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ABSTRACT

This work was focused on monitoring of covalenptatin bonding with lambda DNA fragment.

The PCR fragment with a length of 498 bp and 100 ciéplatin infusion solution was used.

Interactions of DNA fragment were observed eledtmpticallyand spectrophotometrically.

Experiments show, that during denaturation, cigpkignificantly reduces the melting temperature
of DNA fragment. The average melting temperatures watermined to 71 °C. After addition

of cisplatin (100 uM), temperaturedecreased bydbri average.
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uvoD

Cisplatina je jednim z nejtingjSich cytostatik vyuzivanych fp chemoterapii fedevsim
nadorovych onemoeni (Wang a Lippard, 2005). U&nost komplek platiny v protinadorové
terapii je dana jejich schopnosti vazat se kootdineazbou k bazim DNA za tvorbyzanych typ
kovalentnich vazeb (Chang, a kol., 2012). Pramnik tchto vazeb ma za nasledek oviwaih
sekundarni struktury DNA a tim blokaciildzitych burénych proces jako je replikacegi
transkripce (Theile, a kol., 2012). Naptji se vyskytujici vazbou, ktera se v DNA vyiiaje
vazba spojujici d¥ bezprostedrt sousedici baze v jednobettzci DNA, prednost zbytky
guaninu (Pierceall, a kol., 2012). Tyto &my vedou k nemoznostitkni burgk. DalSi znény jsou
pak rozpoznavany vazbou proteink DNA, ktera je modifikovana cisplatinou, a tak
zprostedkovavaji protinadorovy efekt tohot@ila (Davidson, a kol., 2012, Farnebo, a kol., 2009)
Vstup cisplatiny do hiky je umozrin zejména pasivni diflzi, ale existujitikzy, Ze Zasti mize
byt prenesena také aktivnim transportem pomoci trandportsystému Ctrl, ktery kontroluje
homeostéazi rdi (Mitchell, a kol., 2007, Oehlsen, a kol., 20&jmma, a kol., 2007, Williams,
a kol., 2007). Restoze v souvislosti s timto protinddorovyniivém bylo jiz vypracovano mnoho
studii (Dospivova, a kol., 2012, Krizkova, a k@007, Kukacka, a kol., 2008, Stejskal, a kol.,
2007), stale neni znaniigsny mechanismusiiku tohoto léiva.

Cilem naSeho experimentu bylo studovat interaksglatiny s DNA, nasi snahou bylcgitr jakym

zpisobem je vlivemirznych koncentraci cisplatiny ovligna teplota tani DNA.

MATERIAL A METODIKA

Amplifikace a izolace DNA fragmentu

Pri amplifikaci byl pouzit Tag PCR kit a DNA (New Bland BioLabs, USA). Sekvencéimého
primeru byla 5 -CCTGCTCTGCCGCTTCACGC-3° a sekvenegitného primeru byla
5-TCCGGATAAAAACGTCGATGACATTTGC-3" (Sigma-Aldrich,USA). PCR probihala za
téchto podminek: pgteni denaturace ip 95 °C/120 s; 25 cykl denaturace ip 95 °C/15 s,
annealing fi 64 °C/15 s, extenzefip72 °C/45 s a zavecna extenze ip 72 °C /5 min. Vznikly
fragment o délce 498 bp byl purifikovan od zbytkDRPsn&si pomoci MinElute PCR Purification
Kit (Qiagen, Germany). Koncentrace DNA byla zjis spektrofotometricky (Specord 210,
Analytic Jena, Nmecko).

Priprava vzorku (PCR-DNA s cisplatinou)

Fragment DNA o koncentraci 5 pM byl smichan s eipbu 100 pM, poté se odstranila
kovalent# nenavazanda cisplatina pomoci kolonky (Amicon UkraD,5 ml 3K) a centrifugy
(5417R, Ependorf)ip 14000 RPM po dobu 10 min. Naslédoyl vzorek doplén ACS vodou do
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pavodniho objemu (200 pl)ipd centrifugaci. Takto ifpraveny vzorek byl zkouman pomoci
gelové elektroforézy a spektrofotometrie.

Agarézova gelova elektroforéza

Byl pripraven 1% agarozovy gel (Mercury, USA), ktery lndiezan na Uzké prouzky, jez
obsahovaly 3 jamky, nasletlibyl prenesen do elektroforetické vany, ktera obsahovAR pufr.
Vzorky byly pipraveny s 5% (v/v) bromfenolovou midda 3% glycerolem. Vzorky byly
napipetovany v 5 pl alikvotech do gelu. DNA #é&bk (New England BioLabs, USA) byl veliky od
0.1-1.5 kbp a byl pouzit pro pozorovani velikostalyzovaného DNA fragmentu. Elektroforéza
(Bio-rad, USA) probihalaip100 V a 6 °C po dobu 60 minut. Po separaci bybgeven roztokem
gel greenem (5 pl na 100 ml gelu). Prouzky bylyusilizovany pomoci gelového projektori p
vinové délce 312 nm (Vilber-Lourmant, France).

Spektrofotometrické stanoveni

Interakce PCR-DNA s cisplatinou (100 pM) byla sleéiha za pomoci spektrofotometru
(SPECORD S600, Analytic Jenag¢iNecko) s detektorem z diodového pole. Nejprve bgveden
sken DNA a DNA s fidanou cisplatinou (100 pM) v rozsahu= 200 — 400 nm, poté se vzorky
denaturovaly. Denaturace probihala wplautomatizovaném systému, ktery se skladal ze
spektrofotometru (SPECORD S600, Analytic Jen&nbkko), termostatu Peltier (Analytic Jena,
Némecko) fizeném péitacem a Kemennych kyvet o optické draze 1 cnfi Benaturaci byla
zaznamenavana absorbanée260 nm kazdych 180 sekund v rozmezi teplot 2368923, 26, 29,
32, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 60, 63, 6678975, 78, 81, 84, 87 a 89 °C).

VYSLEDKY A DISKUZE

DNA fragment (498 bp) byl smichan s roztokem cispla(Ebwe) o koncentraci 100 pM. Poté byl
napipetovan do kolonky (Amicon Ultra — 0,5 ml 3Kpdstedin centrifugou (5417R, Eppendorf).
Takto pra@istény vzorek byl podroben spektrofotometrickému a tetdkretickému zkoumani.
Fragmenty DNA a DNA-cis-Pt byly elektroforeticky pggovany na 1 % agarosovém gelu.
Kontrolni fragment DNA nil velikost 498 péar bazi. Komplex DNA s navazanou cis-Pfigpbil
zpomaleni separace fragmentu. Z tohateadiu se objevuje v oblasti, ve které je DNA o vedik
600 pat bazi (obr. C). Interakci fragmentu DNA s cisplatindokazuje také spektrofotometricky
zaznam (obr. B), kde doSlo k poklesu signalu (bjiwmdu navazani cisplatiny (13,3 pg/ml) na
fragment DNA. Koncentrace navazané platiny bylaka)a elektrochemicky. Déale bylo prokazano,
Ze cisplatina vyznamnym @gobem snizuje teplotu tanfiglenaturaci fragmentu DNA. Odeni
vodikovych vazeb (denaturace DNA) bylo sledovanog@a hyperchromniho efektu. Viivem
interakce elektroi v parovanych bazich roztoky dsDNA absorbuji U¥tkev(pti 260 nm) mén,
nez stejna koncentrace bazi v mononukleotidech ngbdndettzcové DNA. Bi zahivani roztoku
dsDNA, pak @i urgité teplot absorbance nahle stoupne. Teplotéa,kperé vzestup absorbance
dosdhne své poloviny, se nazyva bod tani DNA (TAsorbance jednotlivych teplotiip
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denaturaci byly zaneseny do grafu (obr D), kde aijfy typickou esovitou kivku, po derivaci

hodnot jsme ziskali inflexni body (obr. C), ktedpovidaji Tm zkoumané DNA.

Pramérna teplota tani fragmentu DNA byla stanovena ndC3po gidani cisplatiny (100 pM)
teplota klesla v gméru o 15 °C, jak je vi&k na obrazku 1B a 1C. Vliv délky interakce
(0, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 min.) cisplatiny (108)na znénu denaturéni tepoty (Tm) fragment
DNA nebyl prokazan, ale se zvySujici se koncentcaplatiny doslo k poklesu Tm. (Obr. 2). Se
zvySujici se aplikovanou davkou cisplatiny se zvgdo navdzané mnozstvi cisplatiny na fragment
DNA. Hodnoty jsou uvedeny v tabuléel.

Tab. 1. Aplikovana a navazana cisplatina na fragni=dA

aplikvovana

cisplatina (mM) 50 | 100 200 304 400 50

navazana cisplatinga

7,8|22,1| 44,6| 67,8| 93,4| 102,2
(mM)

Obr. A) Spektrofotometricky zaznam fragmentu DNA éafragmentu DNA s cisplatinou (b) v
rozsahu vinovych délek = 200 — 500 nm. B) Denaturace fragmentu DNA s &j@nou teplotou
tani fragmentu DNA (Tml = 75°C) a fragmentu DNAc#splatinou (Tm2 =60 °C), dale
elektroforetickd separace DNA s cis-Pt (1 =600 bpfragmentu DNA (2=500 bp) na 1%
agarosovém gelu. C) Grafické znazsrhteploty tani fragmentu DNA (Tm1) a fragmentu DNA
cisplatinou (Tm2). Teplota (Tm) byla zjiia vyp@tem inflexniho bodu z denatura kiivky
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Obr. 2. Zavislost teploty denaturace (Tm) fragmeDNA na koncentraci cisplatiny. Teplota klesa
v pruméru 0 1,5 °C v zavislosti na aplikované koncentraisplatiny (50, 100, 200, 300, 400 a
5004M).
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ZAVER

Teplota, pi niz hybridizace probiha, je pro vysledek PCRitké a musi byt vhodnnastavena pro
pouzity par primat. V naSem experimentu bylo prokazano, Ze cisplatiniziiuje teplotu tani bez
ohledu na délku interakce s fragmentem DNA. Se ujigiSse koncentraci cisplatiny byla u DNA
zaznamenana snizujici se teplota tani.
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