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Abstrakt

Jiz fadu let se pii 1écbé rakoviny vyuzivaji komplexy platiny. Tyto latky se oznacuji jako
cytostatika. Nejpouzivanéjsim z nich je platnaty komplex znamy pod nazvem cisplatina.
Mezi dalsi cytostatika, kterd se vyuzivaji v praxi, patii oxaliplatina a karboplatina. Velkou
nevyhodou v klinické praxi jsou jejich nezadouci vedlejsi ii€inky na organismus pacienta
a vrozena, Ci Castym opakovanim ziskana rezistence nadoru vici témto farmakiim.
Zminované nezadouci efekty vedly k rozsahlému vyzkumu molekularniho mechanismu
jejich ptsobeni a vzniku novych protinddorovych 1é¢iv. Tyto latky jsou z valné vétSiny
odvozeny od cisplatiny nebo od transplatiny. Cilem prace bylo zjistit vlastnosti vazby cis-
diammindijodoplatnatého komplexu a porovnat ziskané vysledky s vlastnostmi
cisplatiny. Pomoci metod molekularni biofyziky byla stanovena rychlost vazby na DNA,
charakterizovany distorze, které jsou v DNA touto vazbou vyvolany, a jejich vliv na
teplotni stabilitu DNA. Bylo zjisténo, ze cis-diammindijodoplatnaty komplex se vaze na

DNA vyrazné pomaleji nez cisplatina. Po navazani na DNA vSak tento komplex poskozuje DNA

velmi podobnym zptisobem jako cisplatina.



Abstract

Platinum (1) complexes are used in the treatment of cancer for many years. These
compounds are known as cytostatics. Among them, the most widely used is Pt(ll)
compound called cisplatin. Other drugs used in the clinics are carboplatin and oxaliplatin.
Undesirable side effects on the patient and congenital or acquired resistance of tumor
caused by frequent repetition of those compounds represent substantial drawbacks in
clinical use. These side effects have led to intensive research of the molecular mechanism
of their action and emergence of new anticancer drugs. Many of them are derived from
cisplatin or transplatin. The aim of this thesis was to investigate binding properties of the
cis-diaminodiiodoplatinum(Il) complex and to compare obtained results with binding
properties of cisplatin. Using biophysical methods we managed to determine kinetics of
reaction, to characterize DNA distortions induced by binding of the compound and its
effect on thermal stability of DNA. It was found that cis-diaminodiiodoplatinum(ll)
complex binds to DNA slowly than cisplatin. DNA damage induced by the binding of

this compound is very similar to that induced by cisplatin.
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1. Teoreticky uvod

1.1 Platinova cytostatika
1.1.1 Cisplatina
1.1.1.1 Historie

Cisplatina (Obr. 1) byla syntetizovana téméf 130 let pied objevenim jeji biologické
aktivity. Pod jménem Peyroniiv chlorid ji syntetizoval v roce 1844 Michele Peyron pii
vyzkumu platinového komplexu znamého jako Mangusova zelena sul (Kauffman 2010).
Pti pokusu o syntézu Mangusovy zelené soli si Peyron v§iml dvou produktl, jednoho
zeleného a druhého Zlutého. Po izolaci zjistil, ze Zluty produkt je k Mangusové soli
izomerni, ale ma odlisné vlastnosti. Své pozorovani publikoval v némeckém Casopisu

Annalen der Chemie.

HaNr 1.Ci
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Obr. 1 — Cisplatina

Biologickou aktivitu tohoto komplexu objevil ndhodou v roce 1968 americky biofyzik
Barnett Rosenberg pii vyzkumu vlivu elektrického pole na bunééné déleni (Kelland
2007). Po aplikaci elektrického pole byly bakterie pozorovany jako dlouha vlakna, ktera
byla az tfistakrat del$i neZ v normalnim stavu. Bylo dokazéano, Ze tento efekt neni
nasledkem elektrického pole, ale produktl vznikajicich elektrolyzou platinovych
elektrod. Po detailni chemické analyze byly objeveny dva aktivni komplexy: neutralni
cis-isomer, ktery byl pojmenovan cisplatina, plati¢ity analog a podstatné méné aktivni

trans-isomer.



1.1.1.2 Chemicky pohled

Z chemického hlediska je cisplatina ¢isté anorganicka latka skladajici se z 11 atomd.
Na centralnim atomu platiny v oxida¢nim stupni II jsou navazany dvé amonné skupiny
NHza dva atomy chloru Cl. Tyto chloridové skupiny piedstavuji aktivni mista komplexu
a jsou velice podstatné pro chemickou reaktivitu komplexu.

Chemicka stabilita komplexu zavisi na elektronové afinité centralniho atomu
k ligandu, tj. schopnost poskytovat elektrony na uskute¢néni vazby. Afinita dvojmocné

platiny k ligandiim je zobrazena na Obr. 2 (Holler 1993).

CN” =NHa=0H =CI” =NO3s =Cl04 =H:0

Obr. 2 — Afinita dvojmocné platiny K ligandiim

Cis-diammindichloroplatnaty komplex v kladné nabité hydrolyzované formé tvofi
kovalentni vazbu s DNA (Brabec 1989).

1.1.1.3 Vyuziti v mediciné

V roce 1978 byla cisplatina oficialné schvalena Spravou potravin a 1é¢iv pro 1ékarské
vyuziti v USA (Muggia 2009). Cisplatina je registrovana i v Ceské republice.

Vyuziva se zejména k 1é¢bé nadori varlat, mocového méchyte, vajecnikli, nddort plic
a nadorti v oblasti hlavy a krku (Kostrova 2006). Nevyhodou je, Ze cisplatina plisobi na
pomérné uzké portfolio nadort (Pérez a kol. 2003). Neni G¢inna napiiklad pti lécbe
rakoviny tlustého stfeva, prsu a slinivky bfisni. Tyto nadory jsou rezistentni k cisplating.
Rezistence se pii opakovaném podavéani farmaka muize vyvinout i na piivodné citlivém
nadoru (Brabec, Kasparkova 2005a). Dalsi nevyhodou jsou rozsahlé vedlejsi efekty,
které zahrnuji naptiklad nevolnost, zvraceni, poskozeni ledvin, sluchu a kostni dfené
(Boulikas a kol. 2007). Za zminku také stoji i mozné kancerogenni a mutagenni piisobeni

cisplatiny, které nebylo zcela prozkoumano.



1.1.2 Analoga cisplatiny

Vyse uvedené nevyhody se staly hnacim motorem pro syntézu platinovych cytostatik
nové generace (Boulikas a kol. 2007). Cilem bylo vytvofit analoga cisplatiny, které by
pusobily na rozsdhlejsi spektrum nadorti a mély niz$i vedlejsi ucinky na organismus
pacienta.

V tomto sméru byla pokrokova myslenka nahrazeni odstupujiciho chloridového
ligandu jinou skupinou, ktera meéla snizit toxicitu komplexu pifi zachovani
protinadorového ucinku (Harrap 1985). Klinickym testovanim vsSak doposud proslo
pouze Sest platnatych cytostatik. Po celém svéte byly schvaleny cisplatina, karboplatina,
oxaliplatina a v Japonsku, Jizni Koreji a Ciné lobaplatina, nedaplatina a heptaplatina
(Boulikas a kol. 2007).

1.1.2.1 Karboplatina

Karboplatina, cis-diammincyklobutandikarboxyplatnaty komplex (Obr. 3), je pfimym
analogem cisplatiny (Boulikas a kol. 2007; Brabec, KaSparkova 2005a). U tohoto farmaka
jsou odstupujici ligandy chloru nahrazeny stabilngj§im cyklobudandikarboxildtovym
ligandem, ktery se pomaleji hydrolyzuje a vykazuje mensi reaktivitu s glutathionem.

V porovnani s cisplatinou je karboplatina mnohem méné toxicka, coz umoziuje podat
vetsi davku 1é€iva (Brabec, KaSparkova 2005b). Nevyhodou zlstava nitrozilni podavani
a ucinnost na stejné spektrum nddord jako cisplatina. I pfes vysSi hematotoxicitu
nahradila karboplatina cisplatinu pii 1é¢bé nékterych nadort citlivych na platinu.
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Obr. 3 — Karboplatina

1.1.2.2 Oxaliplatina

Oxaliplatina, 1R,2R-diamin-cyklohexan-oxalatoplatnaty komplex (Obr. 4), je
platinové cytostatikum tieti generace, které¢ bylo schvéaleno v medicinském vyuziti
(Boulikas a kol. 2007). Vyuziva se v kombinaci s leucovorinem a 5-fluorouracilem pfi

1é¢bé rakoviny tlustého stieva. Déle je oxaliplatina v porovnani s cisplatinou méné zavisla



na transportéru Crtl a opravny mechanismus chybného parovani neni schopen rozpoznat
adukty vytvofené oxaliplatinou (Kelland 2007). Diky této schopnosti vykazuje
oxaliplatina 1 pfes mensi reaktivitu s DNA vyssi cytotoxicitu nez cisplatina. (Brabec,
Kasparkova 2005a). Navic oxaliplatina potfebuje k zastaveni rastu nadorovych bun¢k
mén¢ 1ézi s DNA nez cisplatina. Omezenim oxaliplatiny jsou jeji vedlejsi ucinky, zejména
neurotoxicita a chronickd neuropatie, které narGstaji s rostouci davkou (Brabec,

Kasparkova 2005a; Boulikas a kol. 2007).
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Obr. 4 — Oxaliplatina

1.1.2.3 Lobaplatina, nedaplatina, heptaplatina

Lobaplatina (Obr. 5) byla schvélena v Ciné pro 1é¢bu chronické myeloidni leukémie,
rakoviny plic a neoperovatelné rakoviny prsu. (Boulikas a kol. 2007) V USA, Australii,
Evropské unii, Brazilii a Jihoafrické republice Gispésné prosla druhou fazi preklinického
testovani na 1é¢bu rozmanitého spektra nadorti, mimo jiné prsu, jicnu, vajec¢nikll a také
chronické myeloidni leukémie. Lobaplatina je Gi€¢inn4 i na nadory, které jsou rezistentni

k cisplating a karboplating.
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Obr. 5 — Lobaplatina

Nedaplatina, cis-diamminglykolatoplatnaty komplex (Obr. 6), je dalsi platinové
cytostatikum, které je vyuzivano v klinické praxi (Boulikas a kol. 2007, Brabec,
Kasparkova 2005b). V soucasné dobé se nejvice vyuziva v Japonsku pii 1é¢bé rakoviny
hlavy a krku, varlat, vajecniki a plic. Nedaplatina neprokdzala vétsi prevahu nad

cisplatinou nebo karboplatinou, ale vykazuje nizs§i neurotoxicitu a poskozeni ledvin nez

4



cisplatina. Na druhou stranu miiZze zpusobit trombocytopenii a potencidlné mulze pfi

nedostate¢né hydrataci zptisobit poskozeni ledvin.
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Obr. 6 - Nedaplatina

Heptaplatina (Obr. 7) byla schvalena v Jizni Koreji pro 1é¢bu rakoviny traviciho traktu
(Boulikas a kol. 2007). Preklinické studie naznacuji, Ze by heptaplatina mohla mit vyssi
protinadorovou aktivitu a zaroven niz8i toxicitu nez cisplatina. Heptaplatina je méné
nefrotoxicka a zkouma se jeji G¢innost v kombinaci s 5-floruracilem a paclitaxelem na

rakovinu krku a hlavy. Nevyhodou je embryotoxicita, ktera byla zjisténa na pokusnych

mysSich.
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Obr. 7 - Heptaplatina

1.1.2.4 Lipoplatina

Lipoplatina je zaloZena na tvorbé reverznich micel mezi cisplatinou a DPPG
(dipalmitoylfosfatidylglycerol) pti ur¢itych hodnotach pH, obsahu etanolu a iontové sily
(Boulikas a kol. 2007). Tyto micely jsou nasledn¢ zabaleny do lipozomu. Takova uprava
snizuje vedlejSi efekty a minimalizuje nezddouci vystaveni zdravé tkané, zatimco
maximalizuje piijem a prostupnost 1éku do nadorové bunky. Lipoplatina je stejné uc¢inna
proti nadorim citlivym 1 rezistentnim k cisplatiné s RF faktorem rovnym 1,1, coZ je

mnohem mén¢ nez 6,3 u cisplatiny (Carvalho 2007).
1.1.3 Komplexy platiny obsahujici jod

Od objeveni cytotoxické aktivity cisplatiny bylo syntetizovano nepfeberné mnozstvi

jejich analog vzniklych zaménami odstupujicich a neodstupujicich liganda (Garnuszek a

5



kol. 2002). Mezi tato analoga patii i komplexy obsahujici jod, naptiklad jodhistamin
platnaty komplex (Obr. 8). Tento komplex ma velice vysokou cytostatickou aktivitu viici
pevnym nadoriim, jako je naptiklad nador tlust¢ho stfeva, a mirnou aktivitu proti

leukémii. Déle je zkouman pro moznou synergii plisobeni s ionizujicm zarenim.
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Obr. 8 — Jodhistaminplatnaty komplex

Dal$im zastupcem je cis-diammindijodoplatnaty komplex (Obr. 9), ktery byl
prehlizen zejména diky starym ptedpokladiim o jeho neaktivité. Nyni je tento komplex

podroben vyzkumu za i¢elem srovnani jeho vlastnosti s cisplatinou.

Obr. 9 — cis-diammindijodoplatnaty komplex

Tento komplex podobné jako cisplatina nercaguje jen s DNA, ale alternativnimi
vazebnymi misty jsou napiiklad zbytky cysteinu, metioninu a histidinu (Messori a kol.
2013). Interakce mezi proteiny a cis-diammindijodoplatnatym komplexem popisuje velké
mnozstvi krystalografickych studii, které charakterizuji struktury komplext mezi touto
molekulou a napfiklad slepi¢im bilym vajeénym lyzozomem (HEWL), transferinem,
médénym chaperonem Atox-1 a hemoglobinem. Byly provedeny experimenty studujici
reakce mezi proteiny a syntetizovanymi iodo-analogy cisplatiny a transplatiny jako
napiiklad cis-[Pt(NHz)2l2], trans-[Pt(NH3)2l2]. Jako model bylo zvoleno detailni



prozkoumani interakce proteinu HEWL s témito komplexy. Vysledné vazebné misto

ziskané pomoci rentgenové krystalografie je zobrazeno na obrazku 10.

Asn93

Obr. 10 — Vazba komplexu cis-[Pt(NHs)zl2] na HEWL. (prevzato z: Messori 2013)

Tato struktura ukazuje, ze platnaty iont se vaze na protein v obsazeni velice blizkému k 1,
coz je zatim nejveEtsi obsazeni pozorované u aduktu proteinu a na platiné zaloZzenymi
cytostatiky. Nebyly pozorovany zadné dal$i modifikace elektronové mapy, coz vylucuje
pritomnost dal§iho vazného mista. VySe zminéné podporuje nazor, Ze interakce této

platinového 1€ku je vysoce sekvencné specifickd pro histidin 15.

1.2 Komplexy ostatnich kovi
1.2.1 Komplexy ruthenia

Dalsi cestou, jak obejit pravidla pro navrh analog cisplatiny, je prozkoumat moznosti
ostatnich kovovych center (Hannon 2007). Ruthenium je velice zajimavé, protoze
kinetiky v jeho komplexech mohou byt podobné, jako je tomu u komplexi zalozenych na
platin€. Dva komplexy zaloZené na tomto kovu jsou v soucasné dob¢ ve fazi klinického
testovani.

Prvnim z téchto komplext, ktery postoupil do klinického testovani, je komplex

NAMI-A, jenz byl navrzen Savou a Allesiem. Tento komplex je velice malo aktivni proti



primarnim nadortim, ale je povazovan za potencialni agens pro 1é€bu metastazi, které
reprezentuji hlavni klinickou vyzvu. I kdyz je NAMI-A schopné vazby na DNA,
predpoklada se, ze je to zdroj jeji protinddorové aktivity.

Druhym je komplex KP1019 navrzeny Kepplerem. I pfes strukturni podobnost s
NAMI-A se jedna o cytotoxin, ktery je uc¢inny proti primarnim nadoriim, a testuje se jeho
aktivita vuci rakoviné tlustého stfeva a kone¢niku. Komplex zptisobuje apoptozu skrz
mitochondrialni drahu a jeho aktivni ¢ast nebyla identifikovana.

Dale byly vyvinuty dalsi dvé tfidy rutheniovych komplexii, které byly navrzeny Sadlerem
a Dysonem. I pfes vzajemnou strukturni podobnost bylo dokazano, ze jeden vykazuje
vysokou cytotoxicitu vi¢i primarnim nadortiim a je aktivni vi¢i nékterym nadortiim
resistentnim na cisplatinu, zatimco druhy mé niz§i cytotoxicitu a je U€inny vuci

metastazim.
1.2.2 Ferrocifeny

Tento komplex byl vyvinut jako ferocenovy derivat tamoxifenu v Jaouenové
laboratofi (Hannon 2007). Tamoxifen je organicky 1€k, ktery pusobi na receptory
estrogenu a ma velky vyznam pii 1é¢bé rakoviny prsu. Nevyhodou je, Ze ptiblizné jedna
tietina nadort prsu na lécbu tamoxifenem nereaguje, coz je zptisobeno dvéma rtiznymi
receptory estrogenu v lidském téle. Tamoxifen je uc¢inny pouze vici nadordm bohatym
na ERao.

1.2.3 Komplexy paladia a niklu

Vysoka podobnost koordinaéni chemie mezi dvoumocnym paladiem a dvoumocnou
platinou odstartovala vyzkum komplexi dvoumocného paladia jako protinadorovych
1éciv (Abu-Surrak, Kettunen 2006). Divod, pro¢ jsou komplexy platiny nejuzivang;si
cytostatika, plyne z kinetiky vymény ligandu. Hydrolyza odstupujicich liganda
v komplexech paladia je velice rychla, az 10%krat rychlej$i nez jejich korespondujici
analog platiny. Velice rychla disociace v roztoku vede ke zna¢n¢ reaktivnim komplextim,
které nemohou dosdhnout jejich farmakologickych cili. Navic nékteré svého cile
dosdhnou Vv inaktivni formé. Z vySe uvedeného plyne, Ze pokud mé byt vyvinuto 1é¢ivo
na bazi paladia, musi byt n&jak stabilizované siln¢ koordinovanym ligandem obsahujicim
dusik a vhodnou odstupujici skupinou. Testuji se paladnata analoga cisplatiny,

vvvvvv

transplatiny a slozit&jsich sloucenin s vice atomy paladia (Obr. 11).



H;N. _Cl Cl. _NH;
Pd. Pd_
H;N Cl H;N Cl

Obr. 11 — Paladnata analoga cisplatiny (vievo) a transplatiny (vpravo)

Nikl je nezbytna sou¢ast mnoha typu enzymdu, jako jsou ureaza, hydrogenaza a
dehydrogenaza oxidu uhelnatého (Abu-Surrak, Kettunen 2006). Prace z posledni doby
ukdzaly, ze komplexy zaloZené na niklu maji potencial se stat protinadoroveé ucinnym
cytostatikem. Komplexy dvoumocného niklu byly testovany na bunéénych liniich nadoru
prsu a mé¢ly velice vysokou hodnotu ICsp a to 2,2uM. Studium mechanizmu plsobeni

ukézalo, ze tyto komplexy inhibuji topoisomerazu II.
1.2.4 Komplexy galia a titanu

V devadesatych letech minulého stoleti vstoupil do klinickych testi organokovovy
1¢ék titanocen dichlorid [Cp2TiCl2] (Obr. 12) jako potencialni protinadorové G¢inné agens
(Hannon 2007). I kdyz ¢ast struktury obsahujici dva chloridové atomy v cis geometrii
pfipomina cisplatinu, je zajimavé, ze zminéné agens hydrolyzuje do nékolika struktur a
je stale nejasné, ktera struktura je aktivni a zda jsou molekularni cilem baze DNA, nebo

se jedna o specifickou ¢i ndhodnou vazbu na patet DNA.

\ WG
/T' ~()

Obr. 12 — Titanocen dichlorid

Snaha o zvySeni stability hydratované formy, rozpustnosti ve vod¢ a cytotoxicity vedla
K navazani substituentll na titanocen. Jednim z téchto pokusu je titanocen Y (Obr. 13),

ktery obsahuje metoxyfenylové substituenty na b cyklopentadienylovych kruzich.
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V soucasné dobég, dle uvefejnénych praci, se zdaji tyto komplexy ve fazi vedouci

k optimalizaci.
MeO
Ti_.ul.'u'-C|
MeO - \CI

Obr. 13 - Titanocen Y

Komplexy galia také inhibuji rist nddoru. Pfedpoklada se, Ze se jedna z velké ¢asti o
souhru nahod a podobnosti tfimocného galia a tfimocného Zeleza, protoze galium
naruSuje bunécny transport zeleza vazbou na transferin. Dale narusuje funkci
ribonukleotidreduktazy, coz vyusti v inhibici syntézy DNA. Kli¢em k aktivité téchto
komplext je ucinit tfimocné galium biologicky dostupné a experimentuje se s ligandy,
které ¢ini galium stabilnéjsi k hydrolyze a usnadiuji prostupnost skrz biologickou

membranu.
1.3 Mechanismus plisobeni a bunéc¢na odpovéd

1.3.1 Mechanismus piisobeni

Cisplatina do bunky vstupuje pasivni difuzi skrze membranu, nebo pomoci aktivniho
transportu pomoci transportért médi a meéd’ transportujicich ATPaz typu P (Obr. 14)
(Jung, Lippard 2007).
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Obr. 14 — Mechanismus pusobeni cisplatiny (prevzato a upraveno z: Kelland 2007)

Jednim z transportérti médi je protein Ctrl, skrze ktery se dostane do buiiky vétSina
médnatych iontd (Espling 2013). Ctrl zprostiedkuje vstup cisplatiny, oxaliplatiny a
karboplatiny do buiiky a udava citlivost na tyto cytostatika jak in vitro, tak in vivo. (Burger
2011) Dalsi z téchto proteini je Atox1 (Espling 2013). Tento médény chaperon je
zodpovédny za transport médi od Crtl k médénym ATPazam v Golgiho aparatu. Mezi
tyto ATPazy paii ATP7A (protein Menkeho choroby) a ATP7B (protein Wilsonovy
choroby). Tyto dva proteiny maji piiblizné z Sedesati procent stejnou sekvenci a
nachazeji se v Golgiho aparatu, kde transportuji dvojmocnou méd’ z cytosolu skrz
bunéénou membranu. V dalSich studiich bylo dokazano, Ze zminéné transportéry médi
reguluji mnozstvi cisplatiny a jejich analog v buiice.

Kdyz cisplatina vstoupi do bunky, dojde k jeji aktivaci (Brabec, Kasparkova 2005a).
Aktivaci se rozumi nahrazeni odstupujicich chloridovych ligandi molekulami vody.
Popsany hydratovany komplex je velice elektrofilni a mlZze reagovat s jakymikoli
nukleofily, v€etn¢ atomli dusiku obsaZenych v nukleovych kyselinach. Tato hydratovana
dvojmocna platina se vaze na DNA ve dvou krocich (Brabec, Kasparkova 2005b). Jako

prvni se komplex dvojmocné platiny monofunkéné navaze koordina¢ni vazbou na dusik

11



N7 guaninu. Druhym krokem je vytvofeni druhé koordina¢ni vazby mezi platinou a

sousednim adeninem nebo guaninem za vzniku vnitrofetézcového nebo mezitetézcového

mustku.
1.3.2 Interakce s proteiny a lipidy

Diive nez se cisplatina nahromadi v cytoplazm¢, miize se navazat na bunéénou
membranu, a to konkrétné na fosfolipidy, napt. na fosfatidylserin (Pérez a kol. 2003).
Navic v cytoplazmé se vyskytuje velké mnozstvi latek, které jsou nukleofilni. Mezi tyto
latky patifi mikrofilamenta cytoskeletu, RNA a proteiny obsahujici siru. Pfedpoklada se,
ze diky témto nukleofilnim latkdm se k vazbé na jadernou DNA dostane jen asi 1 %

z celkového mnozstvi cisplatiny. Diky silné reaktivité cisplatiny S proteiny obsahujicimi

pozorovany adukty cisplatiny s DNA a proteiny. Schéma reaktivity platnatych komplexi

je znazornéno na obrazku 15.

RNA Glutathion Proteiny
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Obr. 15 — Schéma reaktivity platinovych cytostatik v burice (prevzato a upraveno z: Pérez
2003)
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1.3.3 DNA jako cilové misto ptisobeni

DNA nebo deoxyribonukleova kyselina (Obr. 16) je nositelkou dédi¢né informace
(Alberts a kol. 1998). DNA se sklada ze dvou polynukleotidovych vlaken, ktera jsou
stocena do Sroubovice. Tyto vldkna jsou vzajemn¢ antiparaelni, coz znamend, ze smétuji
opacnymi smery. Smér vldkna popisujeme pomoci pozice uhliku na deoxyriboze, jedno
vlakno ma tedy smér 5' - 3' a druhé 3' - 5'. Zakladni jednotkou téchto fetézcu jsou
nukleotidy. Nukleotid se sklada z deoxyribozy, na které je navazan jeden nebo vice
fosfatli, a dusikaté baze. V DNA se vyskytuji purinové a pyrimidinové dusikaté baze.

Mezi purinové se fadi adenin A a guanin G a mezi pyrimidinové cytosin C a tymin T
(Obr. 17).

° Vodik
~ © Kysllk
9 @ Dusik
= © Uhlik
> © Fosfor
©
=

0§ A

Velky Zlabek

Pyrimidiny Puriny

Obr. 16 — Struktura DNA (prevzato a upraveno z: Wikipiedia.org)
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Obr. 17 — Struktura DNA a jejich bazi (prevzato a upraveno z: Wikipedia.org)

Polynukleotidové fetézce jsou mezi sebou spojeny vodikovymi vazbami, které¢ se
tvofi mezi bazemi na zéklad¢é komplementarity. Spoji se purinové baze s pyrimidinovymi
tak, Ze guanin se paruje tfemi vodikovymi vazbami s cytosinem a tymin dvéma
vodikovymi vazbami s adeninem.

Za objeveni struktury DNA byla v roce 1962 udélena Nobelova cena Jamesi
Watsonovi a Francisi Crickovi.

Cisplatina preferen¢né interaguje se zbytky guaninu (Obr. 18) (Brabec, Kasparkova
2005b). Hlavnimi adukty cisplatiny jsou 1,2 — GG pti¢na vazba a 1,2 — GA pticna vazba,
méné Casté adukty jsou 1,3 — GXG pficna vazba, kde X mlize byt adenin, cytosin a tymin,
monofunkéni adukty a mezitetézcové pricné vazby (Obr. 19). U vSech aduktt
se platina vaZe na dusikovy atom N7. Statistické zastoupeni 1,2 — pfi¢né vazby je vyssi,
nez se ocekavalo, tudiz se predpoklada, ze tyto adukty souvisi s protinddorovou aktivitou.
Analyzou cisplatinou modifikované DNA bylo zjiSténo, Ze procentudlni zastoupeni
aduktu 1,2 — GG je ptiblizn€ 60 — 65%, 1,2 — AG 20 — 25% a 1,3 — GXG mén¢ nez 10%.
(Pérez a kol. 2003)
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Obr. 18 — Schéma vazby cisplatiny na DNA (prevzato a upraveno z: Kelland 2007)

Obr. 19 — Adukty tvorené cisplatinou. A: 1,2 — Vnitoretézcovda pricnd vazba, B:
Meziretézcova pricna vazba, C: Monofunkcni adukt, D: Protein-DNA vazba (prevzato z:

Pérez a kol. 2003)
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1.3.4 Poskozeni DNA vyvolané tvorbou aduktii

Po navazani platinovych cytostatik byly v okoli jejich vazby pozorovany zmény v
sekundarni struktufe dvousSroubovice DNA. Mezi ty to zmény patii ohyb, rozvijeni
dvousroubovice a zkraceni fetézce DNA. Predpoklada se, ze tyto strukturni zmény jsou
natolik zdvazné, ze vedou k zastaveni replikace a transkripce DNA a k apoptdze (Lippard,
Keck 1992).

Bylo zjisténo, Ze vnitrofetézcovad piicna vazba 1,2 GG zplsobuje rozvinuti
dvousroubovice o 13° a ohyb se o 34° smérem do velkého zlabku (Gelasco, Lippard
1998). Tento adukt dale ohyba podélnou osu DNA o 25° - 50° mezi sousednimi guaniny,
coz vede k ohybu celé dvousroubovice. Vzhledem k ohybu dochazi také k poruSeni
vodikovych vazeb mezi guaniny a cytoziny, a to v rozsahu 4 - 5 pb. Vnitrofetézcova
pricnd vazba 1,2 AG vykazuje velice podobné vlastnosti jako 1,2 GG. Takto
modifikovand DNA ma znaky charakteristické pro A formu DNA. Posledni
vnitofetézcova piicna vazba 1,3 GXG rozviji o 23° a ohyba o 53° smérem do velkého
zlabku.

Mezitetézcové pricné vazby jsou vysoce toxické poruchy, které kovalentné spojuji
ob¢ vldkna DNA a deformuji tak dvousroubovici (Jenssen 2012). Diky zabranéni
rozvolnéni vlaken DNA miize tento typ aduktu fyzicky blokovat replika¢ni a transkripéni
pochody v bunce. Neschopnost opravy takového druhu poskozeni muze zpisobovat
zlomy v DNA, chromozomalni zmény a bunéénou smrt. Mezifetézcové piicné vazby se
vytvaii zejména mezi guaniny, které se nachazi v komplementarnich fetézcich v sekvenci
GC (Huang 1995). Tyto guaniny a k nim komplementarni cytosiny nejsou spojeny
vodikovymi vazbami, protoZe cytosiny jsou vytlateny mimo Sroubovici a neinteraguji tak
S jinymi bazemi. Vznikla porucha se tyka minimalné ¢ty par bazi navazanych v okoli.
V tomto ptipadé zplisobuje vazba cisplatiny vznik muistkii mezi bazemi v malém zlabku,
coz ma za nasledek zménu z pravotocivé Sroubovice na Sroubovici levoto¢ivou neboli Z-
formu (Jamieson a kol. 1999). Mezifetézcova pticna vazba dale ohyba osu
dvousroubovice o0 20° - 40° k malému zlabku a odviji dvousroubovici o 76° - 86°.
Nejmensi zastoupeni odpovida tvorbé monofunkénich adukta cisplatiny a DNA. | v tomto
pfipad¢ se cisplatina vaze preferencné na guanin a deformuje tak strukturu Sroubovice

DNA. Mira deformace je zavisla na sekvenci v okoli vazby.

16



1.3.5 Rozpoznani adukti cisplatiny bunéénymi proteiny

Predpoklada se, ze protinadorova aktivita cisplatiny je regulovana pomoci rozpoznani
jejich adukti na DNA (Brabec, Kasparkova 2005b). Bylo objeveno nékolik skupin
proteint a popsano nékolik mechanismi, jak ovliviiuji protinadorovy ucinek cisplatiny.

Nejvétsi pozornost byla vénovana proteintim, které obsahuji tzv. HMG (High
Mobility Group) boxy. Zejména proteinim HMGI a HMG2, které nalezi
k chromatinovym proteiniim a funguji jako signalni molekuly v opravnych drahach. Diky
vysoké afinité k nekanonickym strukturam DNA rozpoznavaji strukturné specifické
poskozeni DNA vyvolané tvorbou 1,2 — GG nebo 1,2 - AG pfi¢né vazby, ale ne 1,3
ptiénych vazeb (Obr. 20) (Brabec, Kasparkova 2002).

Maly pocet \
pfirozenych
vazebnych mist

Oprava poskozeni

Rozpoznani aduktu
cisplatiny reparacni
nukleazou

HMG protein
H,N
‘/) NS,

/

Indukce nebo represe
transkripce genu X

Transkripce genu X ¢ A

SR : Oprava je blokovana
neni fadné regulovana

Obr. 20 — Vazba proteinii s HMG doménou na DNA (pievzato a upraveno z: Zamble a
kol. 1999)

Bylo navrZeno né¢kolik mechanisml vysvétlujicich, jak proteiny vazajici se na adukty
cisplatiny s DNA reguluji citlivost buiiky k 1é¢ivu (Pérez a kol. 2003). Pfedpoklada se, ze
HMG proteiny se strukturné specificky navazi na adukt cisplatiny s DNA a tim jej chrani

pfed opravnymi mechanizmy buiky.
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1.3.6 Oprava poskozené DNA

Oprava DNA je hlavni mechanismu resistence k chemoterapii zalozené na cisplatiné
(Brabec, Kasparkova 2005c¢). Adukty mezi cisplatinou a DNA mohou byt odstranény
oprava chybného parovani (MMR) a rekombinacni oprava (Pérez a kol. 2003).

Hlavnim obrannym mechanismem je nukleotidovd excisni oprava (Brabec,
Kasparkova 2005a). Spolupraci nékolika rodin proteinu NER dochéazi k rozpoznani a
vymezeni poSkozeného tuseku DNA a jeho naslednému vystiizeni. Nasleduje
dosyntetizovani nukleotidl ve vystiizeném miste.

Oprava chybného parovani je postreplikacni opravny systém, ktery je zodpovédny za
opravu chybné zatazenych nukleotidii, mista s inserci nebo deleci (Pérez a kol. 2003).
Posledni poznatky naznacuji, ze oprava chybného parovani bazi zprostfedkovava
cytotoxicitu cisplatiny a dysfunkce tohoto opravného mechanismu muze vyustit

Vv odolnost nebo toleranci nddorovych bunék k cisplatiné (Brabec a Kasparkova 2005 c).
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2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo:
1) Studovat interakce DNA s novou slouc¢eninou odvozenou od cisplatiny zaménou
atomu chloru za atomy jodu. Pfedmétem z4jmu byla zejména charakterizace
vytvotenych aduktti a popis konformacnich zmén vyvolanych v DNA témito

adukty.

2) Porovnat ziskané vysledky s udaji dostupnymi v odborné literatufe o cisplating.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie
Vsechny chemikalie byly p. a. Cistoty.

Ve vSech experimentech byla pouzita destilovana voda.

Teleci tymova DNA - od firmy Sigma

cis-[Pt"(NH3)2Cl2] - od firmy Sigma

cis-[Pt"(NH3)2l2] - poskytnut pro ticely tohoto méteni prof. L. Messorim, Dipartimento

di Chimica, Universita di Firenze, Italie

Restrikéni endonukledza EcoRI a pfislusny restrikéni pufr je od firmy New England

Biolabs, Velka Britanie.

Tris-acetatovy (TAE) puft: 0,04 M Tris-acetat
1 mM EDTA
Tris-boratovy (TBE) pufr: 0,09 M Tris-borat
1 mM EDTA
Alkalicky puft: 0,03 M NaOH
1 mM EDTA
Elektrolyt pro diferen¢ni pulzni polarografii: 0,675 M H2S04

0,08 M formaldehyd
0,008 hydrazin

Nanaseci puft: 40% (w) sachar6za

0,25% (w) bromfenolova modf

Agarodza — firma Serva elektroforesis, Némecko
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Ethidium bromid — koncentrace 10 mg/ml

Serva elektroforesis, Némecko
3.2 Metody

3.2.1 Modifikace DNA komplexem platiny

Vzorky pro vSechny provedené experimenty byly pfipraveny ndsledovné. DNA byla
inkubovéna s pfislusnym komplexem (cis-[Pt"(NHs)z12] nebo cis-[Pt"(NHs).Cl,]) dle
ptislusného ri v prostiedi 10 mM NaClO4 o pH 6 pii 37°C ve tmé po dobu 24 hodin. r;
vyjadiuje pomér mezi poctem volnych molekul platiny a poctem nukleotidi DNA a

vyjadii se pomoci vztahu

Npe cpt " Vpt
r = = = 1)
NpNA ¢pNA "VDNA

kde npt je latkové mnozstvi komplexu platiny, Npna je latkové mnozstvi DNA, cpt a Vpt
jsou koncentrace a objem zasobniho roztoku platiny a Cona @ Vowna jsou koncentrace a
objem zasobniho roztoku DNA. Stupent modifikace DNA r, vyjadiuje pocet atomi
platiny skute¢né navazanych na jednu bazi DNA. Pro pfipad, ze se komplex platiny za

danych reakénich podminek vaze na DNA kvantitativng, je mozno polozit r; = 13,.
3.2.2 Stanoveni mnoZzstvi navazaného komplexu na DNA

Kinetika méfeného komplexu byla stanovena metodou diferenéni pulzni polarografie
(DPP). K méteni byl pouzit ptistroj EG&C PARC 32 Electrochemical analyzer, Model
384B.

Tymova DNA byla inkubovana se studovanym komplexem v prostiedi 10 mM NaClO4
pii 37° ve tmé. Pouzitd koncentrace DNA ve vzorku byla 3,2 - 10° M a pomér latek
v reakéni smési byl ri=0,08. V piisluSnych asovych intervalech bylo z reakéni smési
odebrano 10 ul vzorku a ptidano k 5 ml elektrolytu (viz Pouzité¢ chemikalie). Vysledna
smés byla zmétfena na vySe uvedeném pfistroji a proudova zavislost byla piepoctena na

mnozstvi navazaného komplexu na DNA.
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3.2.3 Pokles fluorescence EtBr

Molekuly EtBr poskytuji ve volném stavu v roztoku velmi malou intenzitu fluorescence.
Dojde-li ale k interkalaci mezi baze DNA, intenzita fluorescence EtBr se znatelné zvysi.
Pritomnost bifunk¢nich aduktti komplexu s DNA miize ze sterickych diivodii zabranit
interkalaci EtBr mezi baze zahrnut¢ v daném miustku, coz vede ke sniZeni intenzity
fluorescence ve srovnani s nemodifikovanou DNA o stejné koncentraci.

Tymova DNA byla modifikovana komplexem cis-[Pt"(NHs)2l2] a pro srovnani i
komplexem cis-[Pt"(NH3)2Cl2] podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1 Modifikace
DNA komplexem platiny. Hodnoty ry byly pouzity v rozmezi 0,01 az 0,1 s krokem 0,01.
Po inkubaci byl k reakéni smési ptidan ethidium bromid a NaCl tak, ze koncentrace DNA
byla 1,07 mM, koncentrace ethidium bromidu byla 0,4 ug/ml a koncentrace NaCl byla
0,5 M. Méfeni bylo provedeno na spektrofluorimetru F4500 (Hitachi, Japan) pii excitacni
vlnové délce 546 nm a emisni vlnové délce 590 nm.

Hodnoty fluorescence byly vypocteny pomoci vztahu pro relativni fluorescenci

I-1p
L =
rel I

-100% ()
o~ 1Ip

kde | je intenzita fluorescence modifikované DNA, Iy je intenzita fluorescence blanku
(slepého vzorku), tj. vzorku 10 mM NaClO4, a smési ethidium bromidu a chloridu
sodného, lo je intenzita fluorescence nemodifikované DNA. Hodnota relativni

fluorescence Irel se obvykle vyjadiuje v procentech.
3.2.4 Linearizace DNA

Linearni plazmidova DNA byla pouzitd pii stanoveni mezifetézcovych mustka.
Plazmidova DNA byla linearizovana restrik¢énim enzymem EcoRI (1 U na 1 pg DNA) po
dobu dvou hodin pii 37°C. Jedna jednotka je definovana jako mnozstvi enzymu, které
nastépi 1 pg DNA pii 37°C za 1hodinu v reakénim objemu 50 pl. Restrikéni enzym
EcoRI $tépi DNA mezi bazemi guaninem a adeninem Vv specifickém misté (Obr. 21)

Kontrola linearizace byla provedena elektroforeticky v nativnim agarézovém gelu.
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Obr. 21 — Specificka sekvence enzymu EcoRI

3.2.5 Deproteinace

Ke zlinearizované DNA byl pfidan vychlazeny fenol v poméru 1 : 1. Smés byla
zvortexovana a nasledné stocena po dobu dvou minut pii 15 000 rpm. Sto¢enim se smés
rozdéli na dvé faze: vodna faze (vrchni) a organické rozpoustédlo (spodni). Vrchni
vodnou fazi odebereme do €isté zkumavky. K odebrané fazi byla pfilita smes chloroformu
a isoamylalkoholu (24 : 1) v poméru 1 :1. Smés byla zvortexovana a sto¢ena. Svrchni

faze obsahujici DNA byla odebrana do ¢isté zkumavky.
3.2.6 Srazeni DNA

Ke vzorku ziskaného deproteinaci byla ptidana 1/10 jeho objemu 3M octanu sodného
o pH 5,5. Smés byla zvortexovana a nasledné byl pfidan 2,5 -3 nasobek objemu
vymraZeného 100% ethylalkoholu. Smés byla zvortexovana a poté srazena pii
—20°C po dobu 30 minut. Po srazeni byla smés sta¢ena po dobu 30 minu pii 4°C a 14 000
rpm. Po stoceni byl odebran supernatant, k peletu bylo ptidano 200 pul vymrazeného 80%
ethylalkoholu a vysledna smés byla opét staéena po dobu 30 minut pii 4°C a 14 000 rpm.

Po poslednim stoc¢eni byl odebran supernatant a pelet byl ususen v exikatoru.
3.2.7 Rozpousténi DNA
DNA byla rozpusténa v 10 mM NaClOgs.
3.2.8 Elektroforéza v nativnim agaré6zovém gelu

Pti elektroforéze v nativnim gelu byl pouzit 1% (w/v) agardézovy gel. Gel byl
pfipraven rozvafenim piislusného mnozstvi agarézy v TAE pufru (viz Pouzité
chemikalie). Agardzovy gel byl vaten v Erlenmeyerové baice po dobu 5 az 10 minut. Po
pomalém zchlazeni na teplotu pfiblizné¢ 60°C byl gel nalit do vany s hiebinkem a
ponechan 30 — 40 minut tuhnout. Pfed zac¢atkem elektroforézy byl v elektroforetické vané
gel zalit TAE pufrem, ktery plni ilohu elektrolytu. Celo elektroforézy bylo zviditelnéno

ptridanim nanaseciho pufru (viz Pouzité chemikalie) o objemu 1/6 vzorku. Vysledné smési
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obsahujici nanaseci pufr a DNA byly naneseny na gel. Elektroforéza probihala po dobu
4 a7z 5 hodin (aby ¢elo doputovalo alespon do poloviny gelu) pii intenzité pole 0,8 V/cm.
Gel byl obarven pomalym tfepanim s vodnym roztokem ethidium bromidu (viz Pouzité
chemikalie) po dobu 20 minut. Piebyte¢ny ethidium bromid byl odstranén pomalym
ttepanim v destilované vodé¢ po dobu 30 minut. Gel byl prosvicen UV zafenim a vyfocen

pfistrojem GelLogic system.
3.2.9 Elektroforéza v denaturac¢nim agarézovém gelu

Pti alkalické denaturacni elektroforéze byl pouzit 1% (w/v) agarézovy gel. Piislusné
mnozstvi agar6zy bylo rozvateno ve vodé. Agar6zovy gel byl vaifen v Erlenmeyerové
bance po dobu 5 — 10 minut. Po pomalém zchlazeni na teplotu piiblizn¢ 60°C byl ke gelu
pfidan NaCl tak, aby jeho vysledna koncentrace v gelu byla 0,03 M, a EDTA na
vyslednou koncentraci 10° M. Po promichani byl gel nalit do vany s hiebinkem a
ponechan 40 — 50 minut tuhnout. Nasledné byl gel zalit alkalickym pufrem (viz Pouzité
chemikalie) a ulozen pfes noc pti 4°C. Druhy den byl gel v elektroforetické vané zalit
cerstvym alkalickym pufrem, ktery plni tlohu elektrolytu. Ke vzorkiim byla ptidana 1/6
jejich objemu nanaseciho pufru a NaOH tak, aby jeho koncentrace v roztoku byla 1 M.
Elektroforéza probihala po dobu 4 -5 hodin pii intenzité elektrického pole 0,8 V/ecm. Gel
byl neutralizovan pomalym tfepanim s roztokem TBE (viz Pouzité chemikalie) po dobu
20 minut. Poté byl gel obarven pomalym tfepanim s vodnym roztokem ethidium bromidu
(viz Pouzité chemikalie) po dobu 20 minut. Piebyteény ethidium bromid byl odstranén
pomalym tiepanim v destilované vod¢ po dobu 30 minut. Gel byl prosvicen UV zafenim

a vyfocen pfistrojem Major science UV transluminator.
3.2.10 Rozvijeni plazmidové DNA

Plazmidova DNA pSP73KB byla modifikovana komplexem cis-[Pt'"(NHzs)2l2] a pro
srovnani komplexem cis-[Pt"(NHs)2Cl] na zvolené r,, jak je popsano v kapitole
Modifikace DNA (kapitola 3.2.1.). Po uplynuti doby inkubace byl ke kazdému vzorku
ptidan 1pl pufru TAE spolu s 3 pl nanaseciho pufru. Analyza miry rozvinuti pro
jednotliva rp probihala v 1% (w) nativnim agarézovém gelu v pufru TAE pii teploté 4°C
anapéti 10 V po dobu 20 hodin. Gel byl obarven pomalym tfepanim s vodnym roztokem
ethidium bromidu (viz Pouzité chemikalie) po dobu 20 minut. Pfebytecny ethidium
bromid byl odstranén pomalym tfepanim v destilované vodé po dobu 30 minut. Gel byl

prosvicen UV zéfenim a vyfocen ptistrojem Major science UV transluminétor.
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Mobilita plazmidové DNA v gelu zavisi na jeji superhelikalni hustoté. Relaxovanou
formou nebo také open circle formou (OC) oznacujeme formu DNA, ktera nema zadné
nadsSroubovicové vinuti. DNA, ktera ma nadSroubovicové vinuti, oznacujeme jako
superhelikalni. DNA, kterd je pozitivné ¢i negativné zavinuta, je V porovnani s OC
formou vice kompaktni, a tudiz v gelu migruje rychleji nez forma relaxovana.

Uhel rozvinuti pro jeden adukt byl spoéten pouzitim vztahu

180

¢ =—— @)

Tp

kde ¢ je uhel rozvinuti, rp je stupen modifikace, pro ktery dochazi ke komigraci
superhelikdlni a relaxované formy. Hodnota ¢ pro pouzitou DNA byla stanovena
experimentalné za vyuziti komplexu cis-[Pt"(NH3)2Cl;], o kterém z literatury vime, Ze
rozviji DNA o 13° (Lippard, Keck 1992).

3.2.11 Stanoveni mnoZstvi meziretézcovych mustka

Linearni plazmid pUC19 byl pfipraven postupem uvedenym v kapitolach
3.2.4 Linearizace DNA, 3.2.5 Deproteinace, 3.2.6 Srazeni DNA a 3.2.7 Rozpousténi
DNA. Piesna koncentrace linedrni DNA byla urcena spektrofotometricky na UV/VIS
spektrofotometru. Pro experiment byla pfipravena sada vzorkd, kde byla linearni DNA
modifikovana komplexem cis-[Pt"(NH3)212] a pro srovnani komplexem Cis-
[Pt"(NH3)2Cl2] na hodnoty r, 0,0001; 0,0003; 0,0005; 0,0007; 0,001 dle postupu
uvedeného v Modifikace DNA. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl ke kazdému vzorku
pfidan 1 pl 1 M NaOH a vzorek byl ponechan pii pokojové teploté¢ 10 minut. Poté byly
pfidany 3 pl nanaSeciho pufru. Analyza pfitomnosti mezifetézcovych mustkl (IEC) byla
provedena pomoci elektroforézy v denaturaénim agar6zovém gelu (viz 3.2.9
Elektroforéza v denatura¢nim agarézovém gelu).

Zastoupeni mezifetézcovych mistkt v procentech IEC/Pt (pocet mezifetézcovych

mustki vztazenych na 1 adukt) bylo spo¢teno pomoci vztahu

—In(zastoupeni jednoretézcové frakce) (4)

pocet mistkl =
rp'N

kde rp je stupen modifikace a N je pocet nukleotidi plazmidu pUC19 (N=5372b).
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3.2.12 Mér'eni teploty tani

Denaturac¢ni kiivky byly méfeny na spektrofotometru Varian Cary 4000 v
Biofyzikalnim tGstavu AVCR. Pro méfeni experimentu byly pouZity kiemenné zkumavky
o optické draze 1 cm. DNA byla modifikoviana komplexem cis-[Pt"(NH3).Cl2] na
hodnoty r, 0,03; 0,06 a 0,09 a vzorky byly inkubovany po dobu 24 hodin pii 37 °C. Po
inkubaci byly vzorky rozdéleny na dvé& ¢asti. V prvni byla upravena hodnota Na*
piidavkem 1 M NaClOg4 na hodnotu 0,1 M a ve druhé byla ponechana hodnota 0,01 M.

Mg¢teni probihalo v prostiedi 10 mM nebo 1 M NaClO4; 1 mM TRIS-HCIl a 0,1 mM
EDTA, pH = 7,4. Teplota tani byla vypoctena pomoci programu GraphPad jako
maximalni hodnota 1. derivace namétené kiivky. Teplota tani tedy odpovida inflexnimu

bodu kiivky.
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4.Vysledky a diskuse

4.1Stanoveni mnozstvi navazaného cis -[Ptl/(NHs)2I2] na DNA

V prvni ¢asti experimentu byla stanovena zavislost intenzity proudu na koncentraci

studovaného komplexu. Tato zavislost je zobrazena na grafu 1.

0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°
¢ [mol/l]

Graf 1: Kalibracni krivka zavislosti naméreného proudu na koncentraci komplexu.

Z grafu vyplyva, Ze méfend zavislost je linearni na celém intervalu méfenych koncentraci.
Pro dalsi experimenty byly proto zvoleny koncentrace cis-[Pt"(NHzs)2l2] v tomto rozsahu.
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit rychlost vazby komplexu cis-[Pt"(NH3)212] na CT
DNA metodou diferen¢ni pulzni polarografie. Pokles mnozstvi nenavdzané¢ho komplexu
byl sledovan v ¢ase. MnoZstvi navazané platiny bylo vypocteno odecitanim mnoZstvi
nenavazané platiny od celkového mnoZstvi platiny pfitomné ve vzorku. MnoZstvi
navazané platiny na CT DNA s ¢asem vzrustalo. V téchto reakcich bylo 50% (ts0%)
komplexu navazano v &asech 105 £ 11 min pro cis-[Pt"(NHs)2l2] a 64 = 5 min pro
cisplatinu. Oba métené komplexy byly kvantitativné navazany po 24 hodinach. Kinetiky

reakci jsou zobrazeny v grafu 2.
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Graf 2: Kinetika reakce cis-[Pt"'(NH3)212] a cisplatiny s dvousroubovicovou tymovou
DNA pri m = 0,08 a 37°C. Prdzdné znacky reprezentuji komplex cis-[Pt"(NH3)2l,] a
vyplnéné znacky cisplatinu. Body a usecky predstavuji priumeérné hodnoty a smérodatnou

odchylku ze #7i méreni.

Z vysledkl je patrné, Zze vazba komplexu cis-[Pt"(NHs)212] na DNA je pomalejsi nez
vazba cisplatiny. To mtze byt zpisobeno pomalejsi hydrolyzou iodidovych ligandi ve
srovnani s chloridovymi diky jejich niz8i elektronegativité. Skutec¢nost, Ze u téchto
komplext platiny iodidové ligandy hydrolyzuji vyrazn€ pomaleji nez chloridové, byla jiz

popsana diive (Messori a kol. 2010).
4.2 Charakterizace DNA adukti metodou fluorescence ethidium bromidu

Fluorescencni sonda ethidium bromid (EtBr) muze byt pouzita k rozliSeni
konformacénich zmén vyvolanych v  DNA monofunkénimi a bifunkénimi adukty
platinovych komplext. Interkala¢ni vazba ethidium bromidu do DNA je stechiometricky
blokovéana tvorbou bifunkénich adukti, coZ vede ke sniZeni intenzity fluorescence EtBr.
Vazba komplexu cis-[Pt""(NH3).12] méla za nasledek pokles intenzity fluorescence EtBr,

které bylo velice podobné poklesu vyvolanému cisplatinou (Graf 3).
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Graf 3: Fluorescence ethidium bromidu. Zavislost EtBr fluorescence na ro pro CT DNA
modifikovanou komplexy platiny v prostredi 10 mM NaClOs pri 37 °C po dobu 24 h.
Prazdné znacky reprezentuji komplex cis-[Pt"(NHs)z2l2] a vyplnéné znacky cisplatinu.

Body a usecky predstavuji prumérné hodnoty a smérodatnou odchylku ze tri merend.

Tento vysledek naznaduje, ze konformaéni distorze vyvolana vazbou cis-[Pt"(NHs3)2l2]
na DNA je delokalizovana a postihuje stejné mnozstvi part bazi kolem navéazaného
komplexu, jako je tomu u vazby s cisplatinou. Charakterizace DNA aduktt metodou EtBr
fluorescence podporuje na zakladé vyse uvedeného nazor, ze vazba komplexu na DNA

cis-[Pt""(NH3)212] je podobna jako vazba cisplatiny.
4.3 Rozvijeni plazmidové DNA

Elektroforéza v nativnim agar6zovém gelu byla pouZita pro zjiSténi rozvijeni
superhelikalniho vinuti v negativné vinuté plazmidové DNA pomoci stanoveni thlu
rozvinuti. Komplex, ktery rozviji DNA, sniZuje pocet superhelikalnich otoc¢ek v uzaviené
cirkularni DNA. Snizeni poctu otacek zpusobuje sniZzeni mobility plazmidu
v elektroforetickém gelu, kterd umozni pozorovat a kvantifikovat primérnou hodnotu
rozvinuti na adukt.

Pro zjisténi superhelikélni hustoty ¢ pro danou plazmidovou DNA byl experiment nejprve
proveden s cisplatinou, pro kterou je z literatury znam uhel rozvinuti. (Lippard, Keck
1992). Stupen modifikace, pii kterém doslo ke komigraci relaxované a superhelikalni

formy, byl urcen jako rp(c) = 0,1 (Obr. 22, draha 9).
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Vyuzitim tohoto udaje a znalosti uhlu rozvinuti pro cisplatinu byla stanovena

superhelikalni hustota pouzité plazmidové ¢ = - 0,072.
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Obr. 22: Rozvijeni DNA modifikované cisplatinou. Drahy: draha 1 — kontrola
(nemodifikovana DNA); draha 2 — vy = 0,03, draha 3 — o = 0,04; drdha 4 — r, = 0,05;
draha 5 — o= 0,06, draha 6 — o= 0,07; draha 7 —rp= 0,08; draha 8 —rn,= 0,09, draha
9-1rn=0,1.

Pro nami zkoumany komplex cis-[Pt"(NHs)212] byl stupeit modifikace, pii kterém nastava

komigrace relaxované a superhelikalni formy, uréen jako rp(c) = 0,12 (Obr. 23, draha 6).

4 5

Obr. 23: Rozvijeni DNA modifikované komplexem cis-[Pt"(NHs)2l2]. Drahy: drdha 1 —
kontrola (nemodifikovand DNA); drdha 2 — vy = 0,05, drdha 3 —vo = 0,07; draha 4 — 1y
=0,09; draha 5—ry,=0,1; draha 6 —r,=0,12; draha 7 —r, = 0,14; draha 8 —r, = 0,16.

Vyuzitim vysledkl ziskanych ze zminénych méteni byl thel rozvinuti pro komplex cis-
[Pt'(NH3)2l2] stanoven @ = 11 4 2° | ktery je velice podobny thlu, o ktery rozviji
cisplatina (13°).

4.4 Stanoveni mnozstvi mezirretézcovych miistkii

Protinadorova tc¢innost komplexii platiny souvisi s jejich vazbou na DNA. Nejvétsi

poskozeni zpiisobuji mezifetézcové mustky. Mnozstvi mezifetézcovych mustkt je zavislé
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na stupni modifikace rp (Obr. 24). S rostoucim stupném modifikace roste mnozstvi

molekul DNA, které obsahuji mezifetézcové mustky.

ICL

SS
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Obr. 24: Stanoveni meziretézcovych mustkii. Drdhy. draha 1 — kontrola (nemodifikovana
DNA); drdha 2 — komplex cis -[Pt'"(NHs)2l2], ro = 0,0003; drdha 3 — komplex cis-
[Pt"(NH3)212], o = 0,0005; drdha 4 — komplex cis-[Pt""(NHs)212], ro= 0,0007; drdha 5 —
komplex cis-[Pt"(NH3)2l2], ro = 0,001; dréha 6 — cisplatina, ro = 0,0003; drdha 7 —
cisplatina, ro = 0,0005, draha 8 — cisplatina, ro, = 0,0007; draha 9 — cisplatina, ro = 0,001.

Mnozstvi mezifetézcovych mistkl bylo spocteno pomoci vztahu (4). Vysledné mnozstvi
mezitetézcovych mistkd komplexu cis-[Pt'"(NH3)2l2] (5%) je velice podobné mnozstvi

mezifetézcovych mustkti indukovanych cisplatinou (6%).
4.5Stanoveni teploty tani

Vazbou platinovych komplexti na DNA jsou vyvolany tfi hlavni faktory, a to

a) Destabiliza¢ni efekt vyvolany konformacni distorzi po vazbé komplexu

b) Stabilizace struktury mezifetézcovymi mistky

c) Stabilizace struktury vyvoland kladnym nabojem navazaného platinového

komplexu
Vsechny vySe zminéné faktory se uplatituji pfi nizké iontové sile a dochazi ke stabilizaci

struktury pomoci mezifetézcovych mistki a kladného naboje. Ve vyssi iontové sile je

stabilizace ndbojem vyrusena vysokym obsahem iontii Na*, projevi se tedy pouze distorze
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zplisobend vazbou komplexu a vliv mezifetézcovych mustkl. Kiivky tani pro obé métené

iontové sily jsou zobrazeny v grafu 4.
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Graf 4: Krivky tani vzorkit DNA modifikovanych komplexem cis-[Pt"(NHs)zl2]. A:
prostiedi 0,01 M NaClOa, B: prostredi 0,1 M NaClOs. Koncentrace DNA ve vzorku byla
54-10°M.

Na zaklad¢ vyse uvedeného je mozné konstatovat, ze snizeni teploty tani tm (Tabulka 1,

graf 5) je zplsobeno konformacni distorzi, kterd dominuje nad stabilizaci

mezifetézcovymi mistky.

Tabulka 1: Hodnoty Aty tymové DNA modifikované cis-[Pt"(NHs)212]. Hodnoty jsou

vyjadreny ve °C a predstavuji prumér = smérodatnou odchylku ze tii méreni.

r, =0.03 b =0.06 b =0.09
cis-[ Pt'(NHs)2l2] (0,IM Na®)  -1,9+0,1  -50+0,1  -7,0+0,6
cis-[ PU'(NHa)2l2] (0,00IM Na*)  -1,1+04  -2,1+£02  -2,8+0,0
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Graf 5: Grafické zndzornéni pribéhu AtmV zavislosti na stupni modifikace ro.. Body a

usecky predstavuji prumérné hodnoty a smerodatnou odchylku ze tFi méren.

Vzhledem k tomu, Ze jak cisplatina, tak cis-[Pt'(NHs)2l2] nesou stejny 2+ naboj
na platinové €asti a tvofi pfiblizné stejny pocet mezifetézcovych mustki, hodnoty tm
odrazeji predevSim destabiliza¢ni U€inky konformacni deformace vyvolané vazbou
komplexu na DNA. Po srovnani vysledkt ziskanych v této praci s vysledky
publikovanymi diive pro cisplatinu (Tabulka 2) proto mizeme tvrdit, ze vysledky
experimentu, ve kterém bylo sledovano tani DNA (Tabulka 1a Graf 5), jsou v souladu
s teorii, ze adukty komplexu cis-[Pt'"(NHs)212] s DNA narusuji a destabilizuji
dvousroubovici DNA pfiiblizné stejnym zptisobem a v podobném rozsahu jako adukty,

které tvoii cisplatina.

Tabulka 2: Hodnoty Atm tymové DNA modifikované cisplatinou. Hodnoty (ve °C) jsou
prevzaty z prace Zaludova a kol., 1996

r =0.03 b =0.09
cis-[ Pt"(NHg)2Cl] (0,IM Na") 2,1 -8,3
cis-[ Pt"(NHs).Cl2] (0,01M Na*)  -1,1 -3,5
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I pfes zna¢nou pozornost, kterd byla doposud vénovana studiu komplexii
odvozenych od cisplatiny, existuje v literatufe jen velmi malo informaci o pfimém
jodidovém analogu cisplatiny cis-[Pt""(NHs)2l2], ktery byl studovdn v ramci této
diplomov¢ prace. To mize byt pravdépodobné disledkem pocate¢nich negativnich studii
publikovanych Hoeschelem a Clearem (Cleare a kol. 1973), které ukazaly, Ze cis-
[Pt(NH3)212] byl témét neaktivni u zvifecich modelti sarkomu 180, a soucasné zminily
extrémné nizkou rozpustnost této slouceniny ve vod¢ a obtize se stanovenim toxickych
davek. Nikdy vSak nebyly publikovany tidaje o cytotoxicité tohoto komplexu na lidskych
nadorovych bunéénych liniich.

Nekolik studii vzniklych v pozdéjsi dobé vsak zacalo piehodnocovat ptistup ke
komplextim platiny s jodidovymi ligandy jako potencialnim protinddorové ucinnym
latkam. Napt. v praci Kratochwila a kolektivu je popsan diaminodijodidoplatnaty
komplex vykazujici zjevnou cytotoxicitu in vitro (Kratochwil a kol. 1999). Béhem
poslednich let byly popsany nékteré diaminodijodidoplatnaté komplexy se smiSenymi
ligandy, které také byly cytotoxické v testech na buné¢nych nadorovych liniich (Messori
a kol 2010; Messori a kol. 2012; Parro a kol. 2013). V roce 2013 pak byla popsana reakce
cis[Pt(NHz3)2l2] s lysozomem a struktura takto modifikovaného proteinu, ktera byla velmi
neobvykla a odlisna od modifikace téhoz modelového proteinu cisplatinou (Messori a
kol. 2013).

Tyto vysledky vedly ke snaze o nové, systematictéjSi zhodnoceni nékterych
kli¢ovych chemickych a biologickych aspektil piisobeni komplexu cis-[Pt"'(NHs):l2].
Cela studie, na niz se podilela 1 naSe laboratot, byla zamétena na Ctyii hlavni oblasti:

1) Studium procest aktivace komplexu cis-[Pt"(NHs)l2] ve vodnych roztocich jak
pfi fyziologickém pH, tak v mirné¢ kyselém prostfedi odpovidajicim pH

Vv hypoxickych pevnych tumorech.

2) Pomoci pocitacového modelovani piispét k porozuméni ziskanych spektralnich
dat.

3) Stanovit vliv komplexu cis-[Pt"(NH3)2l2] na lidské nadorové buriky né&kolika
odlisnych linii.

4) Studovat ptimé reakce cis-[Pt"(NHs)2l2] s DNA. Vysledky tykajici se reakci
studovan¢ho komplexu s vysokomolekularni DNA byly ziskany v ramci této
diplomové prace a tim jsme pfisp€li k mezinarodni studii, kterd byla pfedlozena

Kk uvefejnéni v ¢asopise Dalton Transactions .
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Nase vysledky ukazaly, ze cis-[Pt"(NH3)2l2] poskozuje DNA velmi podobnym
zpusobem jako cisplatina. Pouze kinetika vazby komplexu na DNA je pomalejsi a
vysledna troven platinace muze byt tedy nizsi, nez je tomu u cisplatiny. Vezmeme-li
v uvahu, Ze komplex cis-[Pt"(NHs)212] je ve srovnani s cisplatinou ve viech studovanych
nadorovych liniich stejné¢ G¢inny, nebo dokonce U¢inngjsi, 1ze nami ziskané vysledky
interpretovat tak, ze vazba na DNA nebude jedinym faktorem, podilejicim se na
cytotoxickém ptisobeni ndmi studovaného komplexu a ze k vyslednému biologickému
efektu patrné ptispivaji jesté dalsi faktory. Pro opodstatnéni této hypotézy by vsak byly

potieba dalsi, rozséhlejsi studie, které presahuji ramec diplomové prace.
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5. Zaveér

Cilem této prace bylo studovat interakce cis-diammindijodoplatnatého komplexu cis-
[Pt"(NHs3)212] s vysokomolekularni savéi DNA. Podnétem pro studium byla skute¢nost,
ze v posledni dob¢ doslo k pfehodnoceni donedavna zastdvaného ndzoru, ze komplexy
S odstupujicimi jodidovymi ligandy nejsou protinadorové ucinné. Byly proto zahajeny
studie, které mély za cil podrobnéji ovéfit na bunécné i molekularni Grovni biologické
vlastnosti tohoto komplexu; tato diplomova prace tedy byla koncipovana jako piispévek
k uvedené spole¢né mezinarodni studii.

Ziskané vysledky ukézaly, Ze cis-[Pt''(NHs).l2] kinetika vazby komplexu na DNA
je pomalejsi a vyslednd troven platinace tedy niz$i, nez je tomu u cisplatiny. To mlze
souviset s vyrazné¢ pomalejsi hydrolyzou komplexu ve srovnani s cisplatinou, danou
rozdilem v chemickych vlastnostech jodidovych a chloridovych ligandi. Po vazbé na
DNA poskozuje DNA velmi podobnym zptsobem jako cisplatina. Vzhledem k tomu, Ze
komplex cis-[Pt"(NHas)2l2] vykazuje vys$si cytotoxicitu v nadorovych liniich neZ
cisplatina, Ize soudit, Ze na cytotoxickém pitisobeni komplexu cis-[Pt"(NHz)2l2] se patrné
podileji jesté dalsi faktory nez jen poskozeni DNA. Pro objasnéni by vSak byly potteba

dalsi, rozsahlejsi studie, které presahuji ramec této diplomové prace.
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6. Seznam zkratek

ATP

CT DNA
DPP
DNA
DPPG
EDTA
EtBr

ER

G
HEWL
HMG
IEC
MMR
NER

RF faktor
Rpm

T

TAE
TBE

adenin

adenosin trifosfat

cytozin

teleci tymova DNA
diferen¢ni pulsni polarografie
deoxyribonukleova kyselina
dipalmitoylfosfatidylglycerol
etylen diamin tetraoctova kyselina
ethidium bromid
estrogenovy receptor

guanin

slepi¢i vajecny bily lyzozom
high mobility group
mezifetézcova pri¢na vazba
oprava chybného parovani
nukleotidova excisni oprava
rustovy faktor

pocet otacek za minutu

tymin

tris-acetatovy pufr

tris-boratovy pufr
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