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Uvod 1

1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou v souc¢asné dob¢é nejéastéjsi pti¢inou smrti. Proto je velkou
snahou stale objevovat, vyvijet a uvadét do klinické praxe metody, které mohou toto
onemocnéni 1é¢it ¢i prodlouzit dobu Zivota. Nejznaméjsi metodou 1écby nadorového
onemocnéni je protinadorova chemoterapie, jejiz principem je podavani cytostatik, ktera
maji antineoplastickou schopnost.

Zakladni tlohou jedné skupiny téchto kancerostaticky pulsobicich preparatii
je vazba na molekulu DNA. Dojde-li k navazani cytostatik na molekulu DNA, dochazi
tak k vazb¢, ktera muze ovlivnit konformaéni zmény v molekule DNA. Od roku 1969,
kdy Barnett Rosenberg zkoumal rust bakterii E. coli vlivem elektrického pole,
secisplatina a od ni odvozené komplexy fadi mezi nejpouzivanéj$i cytostatika
(Rosenberg 1999). Avsak pii podavani bylo zjist€éno mnozstvi nezadoucich G¢inkd,
proto se zacaly testovat nové piechodné slouCeniny s jinym centrdlnim atomem,
nez je platina, které by mély mit méné negativni vliv na organismus.

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem komplexu ruthenia (Rul)
s akridinovym ligandem a jeho vazbou na molekulu DNA. V uvodni ¢asti prace
je uveden piehled problematiky tykajici se molekuly DNA a jeji struktury, typy
protinadorové tcinnych metalofarmak a zptsob jejich interakce s DNA. V nasledujici
¢asti jsou zminény pouZzité biofyzikalni metody a pfistroje, které byly pii studii
vyuzivany. Nakonec v experimentalni ¢asti prace bude popsana vazba komplexu
ruthenia s DNA.
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2. Prehled problematiky

2.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni slouceniny, které se vyskytuji ve vSech
bunkach. Tvofi relativné malé procento hmotnosti buiiky, av§ak svymi vlastnostmi jsou
nezbytné pro Zivou soustavu. Jsou nositelkami genetické informace, diky nimz dochazi
Kk pfenosu dédi¢nych znakti na potomstvo akevoluci. Kazda nukleova kyselina
se sklada ze ti ¢asti:
e zasaditéd ¢ast (purinova ¢i pyrimidinova baze)
o kysela ¢ast (zbytek kyseliny fosfore¢né HsPOa)
e cukerna ¢ast (B-D-ribofuranosa ¢i 2-deoxy-p-D-ribofuranosa)
Spojenim zésadité a cukerné slozky N-glykosidickou vazbou vznika nukleosid.
Navaze-li se k nukleosidu kysela ¢ast, vznika nukleotid.
Rozlisujeme dva typy nukleovych kyselin, ribonukleové kyseliny (RNA)
a deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Obrazek 1). Obé kyseliny maji rozdilnou

strukturu i funkci.
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Obrazek 1 Rozdil struktury RNA a DNA. (Prevzato z: [1])
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2.2 Deoxyribonukleova kyselina — DNA

Prvni zminka 0 DNA pochazi zroku 1869, kdy byla izolovana z bilych krvinek
F. Miescherem (Dahm 2005). Az do roku 1953 bylo tajemstvim, jakou strukturu
molekula DNA skryva. Tento problém se ve zminovaném roce podafilo objasnit

J. Watsonovi a F. Crickovi, coz objasnilo dalsi biologické procesy (Necas 1989).

2.2.1 Chemické slozeni

Zakladni stavebni jednotkou molekuly DNA je nukleotid (Obrazek 2). Jednd se
0 nizkomolekularni slou€eninu tvofenou purinovymi nebo pyrimidinovymi dusikatymi

bazemi a molekulou cukru s fosfatovou skupinou.
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Obrazek 2 Stavba purinového a pyrimidinového nukleotidu. (Prevzato z: [2])

2.2.2 Primarni struktura

Priméarni struktura je dana pofadim nukleotidl v fetézci. Deoxyribonukleova kyselina
neboli DNA je tvofena ze dvou komplementarnich polymernich fetézct, sto¢enych do
pravidelné dvouSroubovice. Primér Sroubovice je asi 2 nm a fetézec vytvaii kazdych
3,4 nm jeden zavit (Watson 1982). Retézce jsou navzajem spojeny vodikovymi mistky
mezi bazemi nukleotidi (Alberts a kol. 2002). Obé¢ vlakna jsou vici sob¢ antiparalelni -
3’a5” konec fetézce. Kazdy fetézec je polynukleotidem, tzn., ze se v ném nachdzi
soubor nukleotidd, z nichz 4 jsou hlavni (Obréazek 3). Jednotlivé nukleotidy jsou vazany
esterickou vazbou mezi fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu apatym uhlikem
pentdzy druhého nukleotidu. V ose fetézce se tedy stfidd pentdza a kyselina fosforecna,

baze od osy odstupuji (Necas 1989).
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Obrdazek 3 Stavba polynukleotidového retézce DNA. (Prevzato z: [3])

Ctyfi hlavni nukleotidy obsahuji fosfatovou skupinu, zbytek deoxyribozy
a dusikatou bazi (pyrimidinova a purinova). Mezi pyrimidinové baze fadime cytosin
(C), thymin (T). Purinové baze méme taktéz 2, adenin (A) a guanin (G). Adenin se vzdy
paruje s thyminem dvéma vodikovymi mustky a cytosin s guaninem tfemi vodikovymi
mustky (Obrazek 4). V obou piipadech se vétsi bicyklickd baze (purin) paruje
s monocyklickou (pyrimidin). Toto parovani badzi umoziiuje zaujmout energeticky

nejvyhodnéjsi konformaci v ramci dvousroubovice.
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Obrazek 4 Stavebni podjednotky DNA. (Prevzato z: Alberts a kol. 2002)
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Pokud méme v jednom fetézci napiiklad sekvenci ATGTC, musi mit protéjsi
fetézec sekvenci TACAG (Watson 1982) (Obrazek 5). Z principu vyplyva, ze
zastoupeni jednotlivych dvojic bazi musi byt stejné (A=T, C = G).

dvoufetézcova DNA dvojsroubovice DNA

kostra cukerného
fosfatu

HOH

|

.c)_
5

3

pary bézi vazanych
vodikovymi mistky

Obrazek 5 Komplementdrni pary bazi ve dvousroubovici DNA. (Prrevzato z: Alberts a kol. 2002)

2.2.3 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je déna prostorovym uspotradanim ftetézce. NejCastéj$i formou
DNA je pravotociva dvouSroubovice. Smér vinuti dvouSroubovice rozliSujeme podle
pravidla pravé ruky na levotoCivou ¢i pravotoc¢ivou dvouSroubovici. Vinutim se tvofi
7labky — maly a velky. Za fyziologickych podminek je hloubka velkého zlabku 8,5 A
a sirka 12 A, u malého zlabku je hloubka 7,5 A a §itka 6 A (King a kol. 2006).

.....

fyzikalnimi parametry uvedené v tabulce 1. Jedna se 0 B-formu, A-formu a Z-formu.

Tabulka 1 Rozdily konformaci v DNA. (Prevzato z: Rosypal 2006)
A-konformace B-konformace Z-konformace

Vinuti Pravotocivé Pravotocivé Levotocivé
Pocet para bazi na zavit 11 10,5 12
Primér [nm] 2,3 2 18
Sklon paru k ose [°] 20 -6 7

Celkovy tvar kratka, Siroka dlouha, tenka podlouhld, tenka



6 Pfehled problematiky

B-DNA

Tato konformace DNA se povazuje za klasickou formu DNA, kterd jiz byla
popsana Watsonem a Crickem. B-DNA se vyskytuje v prostfedi s relativné vysokou
(95%) vlhkosti. Odpovida modelu pravotoCivé dvousroubovice s primérem 2 nm.
V jednom zavitu obsahuje 10,5 paru bazi, které jsou mezi sebou navzajem spojeny
vodikovymi mistky - A*T a G*C (Obrazek 6). Osa Sroubovice prochazi stfedem mezi

komplementarnimi bazemi (Rosypal 2006).

Obrazek 6 (a) Struktura kanonické B-DNA. (b) Zobrazeni osy dvousroubovice B-DNA. (Prevzato z: Neidle 2007)

A-DNA

A-DNA vznikd za relativné nizké (75%) vlhkosti. Tedy pfi snizeni relativni
vlhkosti vzorku B-DNA wvznika A-konformace. A-DNA je nejkrats$i a pramér
obsahuje 11 para bazi, které jsou taktéZ navzijem spojeny vodikovymi mistky. Osa

dvousroubovice prochazi velkym zlabkem (Rosypal 2006) (Obréazek 7).
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(@) P

Obrdazek 7 (2) Struktura kanonické A-DNA. (b) Zobrazeni osy dvousroubovice A-DNA. (Prevzato z: Neidle 2007)

Z-DNA

Konformace Z-DNA odpovida modelu levoto¢ivé dvousroubovice s primérem
1,8 nm. Jeden zavit obsahuje 12 par bazi, které jsou stejné jak u A, B konformace
spojeny vodikovymi mistky. Osa dvousroubovice prochazi malym zlabkem (Rosypal
2006) (Obrazek 8). Sekvence bazi se vzdy opakuje po dvou zakladnich parech (Neidle
2007).

Obrazek 8 Struktura neobvyklé struktury Z-DNA. (Prevzato z: Neidle 2007)

2.2.4 Neobvyklé struktury DNA

Obvykla struktura molekuly DNA je uskupena Vv dvoutetézcové (dSDNA) kanonické
vlakno. AvSak dokéaze ptijmout fadu nekanonickych struktur. Existuji tzv. vicefetézcové

formy DNA — triplexy, kvadruplexy, pentaplexy, apod. (Jain a kol. 2008) (Obrazek 9).
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Duplex Triplex Kvadruplex

Obrdzek 9 Uskupeni podle parovani bazi mezi vice fetézci. (Prevzato z: Cudova 2014)

Triplexy

Trojvlaknova DNA se tvofi, jsou-li zakladni baze dvousroubovice navzajem
spojené Watson-Crickovymi vodikovymi mustky a tfeti vldkno vytvaii Hoogsteenovy
vodikové mistky skazdym parem dvousSroubovice. (Obrazek 10) Dochézi tedy
k navazani jednoho fetézce do velkého zlabku dvousroubovice pomoci Hoogsteenovych
vodikovych mistkd neboli tzv. obraceného Watson-Crickova parovani (Frank-

Kamenetskii a Mirkin 1995).

Watson-Crick

N<Huu, "
YN
5 \4
—» Ns 4/ ||||| nH 3 5}
9 8 2 14
Pl
A T

Obrazek 10 Rozdil mezi Watson-Crickovym a Hoogsteenovym parovani bazi. (Prevzato z: [4])

Dle ptvodu vzniku triplexu rozliSujeme intermolekularni a intramolekuldrni
triplexy. Intermolekularni triplexy vznikaji spojenim dvou molekul DNA, kdy jeden
usek DNA tvofi dvouSroubovici a tieti vlakno je tvofeno z rozpojené dvousroubovice
druhého useku DNA. Zatimco intramolekularni triplex (H-DNA) je tvofen v ramci
jedné molekuly DNA (Jain a kol. 2008).

Kvadruplexy
Kvadruplexy, neboli také tetraplexy ¢i G4 DNA s pfivlastkem guaninové je

skupina struktur tvofena Ctyfmi fetézci. Zakladni stavebni jednotkou je guaninova
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tetrada, kterou oznacujeme téz jako kvartet. Kvartet je tvofen Ctyfmi guaniny, které jsou
spojeny vodikovymi mustky. Volny prostor uprostfed tetrady obsazuje iont, ¢asto Na*

nebo K (Obrazek 11).

H H
\
\N N\(N‘H ______ N)\N/
H..... - N
™ |
H 5 b
H-—NI H . H ’N o

Obrazek 11 Schéma kvadruplexové tetrady. (Prevzato z: Spackova 2009)

G4 DNA maji velice variabilni strukturu a existuje vice kritérii, podle kterych je
lze délit. Jednim znich je pocet molekul DNA, tedy pocet vldken obsazenych
V kvadruplexu. Unimolekularni kvadruplexy jsou tvofené jednou molekulou DNA,
bimolekuldrni dvéma molekulami DNA a linearni obsahujici Ctyfi nezavisla vlakna
DNA. Unimolekuldrni a bimolekularni tetraplexy musi obsahovat ,,smycky*, jejichz
funkci je zapojovani dalsi sekvence guaninli do struktury tetraplexu. DalSim kritériem
pro déleni kvadruplexli je vzdjemna orientace jednotlivych fetézcii (paralelni nebo
antiparalelni) ¢i poCtem guaninovych tetrad. U znamych kvadruplexti se pocet tetrad
pohybuje v rozmezi dvou az Ctyf.

Existuji také tetraplexy, které nejsou tvofeny pouze guaninovymi tetradami.
Obecné jsou znamy tetraplexy obsahujici smiSené tetrady A.T.A.T. ¢i G.C.G.C., nebo
tetraplexy se stejnymi tetrddami A.A.A.A., C.C.C.C. ¢i T.T.T.T. Tyto neobvyklé
struktury kvadruplexti maji viak doposud ne p#ilis jasnou funkci (Spackova 2009).
Palindrom

Termin palindrom v genetice oznacujeme jako sekvenci nukleotidi v fetézci,
kterd obsahuje totoznou fadu dusikatych bazi bez ohledu na to, zda je vldkno
analyzovano z 3" nebo 5 konce. Napf. sekvence 5" GAATTC 3" a k tomu odpovidajici
sekvence 3° CTTAAG 5" (Obrazek 12). Mezi palindromy se nékdy také tadi
tzv. invertované (obracené repetice). V téchto sekvencich se Casto tvofi dalsi neobvyklé

struktury, jako jsou vlasenky nebo kiiZové struktury.
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A) Linear DNA
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A é +— Branchpoint
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Obrazek 12 Schéma kiizové struktury, invertované repetice jsou barevné zvyraznéné. (Prevzato z: Brdzda a Kol.

2011)

2.2.5 Tercialni a kvartérni struktura DNA

Tercialni struktura je dana prostorovym uspofadanim Sroubovice. DvouSroubovice
DNA se naviji na histony, coz jsou bazické proteiny. DNA spolu s oktamerem histonti
tvofi nukleosom, ktery pfipomina ,,koralky na Sintirce DNA®“. Nukleosom je zakladni
podjednotka eukaryotického chromatinu. VIdkno s nukleosomy se dale sta¢i do smycek
zvanych solenoidy, které jsou pfichyceny proteinovym leSenim. Vytvaii se zahyby,

kterymi je vytvoien samotny tvar chromosomu (Obrazek 13).

Telomere
Solenoid ]

DNA

L X
C N
% Histones
*g Condensed
Chromosome

Obrazek 13 Struktura chromosomu. (Prevzato z: [5])
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2.3 Protinadorové uc¢inna metalofarmaka

Bunécna DNA je kazdym dnem vystavovana chemickym a fyzikalnim zménam.
Ve zdravé bunice jsou tyto zmény opravovany specifickymi proteinovymi mechanismy.
Jsou-li tyto opravné mechanismy poskozeny, mize zac¢it dochazet k nekontrolovanému
mnozeni bunék. Tento stav nazyvame rakovina.

Jedna se nadorové onemocnéni, kdy podle nalezitosti bunék se nadorova
onemocnéni déli na zhoubné — maligni a nezhoubné — benigni. Maligni nédor, na rozdil
od benigniho, se vyznacuje invaznim ristem, ktery ni¢i okolni tkané¢ zakladanim
dcefinych lozisek — metastdz. Dochézi tak k vy€erpani organismu a nésledné smrti.

Mezi nejcastéjsi metody lécby patii chemoterapie, radioterapie a chirurgicka
1é¢ba. Chemoterapie spociva v podavani farmak — cytostatik (Prachafova 2013). Diky
své toxicit¢ ma chemoterapie obrovské mnozstvi vedlejSich ucinkd — zvraceni,
nevolnost, vypadavani vlastu ¢i ochlupeni, anémie. Tyto ucinky vyplyvaji z faktu,
Ze cytostatika  zastavuji  déleni jak nemocnych  bunék, tak izdravych,
tzv. antiproliferacni aktivita.

Protinddorova cytostatika momentaln¢ zahrnuji pres stovku preparatii rtizné
chemické povahy asriznym mechanismem uc¢inku. V praxi se casto objevuji
metalofarmaka, coZz jsou latky zalozené na bazi komplexu ptechodnych kovi.
V soucasné dob¢€ se pouzivaji slouceniny platiny, ostatni piechodné kovy napt. osmium,
ruthenium nebo iridium jsou ve fazi klinického a preklinického testovani. Cilem lé¢iv
je zajistit optimalni farmakologicky G¢inek pfi minimalni toxicité a poskodit nadorovou
DNA. Mezi cytostatika fadime antimetabolity (napf. merkaptopurin, methotrexat,
fluorouracil), alkylujici latky (napf. chlormethin, cyklofosfamid, melfalan), cytostaticka
antibiotika (napf. mitomycin, bleomycin, daktinomycin), rostlinné alkaloidy (napf.
vinblastin, taxany, kolchicin) a dale i hormonalni latky (napf. testosteron, tamoxifen).

V soucasné dob¢ se v praxi nejvice vyuZzivaji platnatd cytostatika, tzv. cisplatina

a druha generace platnatych cytostatik odvozena od cisplatiny (Stavarkova 2016).

2.3.1 Cisplatina

Cisplatina (cis-diamin-dichlorido-platnaty komplex, cis-[Pt(NH3)2Cl2]) (Obrazek 14)
je anorganicka molekula slozena z 11 atomu, z nichz je 6 atomitl vodiku. K centralnimu

atomu platiny jsou vazany dvé NH3 skupiny a dva atomy CI.
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Protinddorové ucinky cisplatiny byly objeveny v 60. letech 20. stoleti
profesorem Barnettem Rosenbergem, ktery studoval vliv elektrického pole na rust
bakterii Escherichia coli. Ameriéti védei provadéli pokusy ato tak, ze do nadoby
s bakteriemi umistili dvé platinové elektrody, mezi které vlozili elektrické napéti. Doslo
tak k zastaveni déleni bakterialnich bunék E. coli. Vysledkem bylo zjisténi, Ze za tento
jev mohou platinové elektrody, které vytvarely koordinacni slouceniny platiny

(Rosenberg 1985).

Cl,  .NHs “®.
o
Cl” ““NH;

Obrdazek 14 Strukturni vzorec a 3D model cisplatiny. (Prevzato z: [6],[7])

vvvvvv

cisplatiny dochazi k nezadoucim ucinktim, ato jak K intenzivnimu ni¢eni nadorovych
bungk, tak ik nifeni pfirozené mnozicich se bunék. Do pfirozené rychle mnozicich
se bun¢k fadime bunky jaterni tkané, cervené abilé krvinky, vajicka, spermie

(Folvarska 2015).

2.3.2 Druha generace platnatych cytostatik

Divodem tvorby platinovych cytostatik nové generace byly nevyhody spojené
s toxicitou, arezistenci vuci cisplating. Cilem je vyvijet lé¢iva s mensim mnoZzstvim
nezddoucich ucinkid, slepSimi farmakologickymi vlastnosti a Sir§im spektrem
protinadorové aktivity. Nova cytostatika se vyviji modifikaci cisplatiny tak,
Ze se nahradi chloridovy ligand jinou funkéni skupinou (napf. karboplatina). Ptipadné
je mozné modifikovat ineodstupujici amonné skupiny jinymi funkénimi skupinami
(napt. oxaliplatina) (Stavarkova 2016).
Karboplatina

Karboplatina (cis-diamin-cyklobutan-dikarboxyl-platnaty komplex) (Obrazek

15) je biologicky aktivnim derivatem cisplatiny. Byla odvozena nédhradou chloridovych
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L4

ligandli za 1,1-cyklobutan. Karboplatina ma piiznivéjsi vedlejsi G€inky na lidsky
organismus nez cisplatina. AvSak musi byt podavéna ve vétSich davkach, protoze

ma niz8i u¢innost na nadorové buiky (Pasetto a kol. 2006).

0 q
HiN. O ;
N/
P 9
HN~ O 5
0

Obrazek 15 Strukturni vzorec a 3D model karboplatiny. (Prevzato z: [8])

Oxaliplatina
Oxaliplatina ((1R,2R-diaminocyklohexan)oxalatoplatnaty komplex) (Obrazek

16) je dalsim derivatem cisplatiny neboli cytostatikum tieti generace (Boulikas
akol. 2007). Tento derivat se od cisplatiny li§i nahrazenim chloridovych ligandu
zamolekulu oxalatu aneodstupujici amonné skupiny byly nahrazeny RR-

diaminocyklohexan.

Obrazek 16 Strukturni vzorec a 3D model oxaliplatiny. (Prevzato z: [9])

Nedaplatina

Nedaplatina (cis-diamin-glykolatoplatnaty komplex) (Obrazek 17) byla vyvinuta
v Japonsku. Stejn¢ jako ptredchozi komplexy slouzi k 1é¢eni nadorovych onemocnéni
s podobnou ucinnosti jako cisplatina, ale se sniZenou toxicitou.

Nedaplatina mé stejny centralni atom (Pt) jako cisplatina, ale ma odliSnou
odstupujici  skupinu skladajici se z péti¢lenného uzavieného kruhu vazajici

se na platinovy centralni atom (Shimada a kol. 2013).
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)

H3N O_/
N/
Pt

VRN
H3N O_

Obrazek 17 Strukturni vzorec nedaplatiny. (Prevzato z: [10])

Z dalSich zéastupcti druhé generace platnatych cytostatik 1ze zminit heptaplatinu,

lobapatinu, satraplatinu a dalsi (Pizzaro a Sadler 2009).

2.3.3 Rutheniové komplexy

Prvek ruthenium se znafenim Ru byl poprvé objeven na Sibifi v roce 1844. Jedna
se 0 relativné tvrdy, dobfe vodivy, ale kiehky kov Sedivé bilé barvy, patfici do triady
lehkych platinovych kovii. Je to uslechtily kov vyznacujici se odolnosti vici kyselindm,
tvrdosti a obtiznou tavitelnosti.

Rutheniové komplexy byly ze zacatku syntetizovany s podobnou strukturou jako
ma cisplatina. Ale oproti cisplatin€ ma ruthenium Sest koordina¢nich mist (Obrazek 18
— fac-[Ru"" (NH3)sCls] jeden z prvnich studovanych komplexd ruthenia). Ruthenium
je diky svym vlastnostem vhodny kov vyuzivany v metalurgii, ale v posledni dobé ma
své uplatnéni i ve farmaceutickém primyslu, kde se stava zakladem protinadorovych
cytostatik. Mezi zminované vlastnosti lze zafadit vhodnou kinetiku vymény ligandt
a siroky rozsah oxidac¢nich stavii (Stavarkova 2016). Ruthenium je schopno vystupovat
ve vSech oxidac¢nich stavech, tzn. od 0 do VIII. Nejcastéji se vSak vyskytuje ve stupni

RU” Rulll RUIV.

NH;
G|r.., | ,,‘-NHE
Fu
CI” | “NH,
Cl

Obrazek 18 Strukturni vzorec komplexu ruthenia. (Prevzato z: Bratsos a kol. 2007)
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NAMI-A — (H2im)[trans-RuCIl4(Him)(DMSO)]; Him = imidazol
NAMI, zkratka pro Novy Atumurovy Metastazovy Inhibitor, kde A znaci prvni

ze série. (Obrazek 19). Studie prokazaly, ze NAMI-A je jeden ze dvou rutheniovych
komplexii, ktery dosahl klinickych studii a ukon¢il 1. fazi studia (Bergamo a kol. 2012).
Doposud bylo dokéazano, ze NAMI-A interaguje s aktinovymi proteiny na bunééném
povrchu ¢i s kolageny v intracelularnim matrixu. To vede ke sniZzeni pohyblivosti

a Sifeni rakovinnych bun¢k (Levina a kol. 2009).

O%S//

ci | _a

R+

Obrazek 19 Strukturni vzorec NAMI-A. (Prevzato z: Fischer a kol. 2014)

KP1019 - (H2ind)[trans-RuCl4(Hind)2]; Hind = indazol

Jedna se 0 jednu z mnoha dalSich latek, ktera vykazuje aktivitu proti tumortiim,

proti kterym je cisplatina neuspé$na. (Obrazek 20). KP1019 je druhy ze dvou
rutheniovych komplext, ktery prosel I. fazi klinického testovani (Bergamo a kol. 2012).
Véze se na sérovy protein transferin, ktery je schopen navazat dva ekvivalentni Zelezité
ionty na specifické vazebné misto a fungovat tak jako pfirozeny nosi¢ (Rosenberg

1985).

N _NH N+
N e
HN™ ™S
CI\Rl _Cl
u
Cl’l\II‘CI
Z NH

Obrazek 20 Strukturni vzorec KP1019. (Prevzato z: Fischer a kol. 2014)
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2.4 Interakce nizkomolekularnich latek s DNA

Nizkomolekularni latky, mohou interagovat s molekulou DNA nevazebnymi
¢i kovalentnimi interakcemi, které Casto vyvolavaji konformacni zmény v molekule

DNA. Tyto interakce umoznuje jedinecna struktura deoxyribonukleové kyseliny.

2.4.1 Kovalentni interakce

Obecn¢ k vytvoreni kovalentni vazby dojde, pokud se dva subsystémy zacnou
prekryvat. Nesméji mit ovSem zcela zaplnény elektronovy obal. Nasledné dojde
ke zvyseni elektronové hustoty a to na ¢i mimo spojnici atomovych jader. K piekryvu
dojde pouze tehdy, jsou-li dva atomy od sebe vzdaleny <2 A (Hobza 2008).

Ptikladem kovalentni interakce je navéazéani alkylového radikélu na molekulu
DNA. Po navézani dojde k inhibici bunééného déleni. Piikladem alkylového radikéalu
mize byt cyklofosfamid, busulfan, melfalan, apod. (Lallmann 2009). Také cela fada
protinadorové ucinnych komplexti kovii se vaze k DNA kovalentné, ato prevazné
na guaninovy zbytek v pozici N7. Mezi né patii pfedev§im cisplatina, a jeji analoga,
kterd se jiz pouzivaji v klinické 1écbé. Z komplext ruthenia byla kovalentni vazba
prokazana napt. U polypyridylovych komplexti (Novakova 1995) nebo u arenovych
komplext ruthenia (Bugarcic 2008).

2.4.2 Nekovalentni interakce

Nekovalentni interakce neboli nevazebné interakce urcuji strukturu biomakromolekul.
Na rozdil od kovalentni interakce se nekovalentni interakce uplatituje na mnohem vétsi
vzdalenost > 10 A (Hobza 2008).

Typ nekovalentnich interakci mezi molekulami je ur€en vlastnostmi latek
(interkalace, vazba do zlabku, elektrostatické interakce) (Obrazek 28).

Elektrostatické interakce

Elektrostatické interakce neboli pfitazlivé sily, jejichz podstatou je pfitahovani
opacn¢ nabitych polarnich molekul, tedy interakce dip6l-dip6l.

Ptikladem elektrostatické interakce jsou vodikové mustky. Jedna se
0 nejpevnéjsi vazbu z nekovalentnich interakci. Vznik vodikové vazby je moZzny pouze
u molekul, kde je vodik vazan k silné elektronegativnéjSimu prvku. Vodikové vazby
maji vliv na fyzikaln&-chemické vlastnosti systému (teplotu, viskozitu, teplotu tani

apod.)
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Také tfada komplexti ruthenia, U nichZ byla prokazéana biologicka aktivita véetné
protinddorového pusobeni, se vaze k DNA externé atato asociace je elektrostatické
podstaty. Komplexy dvojmocného ruthenia maji pozitivni naboj 2+ amohou proto
asociovat s negativné nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA. Tento zpusob vazby byl
prokazan pro [RU(BPY)s]?* (Obrazek 21).

/
External Binding
"
Y e
£ () [Rulbpy)l*
N k,

Obrazek 21 Schématické znazornéni externi elektrostatické asociace k DNA a priklad komplexu ruthenia, pro néjz byl
takovy zpiisob vazby prokdzdan. (Prevzato z: [11])
Interkalace

Jednd 0 vmezeteni ligandu s vhodnym prostorovym uspofadanim mezi pary bazi
molekuly DNA (Obrazek 22). Pfi¢emz dochézi k prodlouzeni a ¢astenému rozvinuti,
zpevnéni konformace a K stabilizaci molekuly. Interkalaéni mod vazby se nejcastéji
vyskytuje u slouceniny s kondenzovanym aromatickym jadrem akladnym nabojem
na heterocyklickém dusiku ¢i na postrannim fetézci (Hendry a kol. 2007). Mezi faktory
ovlivitujici interkalaci se fadi hydrofobicita rozpoustédla, iontova sila prostiedi,
sekvence a flexibilita molekuly nukleové kyseliny. Interkala¢ni reakce je obvykle za

danych podminek reverzibilni.

N "f =
'%EF =

[Ru(phen) PHEHAT] 2

Obrazek 22 Schématické znazornéni interkalace a priklady interkalatorii, véetné komplexu ruthenia, pro néjz byla

interkalace prokazana. (Prevzato z: [11])
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V soucasné dobé rozliSujeme interkalatory na dvé skupiny: klasické a neklasické
interkalatory. Klasické interkalatory obsahuji 2-3 kondenzované aromatické kruhy.
Zahrnuji dobie prostudované slouceniny, které maji silny sklon interkalovat do DNA,
coz zapricinuje genotoxické ucinky. Mezi klasické interkalatory fadime akridiny. Jejich
navazani do dvousroubovice obvykle zptsobi rozvinuti 0 17°. Zastupcem této skupiny
je 9-aminoakridin (Obrazek 23a). Dalsim zastupcem je ethidium bromid, polycyklicka
aromaticka molekula. (Obrazek 23b). EtBr slouzi jako barvivo, které se vyuziva
k detekci DNA pii agarozové elektroforéze. Molekula EtBr interkalujici se do
dvousroubovice zapficini rozvinuti 0 26° (Folvarska 2015). Do skupiny neklasickych
interkalatortt se fadi molekuly ne zcela rovinné a pouze ¢astecné aromatické. Napf.

chlorfeniramin (Obrazek 23c¢), prodigiosin (Obrazek 24).

=N
AN
HSC\’T‘
2 CH3
N

a

Obrazek 24 Strukturni vzorec prodigiosinu. (Prevzato z: [15])

Vazba do Zlabku

V molekule DNA se vyskytuje maly avelky zlabek. Dojde-li k navazani
slouCeniny do velkého ¢i malého zlabku, na rozdil od interkalace, nezplsobi velké
konformac¢ni zmény. V pribéhu interkalace dochéazi k vmezeteni latky do DNA, tedy

dochézi k prodlouZeni dvousSroubovice. Naopak pifi vazbé do malého/velkého Zlabku

Cl
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nezpusobi interakce velké konformac¢ni zmény molekuly DNA (Obrazek 25).

>0 8 Groove Binding
2 4 Netropsin :
H H H
el S
HQ“ i E HSE = li’Ha
%, ‘ Bt/

Obrizek 25 Schématické zndzornéni vazby do ldbku a priklady latek interagujicich z malého Zlabku, véetné
komplexu ruthenia, pro néjz byl tento zpiisob vazby prokdzn. (Prevzato z: [11])

Latky, které se vazi do zlabku, se vyznacuji nékterymi spole¢nymi rysy.
Obvykle obsahuji nékolik heterocyklickych nebo aromatickych cykld, které jsou
spojeny tak, ze mohou volné rotovat. Molekuly diky tomu mohou zaujmout zahnuty
tvar, ktery vhodné odpovida vinuti DNA ve zlabku. Krom¢ toho maji tyto slouceniny
Casto pozitivni elektrostaticky potencial, ktery stabilizuje jejich interakci
Vv elektronegativnim Zlabku DNA (Kim a Nordem 1993).

Nizkomolekularni latky se castéji vazi do malého zlabku v DNA, ktery je
v B-DNA uzsi astericky vhodnéj$i pro jejich vazbu. Tyto latky casto vykazuji
preferenci pro A/T sekvence, nicméné existuji vyjimky, jako napt. chromomycin, ktery
preferuje G/C pary bazi (Niedle 2007). Naopak polymerni molekuly, jako jsou proteiny
nebo PNA, se vazi do velkého zlabku. Vyjimkou je tzv. methylova zelen, U niZ byla
jasng prokazana vazba do velkého zlabku v DNA (Kim a Nordem 1993).

Podobné jako interkaldtory prokazuji slouCeniny interagujici vazbou do zlabku
vyuziti jako protinddorova €inidla. Mezi slouceniny majici schopnost vazby do zlabku

fadime napf. mitomycin (Obrazek 26) a distamycin (Obrazek 27). (Folvarska 2015).

HoN

Obrdzek 26 Strukturni vzorec mitomycinu. (Prevzato z: [16])
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Obrazek 27 Strukturni vzorec distamycinu. (Prevzato z: [17])

Obrazek 28 Schématické zndzornéni tri hlavnich typu nekovalentnich interakci komplexu ruthenia s DNA (zelené -

externi elektrostatické interakce, Zluté - interkalace, cervené - vazba do zlabku v DNA). (Prevzato z: Turro a Kol.

1991)
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3. Cil prace

Vzhledem Kk negativnim vedlej$im u¢inkiim, které souvisi s chemoterapeutickou 1écbou
nadorovych onemocnéni, existuje potieba pripravovat a testovat nova, ucinngjsi 1é¢iva
s lepSimi vlastnostmi. Pfi navrhovani novych cytostatik je zna¢né usili vynakladano
také na studium komplexti pfechodnych kovli. Mezi témito slouceninami zaujima
pfedevSim cisplatina a jeji piiméd analoga pfedni misto mezi nejcastéji vyuzivanymi
cytostatiky. V soucasné dobé se velkd pozornost upird i na jiné kovy. Pfedev§im na
ruthenium, jehoz komplexy mohou vykazovat velmi slibné biologické vlastnosti.
Nékteré z téchto latek byly jiz zatazeny do klinického testovani. (KaSparkova, ustni
sd¢lent).

Cilem Dbakalaiské prace je provést studii zaméfenOU na porozuméni
molekularnimu  mechanismu G¢inku nového komplexu ruthenia s akridinovym
ligandem, unéhoz byly prokazany protinadorové ucinky, které patrné souvisi
s poskozenim DNA. Hlavnim cilem prace bude proto studovat, zda a jakym zptisobem
se tento komplex vaze k DNA. K tomu budou vyuzity nékteré¢ vybrané biofyzikalni
metody. Ziskané vysledky pak budou diskutovany s ohledem na protinadorovou

ucinnost studovaného komplexu.

Jednotlivé dil¢i cile prace 1ze tedy shrnout takto:

1) Vypracovat pichled problematiky na téma struktura avlastnosti DNA a jeji
interakce s nizkomolekularnimi latkami. Zamétit se na dosud znamé informace
o interakci DNA s protinadorové ucinnymi komplexy tézkych kovi, predevsim
ruthenia.

2) Provést experimenty zaméfené na stanoveni vazby anékterych vazebnych
charakteristik nového komplexu ruthenia s akridinovym ligandem.

3) Diskutovat naméfené vysledky a na jejich zaklad¢é odvodit, jakym mechanismem se

nova sloucenina na DNA vaze.
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4. Material a metody

4.1 Pouzity komplex

\

Obrazek 29 Strukturni vzorec komplexu ruthenia (Rul) studovaného v této praci.

Komplex Rul poskytl Dr. Peter Buglyo ptsobici na katedie anorganické a analytické

chemie Univerzity v Debrecinu, Mad’arsko.

4.2 Chemikalie a biologicky material

e DNA zteleciho thymu (ttDNA obsahujici 42 % GC pard a 58 % AT pari)
0 koncentraci 2,42:107 1.mol (Sigma Aldrich, USA)

e Syntetické polynukleotidy poly(dG).poly(dC) (Sigma Aldrich, USA)
a poly(dA).poly(dT) (P. L. Biochemical, USA)

e Plasmid pBR322 0 koncentraci 3,125:107 L.mol™* (New England Biolabs, USA)

e Kiyselina chlorovodikova — 0,2% HCI (Sigma Aldrich, USA)

e TRIS- tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva Electrophoresis  GmbH,
Heidelberg, Némecko)

e Chloristan sodny — NaClO4 (Sigma Aldrich, USA)

e Agardza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

e Ethidium bromid (EtBr) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

e Bromfenolova modi (New England Biolabs, USA)

e Deionizovana voda (vodivost 18,3 MQ-cm™)

e EDTA- cthylendiamintetraoctova kyselina (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Némecko)

e Kyselina octova (Sigma Aldrich, USA)



Material a metody 23

4.3 Roztoky

e TRIS —acetatovy (TAE) pufr 50x
= 0,04 .mol™ Tris — acetat
= 0,002 .mol* EDTA
e TRIS.CI -0 koncentraci 0,01 I.mol s pH 7,4

4.4 Pristroje

= The Varian AA 240Z Zeeman Atomic Absorption Spectrometer
= Beckaman DU-7400 Spectrophotometer

= Varian Cary Eclipse Fluoroscence Spectrophotometer

= Cary 4000 UV-VIS Spectrophotometer

=  AMVn Automated Micro Viscometer

= Jasco J-815 Circular Dichroism Spectropolarimeter

= Bé&zné laboratorni pfistroje (vahy, vortex, apod.)

4.5 Metody

4.5.1 Modifikace DNA

Pro vétsinu pouzitych metod byla pouzita ttDNA (teleci thymova, pro jednotlivé
experimenty je koncentrace ttDNA uvedena niZe). Pro elektroforetické experimenty
byla vyuzita plasmidova DNA (pBR322, New England Biolabs).

DNA byla smichana se zkoumanym komplexem Rul o0rizné koncentraci
a ponechana pii pokojové teploté po dobu uvedenou nize U popisu jednotlivych
experimentl. Pomér koncentraci DNA ku koncentraci komplexu Rul se oznacuje 7;:

r = CRu __ CRuzas'VRuzas
| - ’
CDNA CDNA,zas'VDNA,zas

kde cg, piedstavuje koncentraci rutheniového komplexu v daném vzorku, cpya j€
koncentrace DNA, cgy, 735 je koncentrace zasobniho roztoku komplexu Rul, cpya 45 j€
koncentrace DNA pouzita do reakce. Vg, ,4s pfedstavuje objem roztoku komplexu Rul
a Vpnazas J& objem DNA.

Veskera modifikace DNA probihala v prostiedi o koncentraci 0,01 I.mol™

Tris.Cl, pH 7,4, pokud neni v praci uvedeno jinak.
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4.5.2 Atomova absorpéni spektrometrie

Atomova absorp¢ni spektrometrie byla vyuzita pro stanoveni koncentrace komplexu
Rul. Pro stanoveni byl pouzit ptistroj The Varian AA 240Z Zeeman Atomic Absorption
Spectrometer Zeeman vybaveny grafitovym elektrotermickym atomizérem GTA 120.
Vlnova délka pouzitého zafeni byla 349,9 nm, §térbina 0,2 nm. Tti méfeni v duplikatu
probihala bez ptistupu vzduchu v prosttedi argonu. Objem méteného vzorku byl 20 pl.
Vzorek byl davkovan pomoci automatického davkovace. Atomizacni teplota byla
2700°C. Zmény teploty Vv atomizatoru v prubéhu méfeni (teplotni gradient) pouzité pro
experimenty popsané Vv této bakalaiské praci byly jiz diive optimalizovany

pro nejucinnéjsi odpareni a atomizaci vzorku a jsou znazornény na obrazku 30.

Abs T[°C]
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- 2600
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-
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Obrazek 30 Pribeh signalu v elektrotermickém atomizéru.

Na obrazku 30 je cervené vyznafena zména teploty a zelend barva znaci pribéh
signalu snimaného detektorem.

Nejprve byla zméfena koncentrace blanku - 0,2% HCI a standardu — roztok
RuClsz v 5% HCI (1.000 g/l Ru) (Fischer Scientific, USA).

4.5.3 Elektronova absorpcni spektroskopie

Pro stanoveni molarniho absorpéniho koeficientu rutheniového komplexu byl vyuZit
pfistroj Beckaman DU-7400 Spectrophotometer. Vzorek byl umistén do kiemenné
kyvety ooptické draze 1 cm améfena absorbance vzorkd byla v rozmezi
od 200 do 800 nm.

Pfed zadatkem kazdého méfeni byl nejprve zméfen samostatny blank — 0,01 . mol*
Tris.Cl, pH 7,4. Nasledné¢ byla zméfena pétice prichystanych vzorkd komplexu Rul
0 koncentracich 5,55-107 —2,22-10° I.mol™.
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Metodou absorpéni spektroskopie byla dale stanovena afinita vazby studovaného
rutheniového komplexu k DNA méfenim elektronovych absorpénich spekter. Roztok
komplexu ruthenia v 0,01 lL.mol! Tris.Cl, pH 7,4 okoncentraci 2,22:10% L.mol*
a objemu 90 ul byl s odstupem casu postupné titrovan 1 pl pfidavku DNA o koncentraci
1,21:10 I.Lmol™.

Hodnoty vazebnych konstant byly urCeny na zakladé¢ naméfenych hodnot
absorbance pii 491 nm pomoci metody publikované diive (Kanakis a kol. 2009) dle

rovnice:

1 1 + 1 1
A—Ay Aco—Ap K(Aw—Ao) Cligand’

kde A je naméfena absorbance pro rtizné koncentrace ptidané DNA, Ao je absorbance

samotného rutheniového komplexu, A, predstavuje vyslednou koncentraci komplexu
1

Ru.DNA. Zavislost a

je linearni. Z toho vyplyva, ze vazebna konstanta K je
A=Ay  Cligand

stanovena z ptimky jako pomér tseku ku smérnici.

454 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescence komplexu ruthenia po navazani kK DNA byla stanovena méfenim
fluorescenénich spekter. Spektra komplexu Rul byla méfena na ptistroji Varian Cary
Eclipse Fluoroscence Spectrophotometer v kyveté s délkou optické drahy 0,5 cm.
Roztok komplexu ruthenia o koncentraci 2,22:10°" .mol* v 0,01 I.mol™ Tris.Cl, pH 7,4
a objemu 600 pl byl s odstupem ¢asu postupné titrovan s piidavky DNA o koncentraci
2,4:10% L.Lmol™.

4.5.5 Méfeni teploty tani (Tm)

Pii teploté tani dvouSroubovice dochézi k zaniku vodikovych vazeb spojujici dusikaté
baze a hydrata¢niho obalu v disledku tepelného pohybu molekul. Teplota tdni Tm udava
hodnotu, pii které je rozpojena praveé jedna polovina komplementarnich bazi. K tani
(denaturaci DNA) dochazi pouze tehdy, je-1i do soustavy dodédno teplo. Jedna se tedy
0 d¢j endotermicky. Teplota tani je ovlivnéna délkou molekuly (poctem bazi), slozenim
sekvence (zastoupenim GC a AT pari) nebo také koncentraci DNA v roztoku.

Jedna-li se o kratké fragmenty DNA, lze teplotu tani dopocitat z termodynamickych
veli¢in za ptredpokladu, Ze se jedna 0 dvoufazovy prechod. Pfi tani zanikaji vodikové

mustky spojujici polynukletidové fetézce dvousroubovice (AB)
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AB & A+ B,

rovnici charakterizuje rovnovazna konstanta K, ktera je vyjadiend vztahem

Pomoci Gibbsovy volné energie AG, Ize dopocitat teplotu tani Tm

[A][B]
[AB]’

AG = —RTIn

kde R je molarni plynova konstanta 8,3144598 J-K*mol™, T je teplota. Po tpravé vzorce

a znalosti pavodni koncentrace DNA ziskame teplotu tani Tm

AG

- [ABlptvodni'

Denaturaéni kiivky modifikované DNA 0 koncentraci 4,5-10° . mol™ o ptislugném
r; = 0,01 a 0,03 byly naméfeny na pfistroji Cary 4000 UV-VIS Spectrophotometer pti
postupném ohtevu vzorkd 00,4 °C/min v kyvetdch o0 optické draze 1 cm. M¢éfeni
teploty tani probihalo v prostfedi 0,01 l.mol? Tris.Cl, pH 7,4 od 25 °C po 95 °C.
Teplota tani Tm byla urena za pomoci programu GraphPad Prism 4 jako hodnota
odpovidajici inflexnimu bodu denaturac¢ni kiivky. Tzn., Ze se jedna o teplotu, ve které

nabyva prvni derivace absorbance podle teploty maximalni hodnoty.

45.6 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD, kruhové dvojbarevnost) ozna¢ujeme metodu, zalozenou na
rozdilu absorbanci levo a pravotocivé kruhové polarizovaného svétla po prichodu
vzorkem obsahujici chirdlni molekuly. Slouceniny obsahujici chirdlni molekuly jsou
opticky aktivni, tzn., Ze sta¢i rovinu polarizovan¢ho svétla. Za chirdlni atom se
nejcastéji oznacuje uhlik, ktery ma na sebe navazany Ctyfi rizné substituenty.

CD spektropolarimetr zaznamenava obé slozky polarizovaného svétla oddélené.
Dichrograf zobrazuje dichroismus pii dané vlnové délce zareni jako rozdil absorbance

levo a pravotocive polarizovaného svétla.

AAzAL_AP
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Molarni CD

Molarni cirkularni dichroismus muze byt vyjadfen uzitim Lambert-Beerova

zakona.

AA = (g,_ep)-c-1,
kde ¢; ptredstavuje molarni extink¢ni koeficient pro svétlo LCP, €p je molarni extink¢ni
koeficient pro svétlo RCP, ¢ je molarni koncentrace a |l je délka optické drahy vzorku,
kterym svétlo prochazi. Z toho plyne vypocet pro molarni CD

Ae = g _¢p.

VeliCina A¢ je funkci vinové délky, tzn., Zze hodnota molarniho cirkuldrniho dichroismu
Ag specifikuje vinovou délku, na které je platna.

DNA se taktéz fadi mezi chirdlni molekuly. K vyzkumu DNA se nejvice vyuziva
ultrafialové svétlo vrozmezi 180 — 300 nm, kde baze DNA silné¢ absorbuji. CD
spektroskopie se také vyuzivd ke studiu interakce DNA s ligandy, které jsou sami
0 sob¢ achiralni. Dochazi tak k tzv. indukovanému CD, ktery se vyuziva pii detekci
interakce s DNA.

V této praci jsme zkoumali interakci komplexu Rul s ttDNA na zaklad¢ méteni
spekter CD. Pfi méfeni byla pouzita nemodifikovana a modifikovana DNA
s komplexem Rul o koncentraci 1-10* I.mol™. Stupeit modifikace odpovidal hodnotam
r; = 0,005 — 0,02. CD spektra byla namétena pii vinové délce v rozmezi 210 — 650 nm
a pti teploté 23 °C pomoci ptistroje Jasco J-815 Circular Dichroism Spectropolarimeter
v kifemenné kyveté 0 optické draze 1 cm. Pro kontrolu byla také naméfena spektra CD
vzorkll obsahujici pouze nemodifikovanou DNA, nebo volny komplex Rul (bez DNA,
pouze Vv prostiedi 0,01 I.mol™ Tris.Cl, pH 7,4). Vzorky byly méfeny s odstupem &asu po
modifikaci DNA rutheniovym komplexem.

45.7 Viskozimetrie

Viskozimetrie se fadi k metoddm urcujici, zda dany komplex je interkalator ¢i ne.
Prodlouzi-li se perzistentni délka DNA, je mozné komplex povaZovat za interkalator,
ktery se vmezeii mezi pary bazi ve dvousroubovici DNA. Protoze viskozita DNA je
pfimo umérna tfeti mocniné perzistentni délky (Palchaudhuri a Hergenrother 2007),
umoziuje métfeni viskozity citlivé detekovat zmény v perzistentni délce DNA. M¢éteni
doby padu kuli¢ky ve sklenéné kapilate probihalo na pfistroji AMVn Automated Micro

Viscometer. Parametry kuli¢ky a skelnéné kapilary jsou uvedeny od vyrobce.
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Pii méfeni byla pouzita kapildra o priméru 1,6 mm 0 délce 1500 mm. Méteni
probihalo pii konstantni teploté 37 °C pod thlem 50° v prostiedi 0,01 l.mol* Tris.Cl,
pH 7,4. Viskozita ttDNA o koncentraci 4,68-10* I.mol byla naméfena v pfitomnosti
komplexu Rul s riznymi s modifika¢nimi stupni r; = 0,007 — 0,015.

Meéieni bylo vzdy Sestkrat opakovano a vysledné hodnoty byly zprimérovany. Data
byla nésledné pouzita pro vypocet relativni specifické viskozity nemodifikované DNA

s vyuzitim doby padu kulicky v pufru dle vztahu

_ (t-tp)

/iy =ty

kde n, je viskozita nemodifikované DNA, t je doba padu kulicky vroztoku DNA
modifikovaném komplexem Rul, tg je doba padu kulicky v pufru bez DNA a to je doba
padu kulicky v nemodifikované DNA.

45.8 Elektroforéza v nativnim agar6zovém gelu

Elektromigraéni separacni metody se vyuzivaji K separaci makromolekul na zakladé
naboje, konformace nebo velikosti. Migrace nabité Castice V elektrickém poli je
ovliviiovana interakci mezi ionty a zavisi pfedev$im na celkovém naboji, velikosti
a tvaru Castice a na viskozité prostredi.

Elektroforéza spocivd v migraci elektricky nabitych castic ve stejnosmérném
elektrickém poli. Toto pole se vytvaii vloZenim konstantniho stejnosmérného napéti
mezi elektrody. V zonové elektroforéze je prostiedi mezi elektrodami tvofeno
zékladnim elektrolytem, ktery zajiStuje dostateCnou elektrickou vodivost v celém
systému. Vzorek se davkuje do urCit¢tho mista tohoto systému. Kationty migruji
K zapornému polu, anionty ke kladnému polu. Neutralni ¢astic se nepohybuji. Na
nabitou castici v elektrickém poli 0 intenzité E plsobi sila elektricka, kterd uvadi ¢astici
do pohybu, a odpor viskézniho prostiedi, ktery ji brzdi.

V praxi se nejéastéji pouziva elektroforéza gelova k izolaci a analyze nukleovych
kyselin (NK) ¢i proteint. Pro analyzu se pouzivaji agarosové (k separaci NK) nebo
polyakrylamidové gely (K separaci proteint).

Navazené ptislusné mnoZstvi agardzy se rozvaftilo v pufru TAE 1x, vysledkem byl
1% agardzovy gel. Doba varu v Erlenmeyerové baiice trvala po dobu, nez se agardza

uplné rozpustila v pufru. Po zchladnuti gelu byl gel nalit do vani¢ky s hiebinkem, ktery
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vytvofil jamky k naneseni vzorkd. Pfed nanaSenim vzorkd do jamek byl do zbytku
vanicky nalit elektrolyt TAE 1x.

Ke vzorkim o celkovém objemu 10 pl obsahujicim 0,5 pg DNA (pBR322)
a modifikovanym komplexem Rul na r; = 0,001 — 0,1 byl pfidan roztok bromfenolové
modii ve 40% sacharose (BFM) 0 objemu 2 pl. Elektroforéza probihala za pokojové
teploty pii napéti 30 V. Vizualizace fragmentl byla provedena obarvenim gelu pomoci
EtBr. Po obarveni byl vysledek elektroforézy vizualizovan na UV transluminatoru
a vyfotografovan.

Intenzita prouzki byla vyhodnocena pomoci programu AIDA Image Analyzer

(Raytest, Némecko).
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5. Vysledky a diskuse

V predlozené bakalarské praci byl studovan potencidlné protinddorovy komplex
ruthenia s akridinovym ligandem, oznaCovany jako Rul (Obrazek 29 v kapitole
Material a metody). Komplex Rul byl rozpustén Vv deionizované vod¢€. PO rozpusténi

vznikl ¢iry roztok syté oranzové barvy.

9.1 Priprava a charakterizace zasobniho roztoku

5.1.1 Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie se vyuziva ke stanoveni koncentrace kovil
v roztocich abiologickych vzorcich abyla vyuzita ivtéto praci ke stanoveni
koncentrace zasobniho roztoku komplexu Rul. Absorpéni maximum bylo naméteno pii
vlnové délce 349,9 nm (viz kapitola 4.5.2, Obrazek 30). Vyhodnoceni vysledki bylo
provedeno metodou kalibracni kiivky sestavené z namétenych absorbanci kalibra¢nich
roztokd. Z obrazku 31 lIze vycist, Zze pii zvysSujici se koncentraci roztoku vzrusta
absorbance. Naméfené hodnoty byly prolozeny kiivkou, kterd je linearni a jeji rovnice

je Abs = 0,30090xC + 0,01908.

0.354
0.304 I
0.25+ >

0.20+4
0.154
0.104

0.05+

0'ocllllllllll|
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Cry - 107 [L.mol™]

Obrazek 31 Zavislost absorbance kalibracnich roztokii na jejich koncentraci pri A = 349,9 nm. Namérené hodnoty
Jsou priimérem tri méreni v duplikatu se SD.

Zasobni roztok byl, vzhledem k rozsahu citlivosti pfistroje, pfed pocatkem
meéfeni 400x zfedén v 0,2% HCI. Byly pfipraveny tfi nezavislé vzorky, které byly
nasledné¢ proméfeny v duplikatu. Koncentrace ruthenia byla dopocitana z rovnice

kalibra¢ni pfimky pomoci naméfené absorbance. Hodnoty pro namétfené absorbance
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a dopocitané koncentrace jsou uvedeny v tabulce 2. Znalost koncentrace ruthenia

Vv zésobnim roztoku byla vyuzita pfi dal§ich experimentech.

Tabulka 2 Namérené absorbance a dopocitané koncentrace ruthenia ve vzorcich pripravenych 400x ziredénim

zasobniho roztoku komplexu Rul.

n A1 Az A c-107[Lmol?']  RSD [%]
1 0,1859 0,1962 0,191 5,715 53
2 0,1771 0,177 0,1771 5,25 0,1
3 0,185 0,1952 0,1901 5,684 5,2

€=15,55-107[M]

A1, A; — hodnoty absorbanci ze dvou opakovanych méfeni téhoz vzorku
A — priimérna hodnota absorbance
¢ — koncentrace roztoku vypocitana z kalibracni ptimky
RSD - relativni smérodatna odchylka

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze koncentrace méfeného roztoku byla 5,55-1077
l.mol L. Protoze zasobni roztok Rul byl pro méfeni 400x zfedén, koncentrace zasobniho
roztoku byla 400x vyssi, tzn. 2,22-10 I.mol™. Znalost koncentrace zasobniho roztoku

byla vyuZita pfi pfipravé vzorki pro dals$i méfeni.

5.1.2 Elektronova abs. spektroskopie — stanoveni absorpcniho koeficientu

ProtoZze méfeni metodou AAS, jak bylo popsano vySe, je instrumentalné i finan¢né
narocné, vyuzili jsme skutecnosti, Ze roztok komplexu Rul vykazuje absorpci zateni pti
vlnové délce od 220 — 550 nm. Pro stanoveni koncentrace zasobniho roztoku je tedy
mozné vyuzit také meéfeni pomoci elektronové absorpéni spektroskopie, kterd je
dostupnéjsi a levnéjsi nez vySe uvedend metoda AAS.

Pomoci elektronové absorpcni spektroskopie byl stanoven absorpéni koeficient, coz
umozni vyuzit tuto metodu ke stanoveni koncentrace komplexu Rul v dalSich
experimentech.

Postupnym fedénim bylo piipraveno $est vzorkd o koncentraci 0 — 2,22-10° L.mol™.
Nameéiend spektra jsou na obrazku 32. Ze spekter je ziejmé, ze komplex vykazuje dve
absorp¢ni maxima, a to pfi hodnoté 4 =270 nm a A =491 nm.

Nameétené hodnoty absorbanci byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci

meéteného vzorku a byly prolozeny pfimkou, jak je vidét na obrazku 33. Smérnice této
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ptimky uréuje absorp¢ni koeficient, jak vyplyva z Lambert-Beerova zakona. Stanovené

absorp¢ni koeficienty jsou €570 = (0,449 + 0,006), £49; = (0,456 + 0,005).

1.0

— blank

—5,55.107 L.mol”
—7,4107 l.mol”

— 1,110 L.morl”
—1,4810°% |.mor’!
—2,2210°® L. mol”
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A (nm)

Obrdzek 32 Elektronova absorpcni spektra roztokit komplexu Rul o riznych koncentracich.
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Obrizek 33 Zavislost absorbance na koncentraci pri dané vinové délce. Usecky predstavuji SD ze ti'{ méFent.

9.2 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescen¢ni spektroskopie je metoda, kterd se velmi Casto vyuziva ke studiu vazby
nizkomolekuldrnich latek na nukleové kyseliny. Jednim z dlivodii tohoto vyuZiti

fluorescenéni spektroskopie je jeji vysoka citlivost a selektivita.

5.2.1 Stanoveni vazby

Pied pocatkem méteni byl zasobni roztok komplexu ruthenia ztedén pomoci 0,01 .mol™

Tris.Cl, pH 7.4 na vyslednou koncentraci 2,22-10°" .mol™. 600 pl tohoto roztoku bylo
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umisténo do kiemenné kyvety 5x5 mm. V pribéhu experimentu byla k tomuto roztoku
komplexu Rul ptidavana ttDNA o koncentraci 2,4-10 I.mol* vzdy po 1 pl. Prodleva
mezi pridavky ttDNA byla piiblizn¢ 5 minut, kdy byl vzorek ponechan ve tm¢, aby se
v reakéni smési ustavila rovnovaha. Vinova délka excitacniho zéafeni byla nastavena na
490 nm, emise byla zaznamenavana v rozsahu 500 - 800 nm. Zaznamenana emisni
spektra jsou na obrazku 34.
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Obrazek 34 Fluorescencni spektra roztoku komplexu Rul v 0,01 L.mol? Tris.Cl, pH 7,4 s postupnym piidavkem
ttDNA o riiznych koncentracich. Body ve vloZeném grafu zavislosti F/F0 na koncentraci DNA predstavuji primer ze
CtyF nezavislych méreni, usecka predstavuje smérodatnou odchylku. F je intenzita fluorescencni emise v priibéhu

experimentu, Fo je fluorescence na zacatku experimentu (pro cona = 0)

Naméfené hodnoty relativni fluorescence F/Fo (F = maximalni fluorescence
vzorku pii dané koncentraci DNA aFo = maximalni fluorescence roztoku bez
ptitomnosti DNA) byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci DNA, jak je
patrné na obrazku 34. Z grafu je ziejmé, Ze fluorescence komplexu Rul roste pii
zvySovani koncentrace ttDNA.

Podobné chovani, tj. nartist intenzity fluorescence po ptfidaini DNA ve vodném
prostiedi, bylo zaznamenano i pro jiné latky vazici se k DNA, jako je ethidium bromid
(Suh a Chaires 1995), Hoechst 33258 (Suh a Chaires 1995) nebo né¢které jiné komplexy
ruthenia nebo iridia (Prachafova a kol. 2018). Pfi¢inou nartistu fluorescence po pridani

DNA je skuteCnost, ze interakce dané slouceniny s DNA chrani chromofor pied
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zhaSenim molekulami okolniho prostfedi, ptfedevsim vody. Samotny rutheniovy
komplex ve vodném roztoku by sdm 0 sobé fluoreskoval, ale dochazi ke zhaSeni
molekulami vody, proto je fluorescence relativné nizka. Po ptfidani ttDNA dochazi
k navazani komplexu Rul do ttDNA. Takto navazany komplex Rul do ttDNA je
chranén pred kontaktem s molekulami zhéasedla napt. diky tomu, Ze vazba na DNA
omezuje deaktivacni kolize s molekulami roztoku a fluorescence je proto vyssi.
Pozorovany nartst fluorescence komplexu Rul Ize tedy interpretovat tak, Zze komplex
interaguje s DNA.

Narust intenzity flourescence se bézné pouziva k monitorovani vazby dané latky
na DNA. Nicméné tento experiment neni mozn¢ vyuzit z rozliSeni typu vazby na DNA,
protoze narlst fluorescence byl prokazan jak pro interkalatory, tak i latky vazici se do
zlabku v DNA. Proto pro urceni typu interakce komplexu Rul s DNA bylo nutno vyuzit

dalsi experimenty.

5.2.2 Stanoveni sekvencni specifity

Metoda fluorescen¢ni spektroskopie byla vyuzita i kK ur€eni toho, zda se komplex Rul
vaze preferencné k A:T nebo G:C parim v DNA. K experimentu byl pouZit roztok
komplexu Rul o koncentraci 2,22-:10° .mol™ v 0,01 I.mol™ Tris.Cl, pH 7,4. Déle byly
pouzity  syntetické  homopolynukleotidy  polydA.polydT  a polydG.polydC
0 koncentracich zasobnich roztokt Caaer = 4,7-102 1. mol™? a casac = 4,5:10° .mol™.
Kroztoku komplexu Rul byl pfidan vzdy jeden ztéchto polynukleotidli tak, ze
vysledna koncentrace ve vzorku byla 3,8:10° L.mol™. Poté byla zméfena fluorescenéni
spektra téchto vzorkil a srovnana s fluorescenénim spektrem samotného komplexu Rul
0 stejné koncentraci.

Na obrazku 35 jsou znazornéna fluorescencni spektra komplexu Rul
V nepfitomnosti (Cerna kiivka) a Vv pfitomnosti polydA.polydT (zelena kiivka) nebo
polydG.polydC (cervena kiivka). Fluorescence vzrostla v obou ptipadech. To ukazuje,
ze komplex Rul se vaze k obéma polynukleotidim, a je tedy schopen interagovat jak
s G:C, tak i s A:T pary v DNA.

Z obrazku je ale patrné, Ze v pfipadé navazani rutheniového komplexu ke G:C
parim bazi vzrostla fluorescence vice. To lze interpretovat tak, Ze komplex Rul ma

vétsi afinitu k polydG.polydC nez k polydA.polydT.
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Obrizek 35 Fluorescencni spektra roztoku komplexu Rul v 0,01 L.mol™ Tris.Cl, pH 7,4 s pridavkem polydG.polydC
nebo polydA.polydT. Experiment byl nezavisle zopakovin dvakrdt, vidy se stejnym vysledkem.

V literatufe existuje cela fada studii, zabyvajicich se vztahem mezi preferenci
vazby K uréitym bazim (sekvenci) atypem této vazby. Napi. v praci (Ren a Chaires
1999) provedli autoii srovnavaci studii s celou fadou sloucenin, jejichz DNA vazebny
mod byl jiz diive dobie charakterizovan. Bylo zjisténo, ze zatimco latky vazajici se do
zlabku vykazovaly vazebnou preferenci k A:T parim (vyrazné preferovaly poly(dA.dT)
a polydA.polydT pied poly(dG.dC) a polydG.polydC, u interkalatorti tomu tak vétSinou
nebylo. Interkaldtory vykazovaly mirnou preferenci pro G:C pary nebo nevykazovaly
vyraznou preferenci pro zadny z téchto polynukleotidi. Pfi¢inou téchto rozdila je
skutecnost, Ze latky vazajici se do Zlabku DNA mohou byt ovlivnény geometrii Z1abki,
protoze v oblastech DNA bohatych na A:T je maly Zlabek uZsi a stericky vhodnéjsi, coz
usnadiiuje vazbu fady nizkomolekuldrnich latek do tohoto zldbku. Naproti tomu
u interkalatort hraje podstatnou roli energie patrovych (,,stacking®) interakci bazi, mezi
které se dana latka vmezetuje. Ob¢ tyto charakteristiky zavisi na slozeni a sekvenci
DNA (Ren a Chaires 1999, Biver a kol. 2005). Nase vysledky ukazuji, ze komplex Rul
vykazuje mirnou preferenci pro G:C pary, coz by mohlo nasvéd¢ovat interkalaci.
Z tohoto experimentu ale neni mozné typ vazby urcit s jistotou, proto byly provedeny

dalsi experimenty.
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9.3 Absorpcéni titrace

Ptredchozi experiment zaloZeny na méfeni zmén fluorescence (kapitola 5.2.1) potvrdil,
ze komplex Rul se na DNA vaze. Pro kvantitativni vyhodnoceni vazby komplexu Rul
k DNA je tieba stanovit rovnovaznou vazebnou konstantu. Vazebna konstanta (Kp) je
parametr charakterizujici silu interakce mezi Rul a DNA, resp. kvantitativné popisuje
stabilitu vzniklého komplexu Rul.DNA.

Pro stanoveni K, byla vyuzita metoda zalozena na elektronové absorp¢ni
spektroskopii, nazyvana absorpéni titrace. Metoda je =zalozena na pridadvani
konstantniho objemu roztoku DNA k roztoku komplexu Rul tak, aby koncentrace
roztoku Rul zlstavala témét konstantni. Jak bylo ukazano v kapitole 5.2.1., komplex
Rul vykazuje dvé absorpéni maxima pii 270 nm a 491 nm. V tomto experimentu jsme
sledovali zménu absorpce komplexu Rul pii 491nm, protoze pii této vinové délce
neinterferuje ptidaivana DNA (pii 491 nm nevykazuje DNA téméf zadnou absorbanci).
Ziskana absorp¢ni spektra jsou znadzornéna na obrazku 36.

Z obrazku je patrné, Ze pii zvySovani objemu pifidané DNA se absorbance

vzorku snizuje.

1.1 0.4
07
1.04 :
< 064
0.94 b
0.4
0.8+ 034
0.74 it T I TR T TR R (A T
Vona [11]
0.6+ &
—Ru
< 05 Ru1+1ul DNA
0.4+ —— Ru1+2ul DNA
—— Ru1+3ul DNA
0.3 —— Ru1+4 ul DNA
0.2+ ——Ru1+5ul DNA
——Ru1+6ul DNA
0.1 ——Ru1+7 I DNA
OC T L ) v
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A [nm]

Obrdzek 36 Absorpcni spektra komplexu Rul v 0,01 L.mol* TRIS, pH 7.4 s postupnym pridavkem ttDNA. Cernd
krivka odpovida spektru samotného komplexu bez pridavku ttDNA. ViozZeny obrazek: graf ilustrujici zménu
absorbance pri 491 nm (Amax) Na mnozstvi pridané DNA. Body a usecky predstavuji priomeér a SD ze dvou nezavislych

mereni.

Vynesenim dat ziskanych pii titratnim experimentu podle rovnice z kapitoly

4.5.3 byla ziskana linearni kiivka (Obrazek 37), ze které byla ur¢ena hodnota vazebné
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konstanty Kp jako pomér useku a smérnice vysledné linearni zavislosti (Altaf a kol.

2016). Timto zpiisobem byla stanovena hodnota K, = 3,2 - 10° .mol ™.
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Obrazek 37 Zavislost Ao/(A—Ao) na 1lcDNA vyuzita pro stanoveni vazebné konstanty. Body a usecky predstavuji
prumér a SD ze dvou nezavislych méreni. Ao = absorbance komplexu Rul bez pridavku DNA, A = absorbance

komplexu Rul po interakci s DNA o dané koncentraci.

V literatufe se uvadi, ze latky, které se vazi do zlabku v DNA, maji obvykle
vét§i rovnovazné vazebné konstanty (piiblizné 10 L.mol?l), protoze neni nutné
vynalozit energii na vytvoreni vazebného mista (Chaires 1997). U interkalatord, protoze
vytvofeni aktivity pro interkalaci vyzaduje energii, vede celkova energeticka bilance
k tomu, Ze vazebné konstanty se pohybuji v rozmezi 10° do 10! .mol?. (Chaires 1997).
Z téchto udajii vyplyva, ze velikost vazebné konstanty komplexu Rul svéd¢i spiSe pro

interkalaci nez pro vazbu do Zlabku.

5.4 Cirkularni dichroismus

Pro dalsi ovéfeni vazby komplexu Rul a jeho vlivu na celkovou strukturu DNA byla
DNA po vazbé komplexu Rul studovana CD spektroskopii.

ttDNA o koncentraci 1:10* M byla vloZena do kyvety apostupné titrovéna
konstantnimi ptidavky komplexu Rul tak, Ze stupeit modifikace odpovidal hodnotdm
r; = 0,005 — 0,02. Vysledna CD spektra byla zaznamenana a jsou uvedena na obrazku
38.
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Obrazek 38 CD spektra DNA po interakci s komplexem Rul. Cervend kifivka zobrazuje spektrum samotné DNA,
oranzovd kiivka je spektrum samotného komplexu Rul o stejné koncentraci, jak ve vzorku s nejvyssi koncentraci Ru
(ri = 0,02).

Spektrum nemodifikovana DNA (kontrola), je v obrazku 38 zobrazena cervenou
barvou aodpovida spektru klasické B konformace DNA — obsahuje pozitivni pas
s maximem 279 nm a negativni pas pii 245 nm. Se vzrustajicim ri Se projevuje vzestup
pozitivniho pasu B-DNA, zatimco negativni signal se tém¢ef neméni.

Po navézani komplexu Rul na DNA doslo kindukci signalu v oblasti
viditelnych vinovych délek (410 - 530 nm), kde samotnd DNA signal neposkytuje. Je to
vSak oblast absorpce komplexu Rul (viz obrazek 32), 1ze tedy predpokladat, Ze signal
pochazi z komplexu Rul. S rostouci koncentraci signal nartistad. Studovany komplex
ruthenia Rul je achiralni, takze sdm 0 sobé& signal CD neposkytuje (viz oranzova kiivka
Vv obrazku 38). Je mozné tedy jakykoli signal CD pozorovany V oblasti vinovych délek
nad 400 nm pfipsat interakcim komplexu ruthenia S chirdlni molekulou DNA. Vznik
tohoto indukovaného CD je mozné vysvétlit interakcemi molekul komplexu Rul
s molekulami DNA vedoucimi K ur¢itému stupni jejich orientace. Pozitivni znaménko
indukovaného CD pozorovaného pii vinovych délkdch v okoli 510 nm nasvédcuje
tomu, ze molekuly komplexu ruthenia jsou sefazeny na povrchu molekul DNA takovym

zpusobem, ze jsou vrstveny nad sebou a orientovany piiblizné¢ kolmo K ose dvojité
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Sroubovice (Schipper a kol. 1980). Tato geometrie svéd¢i pro Gplnou nebo ¢astecnou

interkalaci komplexu Rul mezi pary bazi ve dvojité Sroubovici DNA.

5.5 Viskozimetrie

Rozdilny zpusob vazby nizkomolekularnich latek k DNA se projevuje V rozdilném
vlivu na strukturu DNA. Vazba do zlabku obvykle vyvolava jen slabsi zmény ve
struktufe DNA a DNA tak zistava v podstaté¢ v nepozménéné B-formé. Naproti tomu,
interkalace vede obvykle Kk podstatnym zménam ve struktuie DNA avyvolava
prodlouzeni, zvySeni rigidity arozvinuti DNA. Typické pro interkalaci je pravé
prodlouZzeni délky DNA, protoZe pary bazi jsou oddéleny navazanou latkou, kterd je
mezi né vmezeiena. Proto hydrodynamické metody, které jsou citlivé na zmény délky
molekul DNA (tj. méfeni sedimentace nebo viskozity), patii k nejvhodnéj§im metodam
pro stanoveni typu vazby chemickych slouc¢enin na DNA. Z uvedenych dvou metod je
viskozimetrie citlivéjsi, protoze viskozita je pfimo umeérna tfeti mocniné perzistentni
délky molekul DNA, zatimco sedimentacni koeficient je imérny prvni mocniné této
délky. Méfeni viskozity tak mtize poskytnout vysledky, umoziujici rozlisit typ vazby na
DNA.

Vysledky viskozimetrickych méfeni, ziskané v této praci pro DNA z teleciho
thymu modifikovanou komplexem Rul, jsou shrnuty v tabulce 3. Z naméfenych hodnot
Casu padu kulicky byla vypoctena relativni specifickd viskozita postupem uvedenym
Vv kapitole 4.5.7. Zavislost relativni viskozity na stupni modifikace DNA komplexem
Rul je na uvedena na obrazku 39 cervené. Pro ucely srovnani a interpretace vysledku
byla do grafu také zanesena data pro typicky interkaldtor (ethidium bromid, EtBr)
a typickou slouceninu vazici se do zlabku (Hoechst 33258), ptevzaté z literatury (Suh
a Chaires 1995).

Z obrazku je patrné, ze interakce komplexu Rul vede K vyraznému narGstu
délky molekul DNA atedy ik nardstu relativni viskozity. Tento nartst je dokonce
mirn¢ veétsi neZz narlGst zplsobeny typickym interkalatorem ethidium bromidem.
To ukazuje, Ze interakce komplexu Rul vede k vétsimu prodlouzeni perzistentni délky
DNA, popf. K jeji vétsi rigidité, nez je tomu U ethidium bromidu. Tyto vysledky ukazuji,

ze komplex s vysokou pravdépodobnosti interkaluje do DNA.
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Tabulka 3 Namérené nezavisié hodnoty pro blank (B), kontrolu (K), Sest vzorkii (B, K, vi-va) 0 riizném poméru

koncentraci Rul a DNA a dopocitand vyslednd relativni viskozita (n /1) pro jednotlivé vzorky.

@ [S] B K Vi V2 V3 V4
ri=0,01 r=0007  r=0015  r=0,013

ty 11,47 12,24 12,08 12,07 12,19 12,17
t2 11,58 12,03 12,22 12,17 12,31 12,27
ts 11,68 11,91 12,08 12,05 12,20 12,17
ts 11,52 12,04 12,47 12,16 12,34 12,27
ts 11,52 11,87 12,08 12,05 12,27 12,17
to 11,51 12,00 12,19 12,16 12,30 12,27
t 11,55 12,01 12,19 12,11 12,27 12,22

t—tg - 0,46 0,64 0,56 0,72 0,67

n/Mo - - 1,39 1,22 1,57 1,46

1.20-

m Ru1
~-=-= EtBr
----- Hoechst 33258

0,000 0,005 0,010 0,015
i

Obrazek 39 Zavislost treti odmocniny relativni viskozity DNA na stupni modifikace (ri) komplexem Rul. Body v grafu
byly vypocitany z experimentdlné namérenych hodnot uvedenych v tabulce Y a prolozeny primkou y=10,8x+0,998
pomoct programu GraphPhad Prism. Zavislost pro ethidium bromid (EtBr) a Heechst 33258 byly prevzaty z (Suh a
Chaires 1995).

Avsak pfi interpretaci téchto vysledkli je potfeba postupovat opatrné, protoze
bylo ukazano, ze nékteré, i kdyz relativné malo bézné latky, které se vazi na cukr-
fosfatovou kostru v DNA (Suh a Chaires 1995), mohou také prodluzovat fetézce DNA
atak zvySovat relativni viskozitu. Proto tyto vysledky nelze povazovat za zcela

jednoznacny prikaz interkalace a je tteba je doplnit s vyuzitim jinych metod.
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5.6 Méreni teploty tani (Tm)

Interakce nizkomolekularnich latek s DNA muze ovlivnit teplotni stabilitu DNA, coz se
projevi zménou teploty tani (Tm) (Zaludova akol. 1996). Bylo ukazano, ze vazba
interkalaci stabilizuje dvouSroubovici DNA a proto interkalace vzdy vede ke zvyseni
hodnoty Tm (Bjorndal a Fygenson 2002).

Proto jsme také v této praci studovali vliv vazby komplexu Rul na teplotni
stabilitu ttDNA, jak je popsano v kapitole 4.5.5. Byly pfipraveny dva vzorky 0 rizném
stupni modifikace (ri= 0,01 a 0,03) a jejich teplotni stabilita srovnana S kontrolni DNA
0 stejné koncentraci bez pritomnosti Rul. Vysledné denaturacni kiivky jsou ukdzany na

obrazku 40 v horni ¢asti.
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Obrazek 40 Horni cast: Zavislost absorbance (A260) na teploté roztoku teleci thymové DNA nemodifikované (.

) a modifikované komplexem Rul na ri =0,01 (¢ervené body) nebo ri = 0,03 (modré body). Cerné kiivky ukazuji
pribéh funkce prolozené namérenymi body. Dolni cast: Derivace funkci, kterymi byly proloZeny body z jednotlivych
grafii. Méfeni probihalo v 0,01 mol-I'* NaClOa, indexy 1, 2 a 3 U znaceni jednotlivich panelii oznacuji poradové
cislo meéreni

Pro vyhodnoceni byly naméfené zavislosti Azeo na teploté proloZeny s pomoci
programu GraphPhad 4 rovnici ozna¢ovanou jako Boltzmanova sigmoida. Teplota tani
odpovida x-ové soufadnici inflexniho bodu na kfivce tani a byla zji§téna jako maximum

prvni derivace dané kiivky. Derivace funkci proloZenych kiivkami jsou na obrazku 40
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Vv dolni ¢asti a byly provedeny pomoci programu GraphPad 4. Zjisténé hodnoty Tm jsou
uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Tabulka hodnot Tm [°C] pFi riizném stupni modifikace DNA. Hodnoty V poslednim sloupci jsou priimérem

ze dvou mereni = SD.

Tm1 [OC] Tm2 [OC] Tm + SD [OC]

DNA 61,3 62,1 61,7+ 0,4
DNA+Ruil, ri =0.01 69,9 71,0 70,5+ 0,6
DNA+Rul, ri =0.03 76,8 76,6 76,7+0,1

Z tabulky je patrné, ze modifikace DNA komplexem Rul vede K vyraznému
zvyseni stability DNA, a to i pfi velmi nizkém stupni modifikace. Pfi ri = 0,01 doslo ke
zvySeni Tm 0 8,8 °C, pii ri = 0,03 0 18,0 °C. Takto vyrazné zvySeni teplotni stability je
typické pro interkalatory (Martinez a Chacon-Garcia 2005, Bjorndal a Fygenson 2002).
Proto mizeme na zdklad¢ téchto vysledkli usuzovat, ze komplex Rul interkaluje do
DNA.

Nicméné zvySeni teplotni stability DNA po interakci s nizkomolekularnimi
latkami nemusi byt zpisobeno pouze interkalaci. Bylo napt. ukdzano (Lemmerhirt
akol. 2018), ze nékteré slouceniny, které se vazi kovalentné atvoifi mezitetézcové
mustky, také stabilizuji DNA. Dal$im divodem pro stabilizaci DNA muzZe byt
pritomnost kladného néboje v molekule interagujici slouceniny, ktera zvysuje teplotni
stabilitu DNA diky kompenzaci odpuzujicich se zapornych néboji na cukr-fosfatové
kostie DNA (Dalton a kol. 2008). Pro jednozna¢né uréeni typu vazby komplexu Rul

je nutné srovnat vysledky ziskané touto metodu s vysledky z jinych metod.

5.7 Elektroforéza v agardzovém gelu

Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 4.5.8, interkalace do DNA vede k charakteristickému
rozvinuti dvoutetézcové DNA. V piipad¢, ze pouzijeme kruhovou plasmidovou DNA,
vede rozvinuti dvojité Sroubovice ke zméndm superhelikalni hustoty. Proto muzeme
rozvinuti DNA sledovat s vyuzitim gelové elektroforézy jako zmény v elektroforetické

mobilité superhelikalni DNA.
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Abychom ov¢éftili, zda studovany komplex Rul rozviji DNA, inkubovali jsme
bakterialni plasmidovou DNA pBR322 s komplexem Rul po dobu 2 hodin. Pomér
koncentraci Cru1 /Cona (i) Se pohybovat v rozmezi 0 — 0,1.

Obrazek 41 ukazuje reprezentativni fotografii vysledného gelu. Z obrazku je
patrné, ze vazba komplex Rul mirng, ale vyznamné snizuje mobilitu superhelikalni
(SC) formy DNA. Tento vysledek by bylo mozné interpretovat tak, ze komplex Rul
rozviji DNA, i kdyz relativné malo, protoze ani pfi nejvyssi koncentraci Rul (ri = 0,1)
nedoslo k aplnému rozvinuti SC DNA. Toto uplné rozvinuti by se projevilo komigraci
s OC formou. Je znamo, ze interkalarory silné rozvijeji DNA tak, ze tihel rozvinuti je
obvykle vyssi nez relativné maly rozvijeci efekt. To interkalaci nenasvédcuje
anesouhlasi s vysledky ziskanymi pomoci viskozimetrie a CD. Mozné vysvétleni
tohoto rozporu spociva v tom, Ze experiment s vyuzitim elektroforézy v agarosovém
gelu je urcen predevsim pro studium latek vazich se k DNA kovalentné (Keck a Lippard
1992). Nekovalentni interakce, ktera je relativé slaba ve srovnani s vazbou kovalentni,
,hepiezije migraci skrz relativné malé pory gelu a mohlo dojit k uvolnéni komplexu
Rul z DNA. Podobn¢ efekty byly jiz dfive pozorovany pro nizkomoleklarni latky vazici
se nekovalentné¢ k DNA, dokonce ipro interkalatory jako je napt. EtBr. Vysledky
tohoto experimentu tedy ukazuji, ze tento experimentalni pfistup neni pro studium
rozvijeni DNA komplexem Rul pfili§ vhodny. Vhodnéjsi by patrn€ bylo vyuZiti

topoizomerazy I, toto vSak jiz bylo nad ramec této prace.

123456178

Obrazek 41 Fotografie 1% agarosového gelu po obarveni ethidium bromidem. Draha ¢. 1 a8 - kontrolni
nemodifikovana DNA; 2 - DNA + Rul ri = 0,001; 3 - DNA + Rul ri = 0,005; 4 - DNA +Rul ri = 0,01; 5 - DNA
+Rul ri =0,03; 6 - DNA +Rul ri = 0,005; 7 - DNA +Rul ri = 0,1. OC — relaxovand.

Zajimava je také skuteCnost, ze U vSech vzorkli (Obrdzek 41) je patrna

superhelikalni (SC) forma plazmidové DNA. Naopak pouze U vzorkl inkubovanych
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s komplexem Rul se objevuje také relaxovana (OC) forma DNA. OC forma je DNA,
kterda ma preruSeny jeden fetézec a diky tomu nema nadsSroubovicové vinuti. V gelu
proto migruje pomaleji nez SC forma, ktera je negativné zavinuta, je vice kompaktni
a Vv gelu migruje rychleji nez OC forma. Skutecnost, Ze tato forma se objevuje jen po
inkubaci s komplexem Rul muZze znamenat, Ze komplex Rul vytvaii v DNA
jednotetézcové zlomy. Proto byl proveden dalsi experiment, kdy byla plasmidova DNA
pBR322 inkubovana s komplexem Rul az tohoto roztoku byly v urcenych ¢asovych
intervalech odbirany aliquoty. Tyto vzorky pak byly analyzovany v 1% agarosovém
gelu. Poté byl gel obarven ethidium bromidem. Kvantitativni relativni zastoupeni OC
formy ve vzrocich bylo vyhodnoceno pomoci programu Aida Image Analyzer.
Vysledky jsou ukazany na obrazku 42. Z grafu (Obrazek 42B) je patrné, ze podil OC
formy v DNA nartsta s rostouci dobou inkubace DNA s komplexem Rul, coz potvrzuje
zavér, ze komplex Rul DNA Stepi a vytvaii zlomy v jendom fetézci. Toto chovéni
jevsouladu studaji uvedenymi v literatufe — bylo ukazano, ze nékteré komplexy
ruthenia §tépi DNA diky své redoxni aktivité ato bud’ pfimo v disledku pifenosu
elektroni po vazbé na DNA (Brabec akol. 2016), nebo prostiednictvim vzniku
reaktivnich sloucenin kysliku (Malina a kol. 2008).
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% OC formy
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Doba inkubace [min]
Obrazek 42 Fotografie 1% agarozového gelu po obarveni ethidium bromidem. Draha ¢. 1 - kontrolni
nemodifikovana DNA; 2 - DNA +Rul, t = 20 min; 3 - DNA +Rul, t = 40 min; 4 - DNA +Rul, t = 60 min; 5 - DNA
+Rul t = 0. OC — relaxovanda (,,open cirkular®) forma DNA,; SC - superhelikdlni (,, supercoiled circular®) forma

DNA. Sipka ukazuje smér migrace.
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6. Zaver

V této praci byly studovéany interakce DNA S novym komplexem ruthenia pfipravenym
na Univerzité v Debrecinu. V molekule této slouceniny se vyskytuje ligand odvozeny
od akridinu, ktery by potencialné mohl interkalovat do molekuly DNA, protoze akridiny
jsou obecné prokazany jako vysoce ucinné interkalatory.

S vyuzitim vybranych metod molekularni biofyziky bylo zjiSténo, ze komplex
Rul se vaze k DNA nekovalentné s mirnou preferenci pro G:C pary oproti A:T parim.
Tato nekovalentni interakce pravdépodobné zahrnuje tplnou nebo ¢astecnou interkalaci,
jak naznacuji vysledky méteni vlivu tohoto komplexu na viskozitu DNA a z velikosti
vazebné konstanty stanovené absorpéni titraci. Komplex Rul se na DNA vaze tak,
7e molekuly po vazbé na DNA poskytuji indukovany signal v CD spektrech DNA,
pozorovatelny pii vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu tohoto komplexu.
To nasveéd¢uje 0 pravidelném uspoiadani molekul Rul vzhledem k DNA typickému pro
interkala¢ni typ vazby.
Vystupy dale naznacuji, Ze Rul zvysuje teplotni stabilitu DNA arozviji DNA. Tyto
vlastnosti také odpovidaji interkalaci.

Interkalace nizkomolekularnich latek do DNA se velmi obtizné prokazuje.
S vyjimkou rentgenové strukturni krystalografie a NMR, kdy muizeme urcit presné
strukturu molekuly DNA s navézanou latkou. Ostatni metody poskytuji jen dikazy
nepiimé. Proto bylo vzdy tfeba provést vice experimentii zalozenych na riznych
fyzikéalnich vlastnostech. Pokud vSechny ziskané vysledky podporuji interkalaci
anejsou v rozporu stim, co bylo 0 vlastnostech interkalatord doposud zjisténo, lze
s velkou pravdépodobnosti usoudit, ze dana latka skutecné interkaluje. Toto je ptipad
i komplexu Rul, studovaného v této praci. Proto muizeme ze ziskanych vysledki
vyvodit zaver, Ze komplex Rul se miZze vmezetit do DNA pravdépodobné tou Casti
molekuly, kterd obsahuje akridinovy ligand.

Kromé¢ toho bylo zjisténo, Ze Rul je schopen tvofit jednofetézcové zlomy
v molekule DNA. Tyto a mnohé dalsi vlastnosti mohou byt pfi¢inou cytotoxicity
v nadorovych liniich lidskych ovaridlnich bunék, kterd byla zjiStena na KBF UP

(Kasparkova, ustni sdélent).
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