedi, které svymi kladnymi naboji podobné jako platinové atomy stabilizuji DNA.
Pti vyssich stupnich modifikace uz ale prevladaji destabilizac¢ni vlivy navazanych komplex,

coz se projevi snizovanim teplotni stability. V prostiedi o nizké iontové sile neni vliv sodnych
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iont tak znatelny a hlavnimi stabiliza¢nimi prvky jsou mezifetézcové mustky a kladné
naboje platinovych komplexi. S rostoucim stupném modifikace ale dochéazi opét

k destabilizaci struktury a snizovanim teploty tani. Vzhledem ke skute¢nosti, ze v prostredi o
vysoké iontoveé sile je vliv naboje komplexu platiny minimalni, Ize usuzovat, ze stabilizacni
efekt zajistuji pravé mezifetézcové mustky. Vsechny tii studované komplexy vykazovaly pfi

modifikaci DNA podobné chovani, a to v prostiedi o vysoké, tak i nizké iontové sile.

DalSimi experimenty bylo prokazéano, Ze vSechny tfi studovany komplexy po navazani
lokaln¢ rozvijeji DNA. Podle ptedchozich vyzkumi [24] Ize dvojmocné koordina¢ni
platinové slouceniny rozdélit podle zplisobu vazby. Komplexy, které ptisobi malé lokalni
rozvijeni DNA (pod 6° ) se vdzou pouze monofunk¢ni vazbou. Komplexy, které se vazou
bifunkéni vazbou, rozvijeji DNA o 10- 13°. VSechny tfi studované komplexy mély uhel

rozvijeni vyssi nez 6°, coz potvrzuje, ze tyto komplexy tvori bifunkéni adukty.

Metodou gelové elektroforézy za denaturac¢nich podminek bylo méteno mnozstvi
vzniklych mezifetézcovych mustkl. VSechny studované komplexy tvotily vyrazné vice

mezifetézcovych mistkil, nez referencni cisplatina.
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VII. ZAVER

Cilem této prace bylo objasnit molekuldrni mechanizmus cytotoxického plisobeni
dinukleérnich platinovych komplexti. Studované komplexy vykazovaly mezi sebou podobné
vlastnosti, které se vsak mnohdy velmi lisily od vlastnosti referen¢ni cisplatiny. Diky své
vyrazn¢ od cisplatiny odlisné struktufe tvoii studované komplexy adukty s DNA ve vyrazné

niz$im polocase a s vys$im poctem mezifeté¢zcovych mustka.
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