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ABSTRACT

Platinum-based cytostatic drugs such as cispledirpoplatin and oxaliplatin play an important role
in the battle with cancer. The mechanism of theiivay is widely studied and the quantification of
the drug incorporated in the DNA structure is ire tbenter of attention. In this study we
investigated the behavior of the platinum-basedstgtic drug and DNA adducts during the well
established Sanger sequencing method involvindlaapelectrophoretic (CE) separation. Three
selected platinum-based cytostatic drugs (cisplatarboplatin and oxaliplatin) were incubated
with the DNA fragment (498 bp) to create adductd smbsequently sequenced. It was found that
the fluorescence signal provided by fluorescerdtyeled DNA fragments decreased significantly
depending on concentration of the drug. Moreowegnehough four types of fluorescently labeled
fragments are created during the sequencing reggtior to the CE separation; similar decrease of
the signal was observed in all of the fragment $ypéhis suggests that cytostatic drugs do not
influence the CE separation itself but the labelgaguencing reaction. Finally, the difference
between three types of the cytostatic drugs wasdoli follows from the results that to reach the
signal decrease of 75% compared to the control D¥dAple only 0.3 pg/ml of cisplatin is
required. On the other hand, 7 and 75 pg/ml of ipkdin and carboplatin, respectively are
required to reach the same effect. Our hypotheats werified by electrochemical analysis and the
highest amount of platinum was determined in theplatinated DNA sample followed by
oxaliplatinated and carboplatinated DNA.
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uvoD

Rakovina je hlavniiiinou zdravotnich probléinve vysglych zemich, kde je kazd#vrté amrti
zpisobeno nadorovym onemaderim (Siegel, a kol.,, 2012).fPlécbé nadofi se velmicasto
vyuzivaji jako chemoterapeutika i platinov&ile, mezi kterd pét cisplatina, oxaliplatina
a karboplatina (Wang a Lippard, 2005). V roce 1%fifievil Rosenberg biologickéupobeni
prvniho platinového cytostatika pojmenovaného eisph €is-Diamminedichloroplatinum(ll))
(Rosenberg, a kol., 1965), ktera je stale jednomejastji pouzivanych cytotoxickych latek.
“Druh& generace” platinovych d& - karboplatina ¢isdiammine-1,1-cyclobutane dicarboxylate)
byla vyvinuta v 80. letech 20. stoleti jako niéoxickéa alternativa cisplatiny, slibujici mémazné
vedlejsi @&inky (Go a Adjei, 1999). Cisplatina a karboplatijaou velmi vyuzivana
chemoterapeutika, kterd jsou zviagkinna @i 1écbé rakoviny varlat, vajéniki, mozku, krku
a plic. Nicmég cisplatina i karboplatina maji vyznamné toxickénatagenni &nky v burgénych
kulturach a zwecich modelovych systémech (Adams, a kol., 198%ahid, a kol., 1996)In vivo
tvoii obs léciva stejné Pt-DNA adukty a obetfe moznéfici, Ze cisplatina neni¢inna ani na
burgéné linie nebo nadory, které maji vyvinutou rezisteke karboplatid a naopak. Proto byla
v 90. letech vyvinuta feti generace” - oxaliplatina  ti@ns-R,R1,2-
Diaminocyclohexaneoxalatoplatinum(ll)), kterd nejete umohuje pekonani rezistence
k cisplatire a karboplatia (Grothey a Goldberg, 2004), ale navic se zda b§rnmutagenni
(Silva, a kol., 2005).

Jiz 35 let uplynulo od objeveni elektroforetické toty sekvenovani DNA vyuzivajici
dideoxynukleotidy (Sanger, a kol., 1977). Sangerdegzhnika sekvenovani je zalozena
na enzymatické syntézettzci DNA o riznych délkach (Shendure, a kol., 2004). Replikalsé D
probihd az do mista inkorporace dideoxynukleotidlymerazou, coz ukdaih syntézu kopii DNA
(Eid, a kol., 2009). Tyto DNA produkty jsou pak ldi®foreticky separovany a mohou byt
fluorescené detekovany. Sangerova metoda sekvenovani je diyresnosti a efektivit stale
zlatym standardem ve vyzkumu genomu (Guo, a k6082 Analyzy Pt-DNA adukt se Bzng
provadi pomoci elektrochemickych metod (Dospivavéol., 2012, Krizkova, a kol., 2007), ale
vyuziti sekven&ni reakce spojenou s gelovou kapilarni elektrofonéznamena dalSi moznost

kvantifikace platinového cytostatika interkalovaoé&o DNA.
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MATERIAL A METODIKA

Amplifikace a izolace DNA fragmentu

Pri amplifikaci byl pouzitTag PCR kit a DNA izolovana z bakteriofaguNew England BioLabs,
USA). Sekvenceifimého primeru byla 5-CCTGCTCTGCCGCTTCACGC-3" aveeice zptného
primeru byla 5-TCCGGATAAAAACGTCGATGACATTTGC-3" (§ma-Aldrich, USA). PCR
probihala za&hto podminek: pgteini denaturace ip 95 °C/120 s; 25 cykl denaturace ip
95 °C/15 s, annealingip64 °C/15 s, extenzerip72 °C/45 s a z&retna extenzeip 72 °C /5 min.
Vznikly fragment o délce 498 bp byl purifikovan abytku PCR srisi pomoci MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen, Germany). Koncentrace Dfa zjiS&na spektrofotometricky (Specord
210, Analytic Jena, &inecko).

Interakce DNA s cytostatiky

Roztok fragmentu DNA (10@Qg/ml) byl smichan s platinovymi cytostatickymiily o riznych
koncentracich v po#nu 1:1 (v/v) v progiedi 10 mM NaCl@ Byla pouzita tato va: cisplatina
(0,5ug/ml; 1 pg/ml; 2 pg/ml; 4 pg/ml;), oxaliplatina (1Qug/ml; 20ug/ml; 30pg/ml) a karboplatina
(200 ng/ml; 150ug/ml; 200ug/ml; 300ug/ml). Smés DNA s cytostatiky byla inkubovandi (37°C
po dobu 24 hodin (Thermomixer 5355, Eppendorémicko). Pro odstr&ni nenavazaného
platinového léiva byla nasled u roztoku provedena dialyza oproti destilovanééved pouziti
0,025um membrany (VSWP, Millipore, Irsko) po dobu 24 hogi 6 °C.

Sekvenovani platinované DNA

Pro gipravu sekvenmi smesi byl pouzit DTCS Quick Start Kit (Beckman CoultddSA).
Sekvenani reakce o 30 cyklech probihala v cykleru (EppehdéEmecko). Podminky reakce byly
nésledujici: 96 °C/20 s; 50 °C/20 s a 60 °C/4 nyinbtuorescetné znasené DNA fragmenty byly
purifikovany pomoci magnetizovatelny¢hstic CleanSEQ (Beckman Coulter, USA). Sekvenovani
purifikovanych vzork probshlo na gistroji Genetic Analysis System CEQ 80@Beckman
Coulter, USA). Po denaturaci (90 °C/2 min) byly ditascetiné znatené DNA fragmenty
separovany v 33 cm dlouhé kapddo vnitnim piméru 75um. Kapilara byla napbna
polyakrylamidovym denatuéaim gelem. Separace probihala 85 minittgplot 50 °C a nagti

4,2 kV.
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VYSLEDKY A DISKUZE

DNA fragment (498 bp) byl amplifikovan pomoci reek®CR a po dosazeni pozadované
koncentrace byl inkubovan s vybranymi cytostatikgisplatinou, karboplatinou a oxaliplatinou
orniznych koncentracich. Takto vytemé adukty byly podrobeny sekvéna reakci, ktera
umoziuje fluorescetnich zngeni DNA, a nasledn byly separovany pomoci kapilarni
elektroforézy s laseren indukovanou fluorescgémetekci (CE-LIF). V porovnani s kontrolni DNA
(bez navazaného cytostatika) byl pozorovan vyrapoiles signélu guaninu v zavislosti na
koncentraci pouzitého cytostatika. Jak jeévida gikladu karboplatiny (Obr. 1)fpaplikaci 50
pa/ml karboplatiny klesl gimérny signal guaninu o 50 % a&ipaplikaci 100 pg/ml byl pokles
signalu az o 80 %.

Bylo zjisténo, Ze cytostatika vazana do DNA maji stejny vl GE-LIF signaly vSech DNA
amplikomi nezavisle na druhu jejich fluores¢afho zna&eni. Jinymi slovy, nezélezi na typu
fluorescedné znaeného dideoxynukleotidu, ktery ukane pislusny amplikon (Obr. 2). Takto
ziskana data naztgi, ze z&leréni platinového cytostatika nema vliv na samotnopasaci
pomoci CE-LIF, ale spiSe na sekweh reakci. S nejitSi prava@podobnosti dochazi diky
piitomnosti cytostatika ve strukiel DNA k omezeni funkce polymerazy a tim ke vznikisino
postu vSech typ fluoresceriné znatenych amplikof coZz odpovida naslednému snizeni CE-LIF
signalu.

Obr. 1:Vyez CE-LIF elektroferogramu DNA modifikované karlatipbu. Pokles fluorescéniho
signélu guaninu po aplikaciiznych koncentraci karboplatiny.
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Obr 2: Relativni intenzita signalu fluorese®d zna’enych fragmerit s migranim case 33-36
minut ukoenych riznymi dideoxynukleotidy po aplikagizného mnozstvi oxaliplatiny (15 pg/ml
oxaliplatiny vykazuje intenzitu signalu 0,1 %).
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Pro zjiseni vlivu jednotlivych druli cytostatik, byly vytvéeny DNA adukty s cisplatinou,
oxaliplatinou a karboplatinou. Z vysletlkvyplyva, Ze koncentrace aplikovanych cytostatik
potrebnych k dosazeni stejného vlivu na inhibici selyenreakce se vyraznlisi. Pro snizeni
pramérné intenzity fluorescence o 75 % oproti kontrolaivzorku neplatinované DNA bylo
potreba pouzit karboplatinu o koncentraci 75 pg/mlJipkatinu o koncentraci 7 pg/ml a cisplatinu
o koncentraci pouhych 0,3 pg/ml. Ztoho Ize fasidét schopnost jednotlivych platinovych
cytostatik tvdit adukty s DNA. Tyto zakry byly potvrzeny i pomoci elektrochemické analyzy
pouzité pro stanoveni platiny ve vzorcich DNA. Byl@steno, Ze nejtsi mnozstvi platiny bylo

nalezeno ve vzorku cisplatinované DNA a nejmensozstvi bylo stanoveno v karboplatinované
DNA.

ZAVER

S pouzitim metody Sangerova sekvenovani byl poZorodiv platinovych cytostatik na DNA.
Bylo zjiSténo, Ze intenzita signalu klesa se istajicim obsahem cytostatika a ze tento vliv je
patrny stejnou ®rou pro vSechny typy fluorescam znatenych amplikon. Z toho Ize usuzovat,
ze dochazi kinhibici sekvetrd reakce. Na zakl&dtéchto vysledk lze usoudit, Ze metodu

Sangerova sekvenovani spojenou s CE-LIF analyzeuplauzit pro kvantifikaci platinového
cytostatika interkalovaného do struktury DNA.

1262



MENDELNET 2012

LITERATURA

Adams M., Kerby I. J., Rocker I., Evans A., Johanise Franks C. R. (1989): A comparison of the
toxicity and efficacy of cisplatin and carboplatidvanced ovarin-cancer Acta Oncologica, 28(1):
57-60.

Dospivova D., Smerkova K., Ryvolova M., Hynek D.da&m V., Kopel P., Stiborova M.,
Eckschlager T., Hubalek J., Kizek R. (2012): Catelglectrochemical analysis of platinum in Pt-
DNA adducts. Int. J. Electrochem. Sci., 7(4): 3@0DB38.

Eid J., Fehr A., Gray J., Luong K., Lyle J., Ottq Beluso P., Rank D., Baybayan P., Bettman B.,
Bibillo A., Bjornson K., Chaudhuri B., Christians, ECicero R., Clark S., Dalal R., Dewinter A.,
Dixon J., Foquet M., Gaertner A., Hardenbol P.,ngeiC., Hester K., Holden D., Kearns G., Kong
X. X., Kuse R., Lacroix Y., Lin S., Lundquist P.,aMC. C., Marks P., Maxham M., Murphy D.,
Park I, Pham T., Phillips M., Roy J., Sebra R.ei8l., Sorenson J., Tomaney A., Travers K.,
Trulson M., Vieceli J., Wegener J., Wu D., Yang Zaccarin D., Zhao P., Zhong F., Korlach J.,
Turner S. (2009): Real-Time DNA Sequencing from gkinPolymerase Molecules. Science,
323(5910): 133-138.

Go R. S., Adjei A. A. (1999): Review of the compara pharmacology and clinical activity of
cisplatin and carboplatin. J. Clin. Oncol., 17@09-422.

Grothey A., Goldberg R. M. (2004): A review of oddtin and its clinical use in colorectal
cancer. Expert Opin. Pharmaco., 5(10): 2159-2170.

Guo J., Xu N., Li Z. M., Zhang S. L., Wu J., Kim B., Marma M. S., Meng Q. L., Cao H. Y., Li

X. X., Shi S. D., Yu L., Kalachikov S., Russo J. Durro N. J., Ju J. Y. (2008): Four-color DNA
sequencing with 3'-O-modified nucleotide reversiitrminators and chemically cleavable
fluorescent dideoxynucleotides. Proceedings ofNh#@onal Academy of Sciences of the United
States of America, 105(27): 9145-9150.

Holland H. K., Dix S. P., Geller R. B., Devine S.,Mieffner L. T., Connaghan D. G., Hillyer C.
D., Hughes L. L., Miller R. L., Moore M. R., Wintda. F., Wingard J. R. (1996): Minimal toxicity
and mortality in high-risk breast cancer patiemtseiving high-dose cyclophosphamide, thiotepa,
and carboplatin plus autologous marrow stem-caligplantation and comprehensive supportive
care. Journal of Clinical Oncology, 14(4): 1156-416

Krizkova S., Adam V., Petrlova J., Zitka O., StekiK., Zehnalek J., Sures B., Trnkova L.,
Beklova M., Kizek R. (2007): A suggestion of electnemical biosensor for study of platinum(ll)-
DNA interactions. Electroanalysis, 19(2-3): 331-338

Rosenberg B., Van Camp L., Krigas T. (1965): Intidbi of cell division in Escherichia coli by
electrolysis products from a platinum electrodetuxs 205(698-699.

Sanger F., Nicklen S., Coulson A. R. (1977): DNAjsencing with chain-teminating inhibitors
Proceedings of the National Academy of Scienceh®fUnited States of America, 74(12): 5463-
5467.

1263



MENDELNET 2012
Shendure J., Mitra R. D., Varma C., Church G. MI0@®): Advanced sequencing technologies:

Methods and goals. Nature Reviews Genetics, 5@):314.

Siegel R., Naishadham D., Jemal A. (2012): Candatisfics, 2012. Ca-a Cancer Journal for
Clinicians, 62(1): 10-29.

Silva M. J., Costa P., Dias A., Valente M., Lourg Boavida M. G. (2005): Comparative analysis
of the mutagenic activity of oxaliplatin and cidiain the Hprt gene of CHO cells. Environmental
and Molecular Mutagenesis, 46(2): 104-115.

Wang D., Lippard S. J. (2005): Cellular processifigplatinum anticancer drugs. Nature Reviews
Drug Discovery, 4(4): 307-320.

1264



