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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

popsat protinadorové komplexni slouceniny obsahujici platinu, ruthenium a
osmium

zpracovat stru¢ny pichled biotestli pouzivanych pii testovani biologické aktivity
komplext

popsat plasmidovou DNA vcetné jejich konformaci a zpusoby vazby
komplexnich slou¢enin na DNA

charakterizovat nukleasovou aktivitu komplext

Prakticka ¢ast:

izolovat plasmidovou DNA z bakterie Escherichia coli

pomoci agarosové elektroforézy stanovit nukleasovou aktivitu protinddorovych
komplexnich sloucenin a zménu v mobilit¢ plasmidové DNA po interakci s
komplexy

charakterizovat vazebné interakce studovanych komplexnich slou¢enin s DNA
charakterizovat vliv peroxidu vodiku na komplexni slouceniny a organické

molekuly



1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou celosvétove jednou z nejcastéjsich pricin amrti. V roce 2020
ptibylo na svété odhadem 19,3 mil. novych ptipadt a asi 10 mil. osob tomuto onemocnéni
podlehlo. Pocet lidi, kterym je diagnostikovano nadorové onemocnéni, kazdoro¢né roste
a piibyva také umrti, coz odrdzi stdrnuti a rist monitorované populace, ale také
socioekonomicky rozvoj spolecnosti. Zatim je také neznamy dopad pandemie
onemocnéni SARS-CoV-2, ktera zpusobila pozdrzeni lécby a diagnozy pacienti
aomezeni provozu zdravotnickych zafizeni vcetné pozastaveni screeningovych
programu (Sung et al., 2021).

Chemoterapie pomoci komplexnich sloucenin je jednou z moznosti 1é¢by nadorovych
onemocnéni a velmi &asto pouzivanym protinadorovym lé&ivem je cisplatina. Stastna
nahoda vedla v minulém stoleti k objevu cytotoxickych vlastnosti této latky v pribéhu
experimentu, jehoz cilem bylo prozkoumat vliv elektrického pole na rlst bakterie
Escherichia coli. Mechanismus t¢inku cisplatiny je relativné dobfe znamy a spociva
V jeji vazbé na DNA (Pizarro & Sadler, 2009).

U nové piipravenych potencionalnich protinadorovych sloucenin je vsak jejich
mechanismus pusobeni malo prozkoumany. Proto je u téchto latek systematicky
testovana jejich biologicka aktivita. Pti studiu protinadorové aktivity je predevSim
stanovovana in vitro cytotoxicita na vhodnych nadorovych i nenadorovych bunéénych
liniich. Ziskana hodnota ICso (koncentrace testované latky inhibujici rist 50 % pouzitych
buné€k) je rozhodujicim kritériem pro provedeni naslednych experimentii poskytujicich
vhled do mechanismu t¢inku téchto latek (Starha & Travnigek, 2018).

A pravé interakce s DNA (jako mozny mechanismus G¢inku) byly zkoumany v této
préci u nové piipravenych Ru(Il) a Os(II) polosendvi€ovych komplexnich sloucenin za
pomoci agarosove elektroforézy. Kromé téchto latek byl stejny experiment proveden pro
dve organické molekuly, které jsou soucasti studovanych komplexnich sloucenin, a také
pro komplex Ru-CYM (vzorec a nazev uvedeny dale v textu) a cisplatinu, které slouzily
jako pozitivni kontroly. Byla stanovovéana schopnost komplexu §tépit molekulu DNA
(nukleasova aktivita) a také zména v mobilité plasmidové DNA v agarosovém gelu po
interakci s komplexy. Cilem provedenych experimentii pak bylo charakterizovat vliv
komplexnich sloucenin na molekulu DNA. Byl zkouman také vliv ptitomnosti peroxidu

vodiku na interakci komplexii s DNA.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Chemoterapie jako lé¢ba nadorovych chorob

Podle Narodniho onkologického ustavu (USA) chemoterapie Casto probiha v kombinaci
S ozafovanim ¢i mechanickym odstranénim nadoru a odviji se od typu a rozsifeni
nadorového onemocnéni a od jinych zdravotnich problémi pacienta. Lécebny proces
probiha vétsinou v cyklech a pacientovi je podavano chemoterapeutikum intravendzné,
intratékalné (do mozkomisniho moku) ¢i oraln¢ v podob¢ tablet nebo tekutiny. Jelikoz
v prib¢hu 1é¢by dochazi nejen k ni¢eni nddorovych bunék, ale i zdravych bunéck
organismu, chemoterapii ¢asto doprovazi vedlejsi G¢inky (napf. nevolnost, inava ¢i ztrata
vlasit).

Nejcastéji se u pacientd vyskytuji karcinomy prsu, plic, kolorekta, prostaty a zaludku
(Sung et al., 2021). Nadory plic se d¢li na dvé velké skupiny, a to na malobunéény
karcinom plic (maligni nador odvozeny od neuroendokrinnich  bunék)
a nemalobunéénych karcinom plic, ktery lze rozde€lit na adenokarcinom, karcinom

skvamoéznich bungk a velkobunéény karcinom (Dela Cruz et al., 2011).

2.1.1 Historie chemoterapie a souc¢asné pouzZivana chemoterapeutika

Pocatek novodobé protinddorové terapie lze zasadit do 40. let 20. stoleti (Oktabec &
Jampilek, 2013). Goodman et al. (1946) si v$imli vyrazné hypoplasie lymfoidnich
a myeloidnich bunék jednoho z namotniku, ktery byl vystaven uc¢inkim bojového plynu
yperitu (bis(2-chlorethyl)sulfid). Nasledné byla vyvinuta riizna analoga této latky, z nichz
nekterd, jako napt. cyklofosfamid, se pouzivaji dodnes (Oktabec & Jampilek, 2013).

Farber et al. (1948) publikovali studii, ve které byly popsany G¢inky antagonisti
kyseliny listové aminopterinu a ametopterinu (dnes znamy jako methotrexat) u détskych
pacienti s leukemii. Naskytla se tak prvni moznost 1é¢by tohoto onemocnéni. Ve své dobé
se Farber nesetkal s pochopenim, avsak jiz v roce 1958 popsali pracovnici Narodniho
onkologického ustavu (USA) vyléceni choriokarcinomu methotrexatem (Oktabec &
Jampilek, 2013).

Chemoterapeutika pouzivand v onkologické praxi jsou napt. alkylacni cinidla
(chlorambucil, cyklofosfamid, thiotepa), antimetabolity (methotrexat, 6-merkaptopurin,
5-fluorouracil), taxany (paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel) ¢i komplexy na bazi platiny

(cisplatina, oxaliplatina, karboplatina) (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31643176/). Pro



1écbu jednoho typu nadoru se mohou pouzivat rizné druhy chemoterapeutik. Podle
webové stranky UpToDate (https://www.uptodate.com/contents/treatment-protocols-for-
non-small-cell-lung-cancer) se pro 1é¢bu napt. nemalobunééného karcinomu plic pouziva
karboplatina v kombinaci s docetaxelem, cisplatina s gemcitabinem ¢i vicelékova terapie

zahrnujici karboplatinu, paclitaxel, atezolizumab a bevacizumab.

2.2 Komplexy na bazi Pt

V této kapitole je predevSim popsana cisplatina jako prvni pouzivané 1é¢ivo na bazi
platiny, dale je pojednano o karboplating, oxaliplatin¢, lobaplatiné, heptaplatiné a
nedaplating, které byly pripraveny jako méné toxicka analoga cisplatiny (viz Obr. 1)
(Dilruba & Kalayda, 2016). Cisplatina a jeji derivaty jsou pouzivané v klinické praxi fadu
let a studium jejich vazebnych interakci s DNA muize vést k vyvoji novych 1é¢iv (Reedijk,
2009).
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Obr. 1: Struktura cisplatiny (cis-diaminodichloroplatnaty komplex) (A), oxaliplatiny ([trans-
1R,2R-diamincyklohexan]oxalato platnaty komplex) (B), karboplatiny (cis-diamin-[1,1-
cyklobutan dikarboxylato] platnaty komplex) (C), lobaplatiny (2-cyklobutandimethanamin(2-
hydroxypropanato) platnaty komplex) (D), heptaplatiny (2-isopropyl-1,3-dioxolanato-4,5-
dimethanamin(propandioato) platnaty komplex) (E) a nedaplatiny (diamin(hydroxyacetato)
platnaty komplex) (F).



2.2.1 Cisplatina

Cisplatina byla poprvé syntetizovana v roce 1844 Michelem Peyronem (Dasari &
Tchounwou, 2014). Jeji cytotoxické ucinky jsou vSak znamé az od 60. let 20. stoleti, kdy
tym profesora Barnetta Rosenberga dokézal, ze tato sloucenina inhibuje bunécné déleni
bakterie Escherichia coli (Rosenberg et al., 1965). V roce 1971 byly zahajeny klinické
testy a roku 1979 americky Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv jako prvni schvalil tuto
latku pro 1é¢bu nadorového onemocnéni varlat a vaje¢nika (Dilruba & Kalayda, 2016).
Cisplatina se dale pouziva pro 1é¢bu karcinomt hlavy, krku, mocového méchyie, prostaty
¢i plic a odhaduje se, ze témér 50 % vsech onkologickych pacientl je 1éCeno timto
chemoterapeutikem (Dasari & Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019).

Podle RxList (https://www.rxlist.com/cisplatin-drug.htm#description) sterilni vodny
roztok cisplatiny k intravenéznimu podani obsahuje v kazdém mililitru 1 mg cisplatiny
a 9 mg NaCl. Pro 1é¢bu napt. metastazujiciho karcinomu vajecniku se pouziva cisplatina
v kombinaci s cyklofosfamidem — vicelékova terapie je G€innéjsi nez cisplatina samotna
(McGuire et al., 1996). Davkovani je podle RxList 75 az 100 mg-m cisplatiny v ramci
jednoho cyklu, ktery je opakovan obecné jednou za Ctyfi tydny (cisplatina a
cyklofosfamid jsou davkovany postupné — cyklofosfamid v mnozstvi 600 mg-m?).
Cisplatina je rozpusténa ve 2 1 solného roztoku, aby doslo k dostatecnému nafedéni a
vstiebani do organismu. Do dané smési je jeSt€ pfidana glukosa a 37,5 g manitolu.

Pouzitim manitolu se snizuje nefrotoxicita cisplatiny. Intraven6zni podani trva 6 az 8 h.
2.2.1.1 Vstup do organismu a do bunék

Cisplatina zustava po intravendéznim podani neutralni, protoze koncentrace chloridi je
v krevnim fecisti relativné vysoka (piiblizné 100 mM). 65-95 % cisplatiny je
deaktivovano v prvnich 24 h od podani, protoze se v krevni plasmé vaze na proteiny
a zbyvajici 1éc¢ivo je dopraveno do nadorovych bunék diky pasivni difuzi pfes
plasmatickou membranu ¢i pomoci proteinovych transportért na bazi meédi (CTR1) nebo
protonové ATPasy typu P (Jung & Lippard, 2007; Dilruba & Kalayda, 2016; Ghosh,
2019).

Diilezitost transportéri na bazi médi (CTR1) pro vyvolani protinadorové aktivity je
vsak stale nejasna (Jung & Lippard, 2007). Podle Ivy & Kaplan (2013) CTRI1 neni pro
cisplatinu hlavnim vstupem do bunky, vstup této latky je podle autort pravdépodobné

zprostiedkovan jinymi proteiny.



Jakmile cisplatina vstoupi do bunky, neutralni molekula cis-[Pt(NH3)2Cl2] je
aktivovana nahrazenim jednoho nebo dvou chloridovych ligandl za ligandy vody diky
vyrazné niz§i vnitrobunééné koncentraci chloridovych anionti (4-20 mM). Vytvoii se
tak cis-[Pt(NH3)2Cl(H20)]" a cis-[Pt(NHs)2(H20)2]%* kationty, které jsou velmi reaktivni,
jelikoz voda je mnohem lepsi odstupujici skupina nez CI. Produkuji se tak silné
elektrofily, které mohou reagovat s nukleofily, jako jsou napt. sulfhydrylové skupiny
proteinti ¢i atomy dusiku na nukleovych kyselinach. Kladny naboj téchto aquakomplext
tak zvySuje jejich afinitu k negativné nabité DNA molekule. In vitro studie dokazaly, ze
monohydratovany platinovy komplex je vice reaktivni pfi vazbé na DNA nez
dihydratovany komplex (Ghosh, 2019; Andrezalova & Orszaghova, 2021). Hydrolyticka
reakce je rychlost limitujicim krokem pro vazbu DNA, kdy polocas reakce jsou asi 2 h

(Jamieson & Lippard, 1999).
2.2.1.2 Mechanismus ucinku

Pti projevu protinadorovych ucinki je hlavnim cilem cisplatiny vazba s DNA. Nejc¢astéji
tvoii cisplatina kovalentni vazbu mezi dvéma sousedicimi guaniny na jednom vlaknu
molekuly DNA (60-65 % vsech aduktit). 20—25 % vsech adukti cisplatiny s DNA tvofi
vazba mezi ptilehlym adeninem a guaninem na jednom vlaknu DNA (1,2-vnitrofetézcové
adukty). Dale se také cisplatina muze vazat na jednom vlaknu na dva nesousedici guaniny
(1,3-vnitrotetézcové adukty), vytvaret mezivlaknové a DNA-Pt-proteinové adukty, nebo
se miZe vazat pouze na guanin na jednom vldknu (Andrezéalova & Orszaghova, 2021).

Vyjmenované adukty cisplatiny s DNA jsou zobrazeny na Obr. 2. Ve v§ech uvedenych
ptipadech se hydratovana cisplatina vaze na N7 atom/atomy purinovych bazi (Jamieson
& Lippard, 1999). Vazba na N7 atomy neni ptekvapiva, jelikoz tato mista jSou nejvice
elektronoveé bohatd a také nejvice dostupna pro elektrofilni atak. Nachazi se ve velkém
zlabku molekuly DNA a nepodili se na parovani bazi pomoci vodikovych mustka (Pizarro
& Sadler, 2009).



Obr. 2: Schematické znazornéni adukti cisplatiny s DNA. Jedna se o 1,2-vnitrofetézcovy GG
adukt (a), 1,2-vnitrotfetézcovy AG adukt (b), 1,3-vnitrofetézcovy GXG adukt (¢), monoadukt (d),
mezifetézcovy GG adukt (e) a adukt DNA-cisplatina-protein (f). Obrazek ptevzat z Brabec et al.,
2017.

Stale se vedou debaty o tom, které adukty cisplatiny S DNA maji nejvétsi vyznam pti
usmrceni nadorové buiiky. VéEtsina odbornikl se shoduje na tom, ze 1,2-vnitrofetézcové
adukty vyvolavaji cytotoxicitu 1épe nez 1,3-vnitrofetézcové adukty. Tento argument
podporuje fakt, ze enzymy opravujici poskozeni DNA jsou schopny Iépe odstranit
1,3-adukty (Ghosh, 2019).

Vazba cisplatiny na DNA vede k naruseni sekundarni struktury této molekuly, kdy
dochazi napt. k lokalnimu rozvinuti ¢i ohybu helixu (stupen ohnuti zavisi na typu aduktu).
Tyto strukturni zmény jsou dulezitym faktorem protinadorové aktivity cisplatiny

(Andrezalova & Orszaghova, 2021).
2.2.1.3 Vazba s nékterymi proteiny

Inhibice replikace a transkripce DNA cisplatinou je pouze jednim z mechanismu
protinadorové aktivity této latky, dulezité je také rozpoznani aduktd s DNA bunéénymi
proteiny (Brabec et al., 2017).

Snahou bunky je vzniklé poSkozeni DNA opravit pomoci NER (z anglického
nucleotide excision repair) a MMR (z anglického mismatch repair) proteint. NER systém
obsahuje 17 riznych proteint, které rozpoznavaji vnitrotetézcové adukty Pt-DNA a poté
odstrani 20 az 29 paria bazi v molekule DNA. Pokud se buiice nepodati opravit poskozeni,
nastane apoptoza (Ghosh, 2019).

Nekteré HMG (z anglického high mobility group) proteiny rozpoznavaji vazbu
cisplatiny na DNA. HMGL1 protein selektivné rozpoznava 1,2-cisplatina-DNA adukt,

vaze se na n¢j a je schopen jej chranit pred opravami (Ghosh, 2019). TBP protein
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(z anglického TATA-binding protein) se s vyssi specifitou vaze na DNA, ktera je
poskozena cisplatinou, nez na TATA box, coz vede K inhibici in vitro transkripce (Pizarro
& Sadler, 2009).

2.2.1.4 Rezistence a nezadouci ucinky

Rezistence souvisi se zménami V bunééném vstiebavani, zvySenou biotransformaci
a detoxifikaci v jatrech, inaktivaci 1é¢iva piipojenim na proteiny, zvySenim oprav DNA
a zvySenim anti-apoptickych mechanismua, ale je také spojena s polyklonalnim
charakterem nadoru (Dasari & Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019).

Nezadoucimi vedlejsimi ucinky pii pouziti cisplatiny jsou nefrotoxicita, protoze 90 %
veskeré exkrece cisplatiny se d¢je prostfednictvim ledvin, dale ototoxicita (diky nevratné
zméné vlasovych bunék v Cortiho organu), hepatotoxicita ¢i také gastrointestinalni

toxicita (nauzea a zvraceni) a mnohé dalsi (Dilruba & Kalayda, 2016; Ghosh, 2019).
2.2.2 Karboplatina

Mechanismus u¢inku karboplatiny je podobny cisplating, ale diky tomu, Ze obsahuje
stabilng&jsi cyklobutandikarboxylatovy ligand, reaguje s nukleofily v mensim rozsahu nez
cisplatina a nevykazuje vyraznou nefrotoxicitu (Pizarro & Sadler, 2009).

Karboplatina vytvaii podobné spektrum DNA adukti jako cisplatina, formuje je vSak
mnohem pomaleji (Brabec et al., 2017). Tato latka je schopna nahradit cisplatinu pfi
kombinované 1é¢bé rakoviny vajecniku (S chemoterapeutikem paclitaxel) diky své

schopnosti snizit vedlejsi u¢inky (Dilruba & Kalayda, 2016).
2.2.3 Oxaliplatina

Oxaliplatina byla poprvé syntetizovana roku 1978 (Pizarro & Sadler, 2009). VétSinou je
podavana v kombinaci s 5-fluorouracilem a leucovorinem pro 1éébu metastazujiciho
kolorektalniho karcinomu. V porovnani s cisplatinou jsou u oxaliplatiny dvé aminové
skupiny nahrazeny trans-1,2-diaminocyklohexanem a chloridové ligandy jsou vyménény
za oxalatové skupiny (Brabec et al., 2017).

Oxaliplatina netvoii DNA adukty tak dobfe jako cisplatina, | presto vykazuje tato latka
podobnou nebo dokonce vyssi cytotoxicitu v né€kolika lidskych nadorovych bunéénych
liniich. Oxaliplatina tak inhibuje bunéény rust stejné jako cisplatina, i kdyz nezpisobuje
tak velké poskozeni DNA (Brabec et al., 2017).



U oxaliplatiny dochazi po vytvoreni adukt s DNA k ohybu této nukleové kyseliny
0 jiny uhel, nez je tomu u cisplatiny, proto tyto adukty mohou byt rozpoznavany jinymi
vnitrobunéénymi proteiny a oxaliplatina tak miize byt aktivni i v bunécnych liniich, které
jsou na cisplatinu rezistentni (Pizarro & Sadler, 2009). Konforma¢ni zmény DNA
zpusobené mezifetézcovymi  vazbami  oxaliplatiny hraji  vyznamnéj$i  roli

Vv protinadorovém ucinku nez stejné vazby vytvorené cisplatinou (Brabec et al., 2017).
2.2.4 Nedaplatina, lobaplatina a heptaplatina

Stejny mechanismus uc¢inku jako u karboplatiny je ofekavan i u nedaplatiny, u niz jsou
jako nosné ligandy opét pouzity aminové skupiny (Pizarro & Sadler, 2009). Pouziti tohoto
lé¢iva je povoleno pouze v Japonsku pro 1écbu malobunééného a nemalobunééného
karcinomu plic, nadorovych onemocnéni hlavy, krku a jicnu. Mezi dal$i 1é€iva na bazi
platiny se fadi lobaplatina, ktera je schvalena pro pouziti pouze v Ciné pro 16¢bu
metastazujiciho karcinomu prsu, chronické myeloidni leukémie a malobunééného
karcinomu plic, a heptaplatina, kterd je povolena pouze V Jizni Koreji pro lécbu

karcinomu Zzaludku (Dilruba & Kalayda, 2016).

2.3 Komplexy na bazi Ru a Os

Rezistence a vedlejsi G€inky cisplatiny jsou hlavnim limitujicimi faktory pouziti tohoto
1é¢iva, a proto je snaha syntetizovat nové komplexni slouc¢eniny obsahujici jako centralni
atom nejen platinu, ale také ruthenium, osmium, rhodium ¢i méd’ (Andrezilova &
Orszaghova, 2021).

Komplexy na bazi ruthenia a osmia byly nejprve navrzeny tak, aby napodobovaly
mechanismus G¢inku komplext obsahujicich platinu. Dnes je zndmo, Ze komplexy s Ru
a Os maji velky potencial jako cytotoxicka 1éCiva a vykazuji jiny mechanismus aéinku

nez konvecni chemoterapeutika (Meier-Menches et al., 2018).
2.3.1 Ruthenium jako centralni atom

Za fyziologickych podminek je ruthenium stabilni ve dvou oxidacnich stavech, a to jako
ruthenaty a ruthenity kation, které¢ vytvaii oktahedralni konfiguraci (Lee et al., 2020).
Naproti tomu platnaté komplexy maji ¢tvercové planarni geometrii, Z cehoz lze usuzovat

na jiny mechanismus G¢inku (Brabec & Novékova, 2006).



2.3.1.1 NAMI-A a KP1019

NAMI-A a KP1019 jsou koordina¢ni slouéeniny na bazi ruthenia, které maji podobnou
strukturu (viz Obr. 3) (Alessio & Messori, 2019). KP1019 pusobi pfimo na primarni
nadorové buiiky, a to pfedev§im u nemalobunécného karcinomu plic ¢i kolorektalniho
karcinomu, a jeho hlavnim mechanismem tG¢inku pravdépodobné neni vazba na DNA
(Andrezalova & Orszaghova, 2021). KP1019 se pravé nachéazi ve fazi klinického
testovani (Paprocka et al., 2022).

Lécivo NAMI-A vstoupilo do faze 1 klinického testovani v roce 1999 jako viibec prvni
latka na bazi ruthenia, ktera kdy byla testovana na lidech. V dalsi fazi testovani bylo
NAMI-A pouzito v kombinaci s gemcitabinem u pacientd s nemalobunéénym
karcinomem plic. Bylo v8ak zjiSténo, Ze tato terapie je u pacienti méné U¢inna nez
gemcitabin samotny. Lécba NAMI-A byla oznacena za nedostate¢né efektivni a v dalSim
testovani se nepokracuje (Alessio & Messori, 2019).

Pfi studiu interakci NAMI-A s DNA bylo zjisténo, Ze tato latka je méné cytotoxicka
nez cisplatina, coz podporuje fakt, ze mnozstvi 1,2-GG a 1,2-GA mezifetézcovych adukti
vytvofenych NAMI-A je mnohem mensi (Brabec & Novakova, 2006). Proto vazba na
DNA neni povazovana u NAMI-A za klicovou vlastnost zodpovédnou za jeji

cytotoxickou aktivitu vii¢i metastazim (Brabec & Kasparkova, 2018).
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Obr. 3: Struktura NAMI-A, [ImH] [trans-RuCls (DMSO)(Im)] (Im=imidazol) (vlevo) a KP1019,
[InH][trans-RuCl4(In)2] (In=indazol) (vpravo)



2.3.1.2 Ru(Il) komplexy obsahujici areny

Koordinaéni slouéeniny o obecném vzorci [(n8-aren)Ru(ll)(en)(CI)]*, kde en znamena
ethylendiamin a aren je zkratkou pro bifenyl (BIP), dihydroantracen (DHA),
tetrahydroantracen (THA), p-cymen (CYM) a benzen (BEN), jejichz struktura je
znazornéna na Obr. 4, se pfednostné vazi na N7 atom guaninu na dvousroubovici DNA,
kterd je pravdépodobné hlavnim cilem pro tyto komplexy. Komplex Ru-BIP je
v n¢kterych studiich (Hanif et al., 2014) oznacovan jako RM175. Vazba na DNA pro
komplexy obsahujici BIP, DHA nebo THA sestava jednak z koordinace na N7 atom
guaninu a také z hydrofobni interakce mezi ligandem arenu a DNA, ktera mtize zahrnovat
vmezefeni komplexu nebo jeho vazbu na maly Zlabek v molekule DNA (Novakova et al.,
2003).

Komplexni slouc¢enina Ru-CYM se neni schopna vmezetit do molekuly DNA, vytvaii
tak koordina¢ni vazby mezi rutheniem a N7 atomem guaninovych bazi. Tento komplex
se také vaze na DNA pomaleji nez cisplatina (Novakova et al., 2003). Adukty
komplexnich sloucenin obsahujicich CYM vice naruSuji konformaci a destabilizuji
dvousroubovici DNA nez komplexy obsahujici tfi aromatické cykly (Brabec &
Novakova, 2006).

+ + +
\
C[/,RU’NHz C|/,RU>NH2 CI/'RU>NH2
HZN\) HQN\) HoN
Ru-BIP Ru-DHA Ru-THA
+ T
CI—RU=NH, Cl—RU=NH,
HZN\) HoN
Ru-CYM Ru-BEN

Obr. 4: Struktura komplexnich slou¢enin o obecném vzorci [(n®-aren)Ru(Il)(en)(CI)]*, kde en
znamena ethylendiamin a aren je zkratkou pro bifenyl (BIP), dihydroantracen (DHA),
tetrahydroantracen (THA), p-cymen (CYM) nebo benzen (BEN).
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2.3.1.3 Dalsi komplexy obsahujici Ru

Cis- a trans-[Ru(l)(DMSO)4Cl2] jsou komplexy obsahujici dimethylsulfoxid
a vykazujici schopnost vazby na DNA. I kdyz cis-izomer této slouceniny je strukturné
podobny cisplating, trans-izomer se na DNA vaze s vétsi efektivitou. Trans-izomer je
také schopny inhibovat RNA syntézu, zatimco cis-izomer ne (Brabec & Novakova,
2006).

Mezi dalsi koordinacni slouCeniny s rutheniem patii latky obsahujici jako ligand
polypyridyl, jez se interkaluji do molekuly DNA (Brabec & Kasparkova, 2018).
Zajimavosti je, Ze vbfeznu roku 2017 latka soznaCenim TLDI1433 obsahujici
polypyridyl vstoupila do klinického testovani (Monro et al., 2019). Protinadorovou
aktivitu vykazuji také nékteré dvoujaderné Ru(Il) komplexy, které, kromé
mezifetézcovych a vnitrofetézcovych vazeb v jedné molekule DNA, vytvati také pricné
vazby mezi dvéma dvousroubovicemi DNA a také mezi proteiny a DNA, coz je vlastnost,
ktera neni pozorovana u zadnych jinych protinadorovych komplexa s rutheniem (Brabec
& Kasparkova, 2018).

2.3.2 Osmium jako centralni atom

Koordinaéni slou¢eniny obsahujici osmium jsou povazovany za alternativu ke
komplextim s rutheniem diky tomu, Ze jsou relativné inertni a dostate¢n¢ stabilni za

fyziologickych podminek (Hanif et al., 2014).
2.3.2.1 Os(II) komplexy obsahujici areny

Kostrhunova et al. (2008) se zabyvali Os(ll) koordina¢nimi slouc¢eninami a jejich
schopnosti vazby na DNA. Pro svou studii vybrali ¢tyti komplexy (viz Obr. 5), kdy
jednim znich je Os(Il) analog komplexni slouceniny Ru-BIP (RM175). Vzorce
zkoumanych komplexti jsou [(n®-bifenyl)Os(Il)(ethylendiamin)(CD)]* (1), [(m°-
bifenyl)Os(I1)(pikolinat)(CD] (2), [(n®-p-cymen)Os(IT)(pikolinat)(C1)] (3), [(M®-p-
cymen)Os(11)(oxinat)(Cl)] (4). Zjistili, ze komplex 1 se na DNA vaze 28x pomaleji nez
jeho Ru(ll) analog. Tato pomalejsi kinetika vSak muze byt vyhodnéjsi, protoze komplex
s Ru je reaktivngjsi a nachylnéjsi k deaktivaci diky interakci s jinymi biomolekulami pied
tim, nez dosahne cilové molekuly DNA. Na DNA se komplex 1 vaze podobnym

zpisobem jako Ru(Il) analog — selektivné se vaze na guaniny (Kostrhunovi et al., 2008).
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Obr. 5: Struktura Os(Il) komplexnich sloucenin  obsahujicich areny: [(n®-
bifenyl)Os(I1)(ethylendiamin)(CI)]* (1),  [(n%-bifenyl)Os(II)(pikolinat)(Cl)]  (2), [(n®-p-
cymen)Os(II)(pikolinat)(C1)] (3), [(n’-p-cymen)Os(I1l)(oxinat)(Cl)] (4)

Dale se v praci Kostrhunova et al. (2008) uvadi, ze na rozdil od cisplatiny vSechny
Os(II) komplexy zkoumané v této praci nezpiisobily ohnuti DNA, které hraje vyznamnou
roli pfi cytotoxickém Uc€inku cisplatiny, coz naznacuje, ze mechanismus u¢inku Os(II)
komplext je jiny. Komplexy 1, 2 a 3 byly schopny rozvinout vlakna dvousroubovice
DNA vice nez komplexy s Ru, coz se na elektroferogramu projevilo jako nezaostieny pas
o nejasné velikosti. Tyto komplexy se na DNA mohou vazat jednak pomoci
nekovalentnich vazeb, jednak pomoci interkalac¢nich ¢i koordina¢nich vazebnych maodu.
Stejni autofi zkoumali také cytotoxicitu téchto komplexi. Zjistili, Ze komplex Os-BIP
vykazuje vysokou aktivitu u linie bunék rezistentnich na cisplatinu. Komplex 4
neinteragoval s DNA stejné jako ostatni komplexy. Tato koordina¢ni slou¢enina nebyla
schopna rozvinout dvousroubovici DNA, coz pravdépodobné znaci, Ze se na DNA nevaze

pomoci nekovalentnich vazeb (Kostrhunova et al., 2008).
2.3.3 Komplexy s biologicky aktivnim substituentem

V této praci byly pro studium vlivu koordinaénich sloucenin na DNA pouzity komplexy
s Ru a Os obsahujici biologicky aktivni substituent. Tyto komplexy nabizi nejen moznost
vylepSeni terapeutického efektu, ale také moznost snizeni davky pii distribuci do

organismu (niz$i toxicita pro organismus). Kombinovany mechanismus pusobeni je
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vyhodny k pfekonéani vnitini rezistence, stejné tak k zabranéni vzniku ziskané rezistence.
Duilezita je dostate¢na stabilita danych komplexii z toho diivodu, aby se dvé (nebo vice)
biologicky aktivnich forem dostalo do cilové buiiky (Starha & Travnicek, 2019).

Tyto protinadorové komplexy mohou uvoliiovat bioaktivni ligand a cytotoxickou
formu obsahujici kov, mohou uvoliiovat pouze bioaktivni ligand z inaktivni formy
obsahujici kov (komplex piredstavuje nosi¢ lé¢iva) nebo nemusi uvoliiovat bioaktivni
ligand vibec (Starha & Travni¢ek, 2019). Disociace biologicky aktivniho ligandu miize

byt aktivovana redukci, interakci se specifickym enzymem ¢i viditelnym svétlem

(Renfrew, 2014).

2.4 Testovani biologické aktivity potencidlnich protinadorovych

slouCenin

Jak jiz bylo uvedeno v Uvodu, nové pfipravené komplexni slou¢eniny musi byt
podrobeny nejriznéjSim métenim biologické aktivity. Jednd se zejména o stanoveni
cytotoxicity in vitro, studium apoptozy, detekci reaktivnich forem kysliku (ROS) ¢i
studium interakci s DNA (pomoci agarosové elektroforézy, mikroskopie atomarnich sil
¢i fluorescenéni emisni spektrometrie) (Zhao et al., 2019). Agarosova elektroforéza je
blize popsana v souvislosti s provedenymi experimenty v kapitole 3.5.2. Uvedeny vycet
metod neni vycerpavajici, jejich popis vsak piesahuje rozsah této prace.
aktivity. Pouziva tkanové burniky in vitro k pozorovani bunécného ristu, déleni ¢i
morfologickych zmén (Li et al., 2015). Pro stanoveni in vitro cytotoxicity slouzi MTT
test (MTT je zkratkou pro 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid),
test laktat dehydrogenasové aktivity, test zivotaschopnosti bunék neutralni ¢erveni nebo
také test stanoveni obsahu proteini v Zivych bunikdch pomoci Bradfordovy metody
(Fotakis & Timbrell, 2006).

Dal8i moznost testovani biologické aktivity se napf. opird o stanoveni apoptozy
a kvantifikuje se nejCastéji pomoci prutokové cytometrie. Analyza tohoto mechanismu
vyuziva dé&ji, které jsou spojovany s timto procesem. Jedné se o translokaci latek na
plasmatické membrang, aktivaci kaspas ¢i o rozklad DNA endonukleasami (McKinnon,
2018).
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2.5 Testovani interakci potencidlnich protinadorovych sloucenin s
DNA

Zjisténi, ze hlavnim cilem cisplatiny po vstupu do organismu je molekula DNA, vedlo
k tomu, Ze u nov¢ ptipravenych komplexnich slouc¢enin s Ru a Os byly nejprve testovany
pravé jejich interakce s DNA (viz puvodni ¢lanky Novakova et al., 2003; Kostrhunova et
al., 2008). Tato prace se zabyva dvéma metodami studia interakci komplexnich slouc¢enin
s DNA, a to detekci nukleasové aktivity komplexnich sloucenin (viz kapitola 2.6)
a studiem zmén v mobilité plasmidové DNA v agarosovém gelu po interakci s komplexy.
Experimenty maji za cil co nejvice prozkoumat vazebné moznosti komplexti na molekulu

DNA.

2.5.1 Vlastnosti plasmidové DNA a jeji priprava pro studium

vazebnych interakci s cytostatiky

Komplexni slou¢eniny mohou s DNA interagovat rtizné (Pages et al., 2015) — viz kapitola
2.5.2. Pro charakterizaci vazebnych interakci slouzi jako model DNA plasmidova DNA,
ktera je dostate¢nou nahradou genomické DNA. Plasmidy jsou stabilni molekuly, které
se replikuji nezévisle na chromosomalni DNA hostitele a diky své relativn€ malé velikosti
1 velmi rychle. Plasmidy se béZné pouzivaji jako klonovaci vektory. Genomicka DNA
naproti tomu ma vétsi velikost a nelze ji pouzit jako klonovaci vektor (Madigan et al.,
2009).

Vétsina izolované plasmidové DNA se nachazi v superhelikalni formé (SC forma).
V burice je vsak vétsinou ve formé cirkularni, n€kdy i linearni. Plasmidy obsahuji geny,
které zajist'uji jejich vlastni replikaci. PrestoZe neobsahuji geny nezbytné pro hostitele,
mohou nést informace ovliviiujici fenotyp hostitele. Nejrozsifené;si a nejvice studovanou
skupinou jsou plasmidy udélujici hostiteli schopnost rezistence k antibiotikiim a jinym
ristovym inhibitorim, coz ¢ini selekci klonti obsahujicich dany plasmid jednodussi.
Jednim z klasickych plasmidi pouzivanych v klonovani je plasmid pUC19, jehoz
struktura je znazornéna na Obr. 6 (Madigan et al., 2009).
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Obr. 6: Mapa plasmidu pUC19. Obsahuje geny kodujici rezistenci k antibiotiku ampicilinu.
Uvniti genu lacZ je klonovaci misto, které mtize byt nastépeno restrikénimi endonukleasami, a
do kterého muze byt vlozen zvoleny insert. Pro kontrolu transformace se vyuziva blue-white
screening, ktery vyuzivd genu lacZ a jeho schopnosti produkovat (-D-galaktosid
galaktohydrolasu (B-galaktosidasa, EC 3.2.1.23). Obrazek upraven podle Madigan et al, 2009.

Pro experimenty vyZzadujici DNA lIze tuto molekulu nejen klonovat v hostitelském
organismu (Miles & Wolf, 1989), ale lze také rizn¢ dlouhé oligonukleotidy de novo
syntetizovat (Song et al., 2021). Escherichia coli je jednou z nejcastéji pouzivanych
bakterii pro produkci plasmidové DNA (Miles & Wolf, 1989). Pii ptipravé plasmidu
pomnozenim v hostitelské butice je DNA riznymi zptisoby methylovana. To proto, ze
bakterie obsahuji restrikéni modifikacni systém, jez rozpoznava vlastni methylovanou
DNA a cizi nemethylovanou DNA, kterou odstraniuji za pomoci restrikénich endonukleas
(Johnston et al., 2019).

Existuje mnoho kment E. coli — napi. DH5a, FHK 12, GM124, IM108 ¢i K12 3000.
Velmi pouZivanym je kmen TOP10, ktery je rezistentni na streptomycin. Kmen Top10F'
je navic oproti kmenu TOP10 rezistentni na tetracyklin

(https://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes).

2.5.2 Zpisoby interakce komplexu s DNA

Existuje mnoho zpusobi, kterymi se mohou komplexy na DNA vazat (viz Obr. 7).
O nékterych znich bylo pojednano v souvislosti s konkrétnimi koordinacnimi
slouceninami jiz v kapitolach 2.2 a 2.3. Vyhodou komplexu je jejich variabilita, ktera
muze byt ddna typem kovu, jeho oxidacnim stavem, koordinovanymi ligandy ¢i velikosti

a tvarem komplexu (Andrezalova & Orszaghova, 2021).

15



Obr. 7: Moznosti vazby komplexni slou¢eniny na molekulu DNA. Koordina¢né-kovalentni vazba
(A), vmezefeni slouceniny mezi pary bazi (B), elektrostatické interakce (C), bisinterkalace (D),
vlaknita interkalace (z anglického threading intercalation) (E), inserce (F), vazba na maly Zlabek
(G), vazba na velky Zlabek (H). Obrazek upraven podle Andrezalova & Orszaghova, 2021.

Komplexni slou¢eniny se mohou na DNA vazat kovalentné (napf. cisplatina) nebo
nekovalentné pomoci vratné vazby, a to diky vmezetfeni slouCeniny, elektrostatickym
interakcim se zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou nebo interakcim s velkym ¢i
malym zlabkem na molekule DNA (Strekowski & Wilson, 2007). Jednotlivé zptsoby

interakce (viz Obr. 7) jsou popsany dale.
2.5.2.1 Interkalativni vazba

Jedna se o typ nekovalentni vazby. Dochéazi k vmezeteni planarniho aromatického kruhu
mezi pary bazi v molekule DNA. Lerman (1961) popsal jako prvni tento typ vazby, ¢imz
vysvétlil silnou afinitu jistych heterocyklickych aromatickych barviv k DNA. Interkalaci
doprovazi stabilizace, prodlouzeni ¢i rozvinuti molekuly DNA. Uhel, o ktery dojde
k rozvinuti dvou vlaken, zavisi na typu slouceniny (napft. ethidiovy kation rozvine DNA
0 26 °) (Strekowski & Wilson, 2007).

U nékterych komplexii se mize jejich aromatickd ¢ast vmezetit mezi DNA baze,
zatimco druhy ligand interaguje se zlabky na DNA. Piikladem takovychto sloucenin
S dualnim modem interakce jsou polosendvi¢ové Ru(Il)-aren komplexy (Andrezalova &
Orszaghova, 2021).

Nékteré komplexni slouceniny se mohou vazat na DNA pomoci vléknité interkalace
(z anglického threading intercalation), kdy se aromaticka ¢ast komplexu vmezetfi mezi
pary bazi a ostatni substituenty stejné slouceniny interaguji S malym a zaroven i1 velkym
zlabkem (Strekowski & Wilson, 2007).

Tzv. bisinterkalace je vmezeteni mezi dva pary bazi v molekule DNA. Slouceniny,
které se na DNA véazou timto zptisobem maji dva plandrni aromatické kruhy kovalentné

spojené napi. uhlovodikovym fetézcem o rizné délce. Tito tzv. bisinterkalatofi se Casto
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vazou na DNA svétsi afinitou nez slouceniny, které se vmezetuji pouze jednim

aromatickym ligandem (Andrezdlova & Orszaghova, 2021).
2.5.2.2 DalSi typy vazeb

Inserce je dalsim typem vazby komplexnich slou¢enin na molekulu DNA. Rozdil mezi
slouceninami s timto typem vazby a interkalatory je ten, ze interkaldtofi se vmezeiuji
mezi pary bazi, aniz by je naruSily, zatimco slouceniny, které se insertuji, par bazi
v molekule DNA nahradi. Nékteré komplexy na bazi rhodia se na DNA véazou pomoci
tohoto unikatniho typu vazby (Zeglis et al., 2007).

Vazba na zlabky na molekule DNA je stabilizovana elektrostatickymi silami, van der
Waalsovymi silami, hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi vazbami. S velkym
zlabkem vétSinou interaguji velké molekuly proteini, zatimco s malym zlabkem mensi

molekuly (Andrezalova & Orszaghova, 2021).

2.5.3 Testovani zmény v mobilité plasmidové DNA po interakci

s komplexy

Jak je uvedeno vySe, komplexni sloufeniny mohou interagovat s DNA pomoci
koordinac¢né-kovalentni vazby, elektrostatickych interakci ¢i vimezetenim mezi pary bazi
v molekule DNA (vazebné moznosti jsou zkoumany napf. V ¢lancich Fang et al., 2013;
Zhao et al., 2019). Tyto interakce je mozné detekovat diky zmeéné v mobilité plasmidové
DNA pfi agarosové elektroforéze.

Zhao et al. (2019) studovali dvoujaderné Ru(II) komplexy, jejichz elektroferogramy
jsou znazornény na Obr. 8. Pro koordina¢ni slouceniny 1 a 2 je patrny pokles rychlosti
migrace superhelikalni formy plasmidu pBR322, coz znaci kovalentni vazbu komplext
k plasmidové DNA. Pro komplexy 3 a 4 nebyla pozorovana zména v mobilité¢ u zadné
z testovanych koncentraci. Pro vSechny komplexy plati, Ze intenzita fragmenti se se
zvysujici se koncentraci komplexu snizovala, coZ podle autor naznacuje, Ze se komplexy
vmezetuji do DNA misto interkala¢niho barviva ethidium bromidu. Pozorovany posun
v mobilité¢ je zpiisoben vyssi relativni molekulovou hmotnosti DNA s navazanym
komplexem. Zhao et al. (2019) na zéklad¢ provedené agarosové elektroforézy odvozuji,
ze komplexy 1 a 2 se na DNA vazi kovalentné, zatimco komplexy 3 a 4 se do DNA

vmezefuji.
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Obr. 8: Elektroferogramy znazoriujici zménu mobility plasmidu pBR322, ktery byl inkubovan
s ruznymi koncentracemi Ru(Il) komplexii. Draha 1-9: komplex (0, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640
a 1280 uM) + DNA. Forma I plasmidové DNA odpovida superhelikalni formé, forma II plasmidu
odpovida oteviené kruhové forme. Obrazek upraven podle Zhao et al., 2019.

2.6 Testovani nukleasové aktivity potencialnich protinadorovych

sloucenin

Koordina¢ni slou¢eniny se nemusi na molekulu DNA pouze vazat, ale mohou také
vykazovat nukleasovou aktivitu, tedy schopnost stépit molekulu DNA. Komplexy se pak
oznaCuji jako tzv. umélé nukleasy, které mohou DNA S$tépit hydrolyticky nebo
oxidativné. Oxidativni §té€peni obvykle zahrnuje tvorbu reaktivnich forem kysliku (Yu &
Cowan, 2018).

Pokud je superhelikalni forma plasmidové DNA §tépena na jednom vlakné (anglicky
se toto Stépeni oznacuje jako ,,nicking*), dochézi k vytvotreni uvolnéné oteviené kruhové
formy plasmidu (z anglického open circular form, téz se oznacuje jako ,,nicked form®,
OC forma). Pokud je Stépeno i komplementarni vlakno piiblizné do vzdalenosti 16 bp od
§tépu na prvnim vlaknu, vytvofi se linearni plasmidova DNA (L forma) (viz Obr. 9).
V agarosovém gelu se nejrychleji pohybuje superhelikalni forma, pak linearni forma a
nejpomalejsi je oteviena kruhova forma plasmidové DNA (Ragheb et al., 2015). Pokud
nejsou na elektroferogramu pozorovany zadné fragmenty, dochéazi podle Vanco, et al.

(2021) k uplnému stépeni molekuly DNA na nukleotidy, které nemohou byt detekovany.
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Obr. 9: Konformace plasmidové DNA

Historicky se vétSinou interakce komplexti s DNA studovaly v kombinaci
s nukleasovou aktivitou v zavislosti na koncentraci. Massoud et al. (2016) ve své praci
zkoumali interakce dvoujadernych Ni(II) komplext (1 a 2) a Cu(Il) komplext (3 a 4)
s DNA. Z Obr. 10 podle autort vyplyva, ze komplexy 1 a 2 rozvinuly plasmidovou DNA,
coz lze na elektroferogramu pozorovat jako nezaostieny pas o nejasné velikosti.
Komplexy 3 a 4 nevykazovaly podle autoru zadnou nukleasovou aktivitu. SniZeni
intenzity fragmentu odpovidajictho SC formé plasmidu u nejvyssi koncentrace je
pravdépodobné zpuisobeno vmezetenim komplexu mezi pary bazi namisto ethidium
bromidu. Massoud et al. (2016) provedli experimenty také v piitomnosti vychytavaci
volnych radikalt ¢i chelatujiciho ¢inidla EDTA pro lepsi porozuméni mechanismu G¢inku
komplexnich sloucenin pii interakci s DNA (vliv vychytava¢i ROS podrobné&ji rozebran

v ¢asti Vysledky a diskuse v kapitole 4.2.1).

Komplex 2 Komplex 1

neg.
300uM  100puM  33uM 11 uM 300uM  100puM  33uM 11 uM kontrola SCforma Lforma

Komplex 3 Komplex 4
neg.
3004M  100uM  33uM  1MuM | 300pM  100xM  33uM 11 uM | kontrola  SCforma  Lforma

Obr. 10: Elektroferogramy znazoriujici interakci komplext 1, 2, 3 a 4 o koncentracich 11-300
UM s plasmidem pUC19 (koncentrace parti bazi 23 uM). L forma plasmidu byla linearizovana
endonukleasou Hindlll. Obrazek upraven podle Massoud et al., 2016.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Komplexni slouceniny

V této praci byly studovany nové nasyntetizované komplexni sloudeniny [Ru(n®-
pcym)(L)CI]PFs a [Os(n°-pcym)(L)CI]PFs s riiznymi ligandy, kde L znamena N,N'-
ethandiylbis(1-(1-naftyl)methanimin), L2 je zkratkou pro N,N'-ethandiylbis(1-(9-
fenantryl)methanimin) alL® znamena N,N'-ethandiylbis(1-(4-pyrenyl)methanimin).
Vzorce téchto komplexti jsou uvedeny na Obr. 11. Déle byla pro experimenty pouzita
cisplatina a komplex [Ru(n®-pcym)(en)CI]PFs, kde en je zkratkou pro ethylendiamin.

, : |PF, |PF
R”\Cl &/ Os\cn
/\_/ O % \__:

. :  |pF PF,

O o OS\C,
oA A & > AR 0

O PF,
R AR

O R“\cu

—Ru~ )

SR
«

Ru-CYM

Obr. 11: Komplexni slou¢eniny pouzité V této praci. [Ru(n’-pcym)(LY)CI]PFs (2a), [Os(n®-
pcym)(LY)CIIPFs (2b), [Ru(n’-pcym)(LA)CIIPFs (3a), [Os(n’-pcym)(L?)CIIPFs (3b), [Ru(n®-
pcym)(L3)CI]PFs (4a) a [Ru(n®-pcym)(en)CI]PFs (Ru-CYM).
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3.2 Biologicky material a reagencie pro molekularné biologické

metody

Pro molekularné biologické metody bylo pracovano s bakterialni kulturou Escherichia
coli kmen TOP10 nesouci plasmid pUC19 (Thermo Fisher Scientific, USA). Dale byly
pouzity tyto reagencie — 6x DNA Loading Dye a GeneRuler 1 kb DNA Ladder od firmy
Thermo Fisher Scientific (USA), GelRed Nucleic Acid (Biotium, USA), Ndel spolu
s pufrem NEB 2.1 (New England Biolabs, USA). Pro izolaci plasmidové DNA bylo
pracovano s kitem QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, SRN).

Byly pouzity také nasledujici chemikalie od firmy Sigma-Aldrich (USA): glycerol,
EDTA, kyselina octova, dimethylsulfoxid, ethanol, modif bromfenolova, Tris a voda
prosta nukleas. Dale bylo pracovano se SeaKem LE agarosou (Lonza Group, CHE) a

peroxidem vodiku (Sigma-Lachema, CR).

3.3 Pristrojové vybaveni a dalSi pomiicky

e Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA)

e PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

e SafeBlue Illuminator/Electrophoresis System, MBE-150 (Major Science,
Taiwan)

e centrifuga Multi-Spin MSC-6000 (Biosan, USA)

e minicentrifuga (Benchmark, USA)

e vortex V-1 Plus (Biosan, USA)

e centrifuga 5418R (Eppendorf, SRN)

e magneticka michacka Intelli-Stirrer MSH 300i (Biosan, USA)

e analytické vahy (Denver Instrument, USA)

e analytické vahy 440-35N (Kern & Sohn GmbH, SRN)

e laboratorni vahy PS 210.R2 (Radwag, Polsko)

e pH metr — pH 50 + DHS (XS Instruments, Indie)

o spektrofotometr Synergy microplate reader (Biotek Instruments, USA)

e inkubator (Memmert, SRN)

e mikrovinna trouba (Panasonic, JPN)

e clektroforeticka cela B1A-10 s hiebinky (Thermo Fisher Scientific, USA)
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3.4 Roztoky pro agarosovou elektroforézu

e TA pufr
o 20 mM Tris/kyselina octovd pH=7,4 (roztok piipraven 10x
koncentrovany)
e TAE pufr
o 40 mM Tris/kyselina octova pH=8,0; 1,3 mM EDTA (roztok pfipraven
10x koncentrovany)
e NandaSeci pufr

o 60% (v/v) glycerol; 0,03% (w/v) bromfenolova modft

3.5 Metody

3.5.1 Izolace plasmidové DNA metodou precisténi na vrstvé silikatu

Plasmidova DNA byla izolovana pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, SRN).
Postup byl s  modifikacemi  provadén  podle  protokolu  vyrobce
(https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-
purification/dna-purification/plasmid-dna/giaprep-spin-miniprep-kit/).

Po izolaci plasmidové DNA je pro dal$i praci nutné zméfit jeji koncentraci. K tomuto
ucelu byl pouzit ptistroj Synergy microplate reader, ktery p¥imo spektrofotometricky
méfi koncentraci dvouvlaknové DNA pii vinovych délkach 260 a 280 nm pomoci Gen5
softwaru (protokol dostupny na strankach vyrobce:
https://www.biotek.com/products/software-robotics-software/gen5-microplate-reader-

and-imager-software/).
3.5.2 Detekece vlivu cytostatik na DNA (agarosova elektroforéza)

Pro pozorovani interakci komplexnich sloucenin a vybranych organickych molekul
s DNA byla provedena agarosova elektroforéza. Pfi studiu nukleovych kyselin pomoci
této metody dochdzi k pohybu zaporné nabité cukr-fosfatové kostry DNA ke kladné
nabité anod¢ (Pingoud et al., 2002). Elektroforéza probiha za konstantniho napéti
(Sanderson et al., 2014).

V této praci byly vykonany dva experimenty zaméiujici se na detekci nukleasové
aktivity komplexnich slou¢enin a na pozorovani zmény v mobilit¢ plasmidu v
agarosovém gelu po interakci s komplexy. Dvéma hlavnimi rozdily mezi témito

experimenty je pridavek EDTA a kratsi doba inkubace u experimentu pro pozorovani
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nukleasové aktivity. EDTA se do pufru pfidava, protoze chelatuje hofecnaté kationty,
¢imz inaktivuje potencidlni DNA nukleasy (Mg?* je jejich esencialnim kofaktorem).
Pii pH okolo 8 jsou tii COOH skupiny na EDTA ve form¢ COO", ¢imz piispivaji
k vodivosti roztoku (Sanderson et al., 2014).

Byly pouzity nizSi koncentrace agarosy, které separuji fragmenty o vysSich
molekulovych hmotnostech (Pingoud et al., 2002), a to konkrétné 0,8% (w/v) agarosovy
gel v 1x TAE pufru pro detekci nukleasové aktivity a 1% (w/v) agarosovy gel v 1x TA
pufru pro experimenty stanovujici zménu v mobilit¢ DNA Vv agarosovém gelu. Pro
vizualizaci DNA fragmentl bylo pouzito barvivo GelRed (1,5/4 pul podle velikosti gelu).
Podle vyrobce (https://biotium.com/product/gelred-nucleic-acid-gel-stain/) se, na rozdil
od ethidium bromidu (Pingoud et al., 2002), nejedna o cytotoxické ¢i mutagenni barvivo,
protoze neprochdzi bunéénou membranou a nemiize tak interagovat s DNA.

Pro porovnani velikosti fragmentt DNA byly pouzity 3 pg markeru. Negativni
kontrola obsahovala ve vSech experimentech 250 ng plasmidu pUC19. Pro experiment
stanovujici nukleasovou aktivitu elektroforéza probihala 60 min pii 120 V za laboratorni
teploty, zatimco pro experiment stanovujici zménu v mobilit¢ plasmidové DNA
elektroforéza probihala 100 min pti 90 V a pii teploté 4 °C. K vizualizaci fragmentt v

agarosovém gelu byl gel vlozen do pfistroje Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA).
3.5.2.1 Analyza nukleasové aktivity

Objemy vSech reak¢nich smési byly nastaveny na 10 pl pomoci vody prosté nukleas. Do
kazdé reak¢éni smési bylo ptidano 250 ng plasmidu pUC19. Pro piipravu reakénich smési
byly dale pouzity roztoky komplexnich sloucenin 10x koncentrované a rozpusténé ve
100% (v/v) DMSO. Finalni koncentrace téchto roztoki odpovidala koncentracim —
10 mM, 5 mM, 1 mM, 500 uM, 100 puM, 50 uM a 10 uM. Finalni koncentrace DMSO
Vv reakéni smési Cinila 10 % (v/v). Pro experiment v pfitomnosti peroxidu vodiku byl do
reakéni smési piidan 3% (v/v) H202 o finalni koncentraci 0,3 % (v/v). Vzorky byly
inkubovany 1 h pti 37 °C. Pred aplikaci na agarosovy gel byly k jednotlivym vzorktim
ptidany 2 pl barviva 6x DNA Loading Dye.

Nasledujici text v tomto odstavci je vénovan piipravam kontrolnich reak¢énich smési.
Pro ptipravu roztoku obsahujiciho restrik¢éni endonukleasu Ndel bylo do reakéni smési
ptidano 10 U enzymu a pufr NEB 2.1 o finalni koncentraci 1x ze zasobniho roztoku 10x,
pro negativni kontrolu s peroxidem vodiku byl piidan 3% (v/v) H20- 0 finalni koncentraci
0,3 % (v/v) a pro negativni kontrolu s DMSO byl pfidan 100% (v/v) DMSO o finalni
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koncentraci 10 % (v/v). Negativni kontrola bez DMSO obsahovala pouze plasmid pUC19

a vodu prostou nukleas.
3.5.2.2 Analyza mobility plasmidové DNA po interakci s cytostatiky

Objemy vsech vzorkl byly nastaveny na 10 ul. Kazda reakéni smés obsahovala 250 ng
plasmidu pUC19. Pro piipravu reakénich smési byly dale pouzity roztoky komplexnich
slouc¢enin 10x koncentrované a rozpusténé ve 100% (v/v) DMSO. Finalni koncentrace
téchto roztokl odpovidala koncentracim — 10 mM, 5 mM, 1 mM, 500 uM, 200 uM, 150
uM, 100 puM, 75 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM a 1 pM. Finalni koncentrace DMSO v reak¢ni
smési Cinila 10 % (v/v). Vzorky byly inkubovany 24 h pti 37 °C. Pted aplikaci na gel

byly k jednotlivym vzorktim piidany 2 ul bromfenolové modii.
3.5.2.3 Image Lab 6.0.1

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru Image Lab 6.0.1 od firmy Bio-Rad (verze
softwaru 6.1 dostupna z:  https://www.bio-rad.com/en-cz/product/image-lab-
software?|D=KREG6P5E8Z).

Pro vybrané komplexni slouc¢eniny byl za pomoci tohoto programu proveden vypocet
procentudlniho zastoupeni jednotlivych forem vzhledem k negativni kontrole. Vypocty

byly provedeny podle vzorce

Adjusted Band Volume (Intensity) 100

Adjusted Total Band Volume (Intensity)peg ctr
kde Adjusted Band Volume (Intensity) je objem fragmentu, od kterého je odecteno
pozadi, a Adjusted Total Band Volume (Intensity) je objem vSech fragmentd v draze pro
negativni kontrolu, od kterych je také odecteno pozadi. Objem (volume) je v tomto

softwaru vyjadien jako pocet pixelt.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Nasledujici kapitoly jsou vé€novany nejprve Kkontrolnim analyzam s cisplatinou,
organickymi molekulami L a L? a komplexem Ru-CYM v piitomnosti a nepfitomnosti
peroxidu vodiku za podminek, jez byly definovany v Experimentdlni c¢asti pro
experimenty zamétujici se na detekci nukleasové aktivity a zmény v mobilité plasmidové
DNA s navazanymi komplexnimi slou¢eninami v agarosovém gelu tak, aby mohly byt
nasledné odhaleny vazebné interakce nové ptipravenych Ru(Il) a Os(II) komplexti pod
oznadenimi 2a, 2b, 3a, 3b a 4a s DNA. Cistota testovanych preparati byla v kompentenci

Katedry anorganické chemie.

4.1 Negativni kontroly — identifikace konformaci plasmidové DNA pro
pUC19

Pro identifikaci, standardizaci a porovnani vzorii za reak¢énich podminek podle ¢lankt
(Massoud et al., 2016; Zhao et al., 2019), byl proveden experiment s negativnimi
kontrolami. Na Obr. 12 se v 1. draze nachazi 1 kbp marker (pouzit ve vSech
experimentech), u kterého je oznacen pocet bazi, které odpovidaji superhelikalni formé
(SC, 1500 bp) a linearni form¢ (L, 3000 bp) plasmidové DNA. Ve 2. draze je kontrola
L formy plasmidu — plasmidova DNA linearizovana restrikéni endonukleasou Ndel.
Fragmenty, které odpovidaji SC formam pro drahy ¢islo 3 a 4, maji zastoupeni SC formy
v ramci dané drahy velmi podobné (pro 3. — 97 %, pro 4. — 97,8 %). Linearizovana forma
plasmidu ve 2. draze ptesné neodpovida linearni formé plasmidu v drahach ¢islo 3 a 4 (je
v nich obsazena Vv nizs§i koncentraci — neni v agarosovém gelu tak zpomalovana).
V 5. draze se nachazi negativni kontrola obsahujici peroxid vodiku, ktery, jak je patrné

z Obr. 12, §tépi plasmid na jednom vlaknu a vznika OC forma plasmidové DNA.
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Obr. 12: Elektroferogram: Leva Cast obrazku (A) bez uprav. Prava ast obrazku (B) byla
zesvétlena pomoci programu Image Lab 6.0.1. 1 kbp marker (1), plasmid linearizovany Ndel (2),
negativni kontrola pouze ve vodném prostiedi (3), negativni kontrola s piidavkem DMSO (4)
a negativni kontrola s ptidavkem H»O- (5). Vyznac¢ena SC, OC a L forma plasmidu.

4.2 Detekce nukleasové aktivity v pritomnosti a nepiitomnosti

peroxidu vodiku

Experimenty byly provedeny ve vodném prostiedi a v pfitomnosti standardniho ptidavku
volnych kyslikovych radikala ve form¢ peroxidu vodiku o finalni koncentraci v reakéni

smési 0,3 % (V/V).

421 Vliv H202 a vychytavac¢ia volnych radikala na nukleasovou

aktivitu

Peroxid vodiku jako reaktivni forma kysliku (ROS) je schopen §tépit DNA (mé¢la by tak
vzniknout OC forma plasmidu) (Gokge & Gup, 2013; Razaet al., 2016). Pro zjisténi vlivu
ROS v mechanismu $tépeni Cu(Il) komplext byla v praci Gok¢e & Gup (2013) agarosova
elektroforéza provedena v pfitomnosti peroxidu vodiku a vychytavaci volnych radikali.
Samotné komplexy Vv nepfitomnosti H2O2 a vychytavaci ROS stépily jedno vldkno na
molekule DNA. V piitomnosti H202 dochazelo ke §tépeni jednoho nebo dvou vlaken na
plasmidu (OC forma ptevazovala nad L formou). Autofi z toho vyvodili, ze bud’ mohlo
dochazet v tomto piipadé k hydrolytickému Sté€peni, nebo i Vv nepfitomnosti oxida¢niho
¢inidla ke §tépeni oxidativnimu. Oxidativni §t€peni DNA mohlo byt zptisobeno ligandem.

Jako vychytavace volnych radikalt byly v praci Gok¢e & Gup (2013) pouzity DMSO
(vychytava¢ hydroxylovych radikali), KI (vychytava¢ H202), NaNs (vychytavaé
reaktivniho kysliku) a EDTA (chelatujici ¢inidlo). V ptitomnosti DMSO nebyla na
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elektroferogramu pozorovdna zadna zmeéna ve Stépeni DNA komplexem, z ¢ehoz
vyplyva, ze hydroxylové radikdly nemaji u zkoumanych komplexti vliv na nukleasovou
aktivitu. V ptitomnosti KI doslo k vyznamnému sniZeni schopnosti komplexu S$tépit
DNA, coz znaci, ze H20> hraje urcitou roli pii St€peni DNA.

Jiné vychytavace reaktivnich forem kysliku byly pouzity v praci Raza et al. (2016), ve
které se autofi zabyvali Fe(Il) komplexy obsahujicimi quercetin. Aby hloubé&ji
prozkoumali jejich mechanismus Stépeni DNA, pouzili glycerol (vychytavaé
hydroxylovych radikalti), superoxid: superoxid oxidoreduktasu (superoxiddismutasa,
SOD, EC 1.15.1.1) (vychytavac superoxidovych radikali), H.O2: H20, oxidoreduktasu
(katalasa, CAT, EC 1.11.1.6) (odstraniuje H202) a samotny peroxid vodiku. Autofi
porovnali, jak je DNA stépena samotnym komplexem a co se d&je v pfitomnosti
jednotlivych vychytavact a H20: (stejné jako u pfedchoziho €lanku). Samotny komplex
Stépi DNA na jednom vlakné (stejné jako peroxid vodiku). Zjistili, Ze po ptidavku
katalasy ke Stépeni DNA nedoslo, coz znaci, ze H20 hraje dilezitou roli v nukleasové

aktivité komplexu.
4.2.2 Test nukleasové aktivity cisplatiny jako pozitivni kontroly

Vzhledem ktomu, ze vazebné interakce cisplatiny s DNA jiz historicky pomoci
agarosové elektroforézy studovany byly (Keck & Lippard, 1992) a mechanismus jejiho
ucinku je znamy (viz ptehledové ¢lanky — Dasari & Tchounwou, 2014; Dilruba &
Kalayda, 2016; Brabec et al., 2017; Ghosh, 2019), byla tato latka pouzita jako pozitivni
kontrola pro studium interakci nové pripravenych komplexnich slou¢enin s DNA.

Z Obr. 13 pro experiment v nepfitomnosti peroxidu vodiku je patrné, ze se neprojevila
zména v mobilit¢ fragmentl, které odpovidaji SC formé plasmidové DNA. Tento
elektroferogram vsak neodpovida tomu, co je znamé z literatury (Keck & Lippard, 1992).
Duivod vzniku tohoto neobvyklého vysledku zatim nema vysvétleni, mohlo se jednat o
chybu v provedeni experimentu. U koncentrace 1 mM doslo k zeslabeni intenzity
fragmentu, ktery odpovida SC formé plasmidu, a u koncentraci 5 a 10 mM k degradaci
DNA na nukleotidy. To je snejvétsi pravdépodobnosti zptisobeno vysokymi

koncentracemi komplexu, které pievysuji terapeutické davky (Tsang et al., 2009).
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Obr. 13: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro cisplatinu — experiment v pfitomnosti
a nepiitomnosti peroxidu vodiku.

V ptitomnosti peroxidu vodiku bylo v rozmezi koncentraci 10 uM — 1 mM naStépeno
jedno vlakno plasmidové DNA. Se zvySujici se koncentraci komplexu se zeslabovala
intenzita fragment odpovidajicich SC formam plasmidu. U fragmentd, jez odpovidaji
OC formam plasmidu, doslo ke stejnému jevu, a navic i ke zrychlovani fragmentt
v agarosovém gelu. U koncentraci 5 a 10 mM byla plasmidova DNA zcela degradovana.

V Teoretické ¢asti této prace byl popsan mechanismus uc¢inku cisplatiny pti vazbé na
jadernou DNA. Cisplatina se vSak také muze vazat na mitochondridlni DNA, coz
zpusobuje oxidativni stres a tvorbu reaktivnich forem kysliku (Aminuddin et al., 2020).
Na zakladé tohoto experimentu lze vsak konstatovat, ze cisplatina tvorbu volnych
radikalt nevyvolava, protoze v neptitomnosti peroxidu vodiku tato latka nestépila jedno

vlakno dvousroubovice DNA, jako tomu bylo v ptitomnosti H20x.

4.2.3 Test nulové nukleasové aktivity kontrolnich organickych molekul
LlalL?

Kontrolni experimenty byly provedeny také s organickymi molekulami L! a L2, které jsou
soucasti komplexnich sloucenin 2a, 2b, 3a a 3b. Pro slou¢eninu L! plati, ze zastoupeni
SC, OC a L formy je u vSech koncentraci v€etn& negativni kontroly stejné¢ (SC forma —
96 %, OC forma — 2 %, L forma — 2 %). Tato molekula tedy s DNA neinteraguje (viz
Obr. 14). Jak je patrné z Obr. 15, u molekuly L2 bylo nastépeno jedno vlakno plasmidové
DNA (zastoupeni SC formy — 72 %, L formy — 1 % a OC formy — 27 %).

V piitomnosti peroxidu vodiku doslo k pfechodu z SC formy plasmidové DNA na OC
formu (pro latku L! — 14 % SC formy a 86 % OC formy). Z provedeného experimentu ve
vodném prostfedi a v pfitomnosti H2O2 vyplyvd, ze molekula L nevyvoldva tvorbu
volnych radikaléi. U molekuly L2 byl plasmid §tépen V pfitomnosti i nepfitomnosti H,O»,

proto je teoreticky mozné, Ze tato sloucenina tvorbu volnych radikalt vyvolava.
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Obr. 14: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro organickou molekulu L* — experiment
V pritomnosti a nepfitomnosti peroxidu vodiku.
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Obr. 15: Elektroferogram testovéani nukleasové aktivity pro organickou molekulu L? — experiment
V pritomnosti a nepfitomnosti peroxidu vodiku.

4.2.4 Test nukleasové aktivity Ru-CYM jako pozitivni kontroly

Jak je uvedeno v Teoretické ¢asti této prace, komplex Ru-CYM se do molekuly DNA
neinterkaluje a na DNA se vaze pomoci koordina¢ni vazby. Z Obr. 16 je patrné, Ze se
zvySujici se koncentraci se fragmenty v agarosovém gelu zpozd'ovaly. To je ziejmé
zpuisobeno rozvinutim dvouSroubovice DNA po navazani komplexu, coZ se projevilo
snizenim superhelikalni hustoty (Novakova et al., 2003). V Tab. 1 je uvedeno
procentualni zastoupeni jednotlivych forem plasmidové DNA v ramci jedné drahy.

V piitomnosti H202 doslo k nastépeni plasmidu na nukleotidy u vsech koncentraci

experimentu pouzit jemnéjsi pfechod mezi koncentracemi 0,1 a 0,01 mM nebo i nizsi
koncentrace komplexu, bylo by mozné pozorovat vice fragmentti, které¢ odpovidaji OC
formam plasmidové DNA, piipadné i zménu v mobilité¢ v agarosovém gelu. Na zakladé
provedeného experimentu lze vSak konstatovat, ze komplex Ru-CYM nevyvolava tvorbu

volnych radikala.
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Obr. 16: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro komplexni slou¢eninu Ru-CYM —
experiment v ptitomnosti a nepfitomnosti peroxidu vodiku.

Tab. 1: Procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidu pro komplex Ru-CYM pro
experiment v nepiitomnosti peroxidu vodiku, jez je vztazeno k celkovému mnozstvi (objemu)
fragmenti v dané draze (v programu Image Lab 6.0.1 se jedna o sloupec Band %). Neni
zohlednéno zastoupeni fragmentt v ostatnich drahach.

Negativni 10 mM 1 mM 0,1 mM 0,01 mM
kontrola

% OC formy 2,80 4,50 4,60 3,50 2,60

% L formy 1,20 1,20 - 0,90 0,80

% SC formy 96,10 94,40 95,40 95,50 96,60

4.2.5 Nukleasova aktivita komplexnich sloucenin 2a, 2b

Na Obr. 17 je zobrazen vysledek experimentu pro komplexy s ozna¢enim 2a a 2b (pro
tento experiment byla pouzita Thermo Scientific pUC19 DNA). Z Tab. 2 vyplyva, ze
procentudlni zastoupeni OC a SC formy plasmidové DNA je u koncentraci 0,1 a 0,01 mM
podobné negativni kontrole, z ¢ehoz lze usoudit, Ze pfi téchto koncentracich komplex
nestépi molekulu DNA. U koncentrace 10 mM se sice pomér lisi, ale jak je patrné
z Obr. 17, velka cast plasmidu (konkrétné 70,20 % z celkového mnozstvi fragmentti na
danou drahu) zistala v jamce, coz bylo zpisobeno vysrazenim komplexu diky jeho
vysoké koncentraci. Casteéné i u koncentrace 1 mM zistal plasmid v jamce. Tento jev
znacné zkresluje vyhodnoceni vysledkt. Zde lze spekulovat, ze pokud by ke srdzeni
komplexti nedochazelo, nebyla by ¢ast plasmidu zadrzovana v jamce, a tudiz by bylo
mozné piedpokladat, ze by DNA putovala v gelu stejné rychle jako SC forma. To by mélo
za nasledek, ze by poméry OC a SC formy byly podobné negativni kontrole a zavérem
by bylo, ze komplex 2a nevykazuje nukleasovou aktivitu. Se zvySujici se koncentraci je
také castecné patrné zpomalovani fragmenti, které odpovidaji SC formé plasmidu —

komplex se na DNA navazal (Zhao et al., 2019).
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Obr. 17: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro komplexni slouceniny 2a a 2b —
experiment v pfitomnosti a nepiitomnosti peroxidu vodiku.

Tab. 2: Procentualni zastoupeni OC a SC formy plasmidu pro komplex 2a pro experiment
V nepiitomnosti peroxidu vodiku, jez je vztazeno k celkovému mnozstvi fragmentii v dané draze.
Neni zohlednéno zastoupeni fragmentti v ostatnich drahach. Uvedeny také poméry OC formy
a SC formy plasmidové DNA.

Negativni 10 mM 1 mM 0,1 mM 0,01 mM
kontrola
% OC formy 4,40 13,10 6,60 4,60 4,30
% SC formy 95,60 86,90 93,40 95,40 95,70
pomér 1:21,73 1:6,63 1:14,15 1:20,74 1:22,26

Pro komplex 2b plati, ze u koncentraci 10 a 1 mM nelze na elektroferogramu
pozorovat zadny fragment. Jak je patrné z Obr. 17 plasmidova DNA ziistala u koncentrace
10 mM v jamce diky tomu, ze se komplex vysrazel. U koncentrace 0,1 mM doslo ke
snizeni intenzity obou fragmentd (jak OC formy, tak SC formy plasmidové DNA).
Vzorek o koncentraci 0,1 mM byl také na gel ziejmé chybné nanesen, protoze neni patrny
cely fragment SC formy plasmidu. U nejnizsi koncentrace je fragment SC formy téméf
stejné intenzivni jako fragment negativni kontroly.

V ptitomnosti peroxidu vodiku byla u komplexu 2a plasmidova DNA uplné
degradovana na nukleotidy u vsech koncentraci. Pro komplex 2b je tento experiment
s H20, témét analogicky experimentu ve vodném prostiedi, jen doslo k ¢astecnému
pfechodu z SC formy plasmidu na OC formu u koncentraci 0,1 a 0,01 mM. Je vSak
mozné, ze u tohoto experimentu nebyl peroxid vodiku pfidan spravné, protoze u
koncentrace 0,01 mM se velké mnoZstvi plasmidové DNA nachazi v SC formé. Pro

vyvozeni zavéru pro komplex 2b by bylo tieba cely experiment zopakovat.
4.2.6 Nukleasova aktivita komplexnich sloucenin 3a, 3b

Na Obr. 18 je znazornén elektroferogram pro komplexni slouc¢eniny 3a a 3b. Komplex

3a je aktivnéjsi ve St€peni DNA nez komplex 2a (i 3b). U koncentraci 10; 1 a 0,1 mM
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byl plasmid nastépen na nukleotidy. Z Tab. 3 vyplyva, ze poméry obou forem
u koncentrace komplexu 0,01 mM a u negativni kontroly jsou téméf stejné — nedoslo
k nastépeni jednoho vlakna SC formy plasmidu.

Komplex 3b je schopen $tépit DNA na nukleotidy pouze pti nejvyssi koncentraci.
U koncentrace 1 mM je z elektroferogramu patrné vyrazné snizeni intenzity obou
fragmentd, coz je zpusobeno vmezefenim komplexu mezi pary bazi v molekule DNA
misto interkala¢niho barviva GelRed (Massoud et al., 2016). Z Tab. 3 lze vyvodit, ze
u této koncentrace doslo také k nastépeni SC formy plasmidu na OC formu, protoze
procentudlni zastoupeni OC formy je u této koncentrace vyssi nez u negativni kontroly.
U koncentraci 0,1 a 0,01 mM zistal pomér SC a OC formy plasmidu téméft stejny. Se
zvySujici se koncentraci je z Obr. 18 patrné zpomalovani fragmentd, které odpovidaji SC
a OC formam plasmidové DNA, coz je zptisoben0 navazanim ¢asti komplexni slouceniny

na DNA (Zhao et al., 2019).

H,0 H,0, H,0 H,0,
mM

1kb neer 10 1 01 001 10 1 0,1 0,0l% 4 S0 AR0;01 8 108 S A= 0,01

Obr. 18: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro komplexni slouceniny 3a a 3b —
experiment v ptitomnosti a nepfitomnosti peroxidu vodiku.

Tab. 3: Procentualni zastoupeni OC a SC formy plasmidu pro komplexy 3a a 3b pro experiment
V nepfitomnosti peroxidu vodiku, jez je vztazeno k celkovému mnozstvi fragmentil v dané draze.
Neni zohlednéno zastoupeni fragmentt v ostatnich drahach. Uvedeny také poméry OC formy
a SC formy plasmidové DNA.

3a 3b

Negativni 10 1 0,1 0,01 10 1 mM 0,1 0,01

kontrola mM mM mM mM mM mM mM
% OC
f 10,20 - - - 9,80 - 17,00 10,70 9,20
ormy
0
f/OSC 89,80 - - - 90,20 - 83,00 89,30 90,80
ormy
pomér 1:8,80 - - - 1:9,20 - 1:488 1:8,35 9,87
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Pro komplex 3a v ptitomnosti peroxidu vodiku plati, Zze u koncentrace 0,01 mM doslo
k ¢aste¢nému piechodu SC formy plasmidu na OC formu a u koncentrace 0,1 mM je na
agarosovém gelu patrna pouze OC forma plasmidu (u ostatnich koncentraci byla
plasmidova DNA degradovana na nukleotidy). Pro experiment s H.O2 u komplexu 3b
plati, ze plasmidova DNA byla tplné nastépena na nukleotidy u koncentraci 10 a 1 mM.
U koncentrace 0,1 mM lze pozorovat snizeni intenzity obou fragmentt a u koncentrace

0,01 mM bylo nastépeno jedno vldkno plasmidové DNA.
4.2.7 Nukleasova aktivita komplexu 4a

Pro komplex 4a plati, ze pti koncentracich 10 a 1 mM degraduje DNA na nukleotidy (viz
Obr. 19). Pii koncentracich 0,1 a 0,01 mM se tato slouéenina pravdépodobné vmezetila
mezi pary bazi v molekule DNA, jelikoz doslo ke sniZeni intenzity fragmentt (Massoud
et al., 2016). Je patrna také zména v mobilité plasmidové DNA — komplex se tedy na
DNA vazal (Zhao et al., 2019). Zastoupeni jednotlivych forem v ramci dané drahy je u
obou koncentraci velmi podobné negativni kontrole, akorat bylo snizeno procentudlni
zastoupeni L formy (viz Tab. 4).

V pfitomnosti H2O> byl plasmid nastépen na nukleotidy u vSech koncentraci

komplexu.

4a
W HION H,0,
mM
1kb negar 10 1 0,1 001 10 1 0,1 0,01

1500 f

Obr. 19: Elektroferogram testovani nukleasové aktivity pro komplexni slou¢eninu 4a —
experiment v pfitomnosti a nepfitomnosti peroxidu vodiku.

Tab. 4: Procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidu pro komplex 4a pro experiment
V nepfitomnosti peroxidu vodiku, jez je vztazeno k celkovému mnozstvi fragmentii v dané draze.
Neni zohlednéno zastoupeni fragment v ostatnich drahach.

Negativni 10 mM 1mM 0,1 mM 0,01 mM
kontrola
% OC formy 3,70 - - 3,00 2,60
% L formy 2,20 - - 0,50 1,20
% SC formy 94,00 - - 96,10 96,20
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4.3 Analyza mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy

4.3.1 Pozitivni kontrola vlivu cisplatiny na mobilitu plasmidu

Z Obr. 23 je patrné, ze intenzita fragmenta, které odpovidaji SC i OC formé plasmidu, se
se zvySujici se koncentraci komplexu snizuje. SC i OC forma plasmidové DNA byla také
v agarosovém gelu postupné zrychlovana, coz (jak je uvedeno i v kapitole 4.2.2)
neodpovida literatuie (Keck & Lippard, 1992). U nejvyssich koncentraci 150 a 500 uM
byla plasmidova DNA tuplné degradovana na nukleotidy pravdépodobné z toho divodu,
7e se jedna jiz o piili§ vysoké koncentrace (Tsang et al., 2009). V Tab. 5 je znazornén
procentualni podil OC, L a SC formy v ramci jedné drahy. Na Obr. 24 je znazornén graf,
ktery zobrazuje zastoupeni jednotlivych forem plasmidu vzhledem Kk negativni kontrole
(viz vypocet v kapitole 3.5.2.3). Z Obr. 23 a Obr. 24 je patrné, ze fragment plasmidové
DNA u koncentrace 1 pM ma vétsi intenzitu neZz fragment odpovidajici negativni

kontrole. Je to pravdépodobné zplisobeno moznou nezachycenou chybou pfi pipetovani.

Cisplatina
UM
Lkbweee 1 100 25 50 75 100 150 500
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3000
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Obr. 23: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s cisplatinou.

Tab. 5: Procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidu pro cisplatinu, jez je vztazeno
K celkovému mnozstvi fragmentd v dané draze. Neni zohlednéno zastoupeni fragmentt
Vv ostatnich drahach.

Negativni 75 100 150 500

kontrola TuM10pM 25 uM- 50 1M W M M uM
% OC formy 4,7 5,6 6,4 12,3 16,7 275 251 - -
% L formy 1,1 1,3 0,7 - 1,6 - - -

% SC formy 94,3 93,1 92,9 87,7 81,7 725 749 100 -
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Obr. 24: Graf znazoriujici procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidové DNA, jez je
vztazeno k negativni kontrole, pro cisplatinu pro experiment detekujici zménu v mobilité
plasmidové DNA. Sloupec ¢. 1 odpovida negativni kontrole a sloupce ¢. 2-9 odpovidaji zvySujici
se koncentraci cisplatiny (koncentrace 1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 150 uM
a 500 uM).

4.3.2 Negativni kontrola vlivu organickych molekul L' a L2 na mobilitu
plasmidu

Latky L a L? pravdépodobné s DNA zadnym zplisobem neinteraguji. Z Obr. 25 je sice

Caste¢né patrna mobilita fragmentil plasmidové DNA, ale ta je pravdépodobné zplisobena

prohnutim gelu, nikoliv samotnou slou¢eninou. Pro organickou molekulu L? vysel

elektroferogram velmi podobné.

|_1
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Obr. 25: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s organickou
molekulou L*.
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4.3.3 Pozitivni kontrola vlivu komplexu Ru-CYM na mobilitu plasmidu

Pro komplex Ru-CYM je vysledek elektroforézy pro zménu mobility plasmidové DNA
stejny jako u experimentu zkoumajicim nukleasovou aktivitu, akorat bylo v tomto ptipadé
pouzito vice koncentraci (vyhodnoceni viz kapitola 4.2.4). Opét je z Obr. 26 patrné, Ze se
zvysujici se koncentraci komplexu dochazi k opozd’ovani fragmenta, které odpovidaji SC

formam plasmidu. Z Obr. 27 a Tab. 6 je patrné, Ze u nejniz$i koncentrace komplexu (i u

koncentraci 10 a 100 uM) doslo k pfechodu z SC formy plasmidové DNA na OC formu.

Ru-CYM
uM mM
pesarieds - <10. 100 500 “1° 1kb

Lt

Obr. 26: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakce s komplexem
Ru-CYM.

Tab. 6: Procentualni zastoupeni OC. L a SC formy plasmidu pro komplex Ru-CYM, jez je
vztazeno k celkovému mnozstvi fragmentti v dané draze. Neni zohlednéno zastoupeni fragmentti
Vv ostatnich drahach.

'\l'(f)%?:;vlgl 1uM 10uM  100uM 500 uM 1 mM
% OC formy 4.2 0,4 5.6 6,5 11 0,9
% L formy 1,1 0,9 - - - -
%SC formy 94,7 89,7 94,4 93,5 98,9 99,1
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Obr. 27: Graf znazoriujici procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidové DNA, jez je
vztazeno k negativni kontrole, pro komplex Ru-CYM pro experiment detekujici zménu v mobilité
plasmidové DNA.

4.3.4 Mobilita plasmidu s navazanymi komplexy 2a, 2b

Pro komplex 2a plati, ze poméry OC formy a SC formy se pfili§ neli$i od negativni
kontroly (viz Tab. 7). Pro koncentraci 10 mM nejsou patrné na gelu zadné fragmenty (viz
Obr. 28), ani komplex nezistal v jamce, z ¢ehoz l1ze usuzovat, Ze se pfi této koncentraci
komplexu plasmidova DNA S$tépi na nukleotidy, které nejsou v agarosovém gelu
detekovatelné. U koncentrace 5 mM byla nastépena SC forma plasmidové DNA na OC
formu. Pro koncentrace 1 a 0,5 mM je pomér podobny jako u negativni kontroly (pro
koncentraci 0,5 mM to nelze tvrdit s aplnou jistotou, protoze ¢ast plasmidu zistala v
jamce). U koncentraci 5; 1 a0,5mM je z elektroferogramti patrné snizeni intenzity
fragmentli, coz je ziejmé zplusobeno vmezefenim komplexu mezi pary bazi
ve dvousroubovici DNA (Massoud et al., 2016). Zména v mobilité plasmidu neni patrna.

Vysledky o procentualnim zastoupeni OC formy a SC formy pro komplex 2b byly
ziskany pouze pro koncentraci 1 mM (viz Tab. 7). Je patrné, Ze pfi této koncentraci bylo
nastépeno jedno vlakno SC formy plasmidové DNA. U koncentrace 10 mM byl plasmid
degradovan na nukleotidy. U koncentraci 5 a 0,5 mM vsak plasmidova DNA ztstala
Vv jamce, nepohybovala se tedy v elektroforetickém poli — u 5mM koncentrace to mohlo
byt zptisobeno vysrazenim komplexu diky jeho vysoké koncentraci, u koncentrace 0,5
mM je to pravdépodobné zplsobeno chybou v provedeni experimentu. Pro vyvozeni

zaveéru by bylo potieba cely experiment zopakovat.
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Obr. 28: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy 2a

a 2b.

Tab. 7: Procentualni zastoupeni OC a SC formy plasmidu pro komplexy 2a a 2b, jezZ je vztaZzeno
k celkovému mnozstvi fragmentl v dané draze. Neni zohlednéno zastoupeni fragmentu
Vv ostatnich drahach. Uvedeny také poméry OC formy a SC formy plasmidové DNA.

2a 2b

Negativni 10 05 10 05

kontrola mM SmM - 1mM mM mM SmM  1mM mM
0,
f/"OC 21.8 0 440 215 208 0 0 311 0
ormy
0,
f/"SC 78.2 0 560 785 792 0 0 689 0
ormy
pomér  1:3,59 ~ 1127 1365 1381 - - 1222 -

4.3.5 Mobilita plasmidu s navazanymi komplexy 3a, 3b

Z Obr. 29 je patrné, ze byly zvoleny pfili§ vysoké koncentrace pro komplexy 3a a 3b, coz

je v souladu i s experimentem, ktery se zabyva nukleasovou aktivitou (viz kapitola 4.2.6).

U vsech koncentraci tak byla plasmidova DNA uplné degradovana na nukleotidy. Z

tohoto elektroferogramu tedy nelze vyvodit zadny zavér.

3a

mM

neg. ctr 0,5 1l

5

3b
mM
10 1kb 05 1 50 10

——
—
—

Obr. 29: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy 3a

a 3b.



ZObr. 30 je patrné, ze pii zvoleni nizSich koncentraci pro komplex 3b je
pozorovatelna zména v mobilité fragmentt zpisobena vazbou komplexu na DNA (Zhao
et al., 2019). Z Obr. 31 Ize zjistit, ze se procentualni zastoupeni OC a SC formy se
zvySujici se koncentraci snizovalo (u OC formy je tento trend vice patrny). U koncentraci
1,10 a 100 uM doslo ke snizeni intenzity fragmentil, coz ziejmé znaci, ze se komplex 3b
vmezetil do molekuly DNA (Massoud et al., 2016). U koncentrace 100 uM zustala ¢ast
plasmidu v jamce, coZ zkresluje stanoveni. U koncentraci 500 uM a 1 mM byl plasmid
pUC19 nastépen na nukleotidy. Z pouzitych koncentraci lze tedy usoudit, ze se komplex
3b do DNA vmezetuje a zaroven se na danou dvousroubovici vaze diky pozorované

zméné v mobilité fragmentl v agarosovém gelu.

3b"*
MM mM
10 -:100 500  °1:ci8kh

Obr. 30: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s komplexem
3b (pouziti nizsich koncentraci).
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100

80
60
S
40
i l
0 Negati
egativni
10 uM 100 uM 500 uM 1mM
kontrola H H H m
OC forma 42,26 34,8 10,8 7,42 0
m SC forma 57,74 53,68 47,12 24,7 0

m SC forma OC forma

Obr. 31: Graf znazoriyjici procentualni zastoupeni SC a OC formy plasmidové DNA, jez je
vztazeno k negativni kontrole, pro komplex 3b pro experiment detekujici zménu v mobilité
plasmidové DNA.

4.3.6 Mobilita plasmidu s navazanym komplexem 4a

U komplexu 4a (viz Obr. 32) nedoslo pti koncentracich 1 a 10 uM ke zméné mobility
fragmenti DNA Vv agarosovém gelu. Procentudlni zastoupeni SC, L a OC formy
plasmidové DNA je podle Tab. 8 u téchto koncentraci téméf stejné. U koncentrace
100 uM byla snizena intenzita fragmentu, ktery odpovida SC form¢ plasmidu,
a u koncentraci 500 uM a 1 mM byla plasmidova DNA degradovana na nukleotidy (viz
Obr. 33).

mM
egarr 4 10 100 500 1 1kb

Obr. 32: Elektroferogram testovani zmény mobility plasmidové DNA po interakci s komplexem
4a.
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Tab. 8: Procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidu pro komplex 4a, jez je vztazeno
k celkovému mnozstvi fragmentd v dané draze. Neni zohlednéno zastoupeni fragmentt
Vv ostatnich drahach.

Negativni

kontrola 1 uM 10 uM 100 pM 500 uM 1mM
% OC formy 4,2 6,7 3,6 - - -
% L formy 11 1,0 0,7 - - -
% SC formy 94,7 92,3 95,7 100 - -
100 —
80
60
x
40
20
0 ||
Neg.
kontrola 1M 10 pM 100 pM 500 uM 1mM
OC forma 4,18 3,86 3,34 0 0
m L forma 1,1 0,57 0,65 0 0
m SC forma 94,72 52,99 89,54 4,22 0

B SCforma MLforma OC forma

Obr. 33: Graf znazornujici procentualni zastoupeni OC, L a SC formy plasmidové DNA, jeZ je
vztazeno K negativni kontrole, pro komplex 4a pro experiment detekujici zménu v mobilité
plasmidové DNA.

4.4 Srovnani studovanych latek pro oba experimenty

Z vysledkd experimentii uvedenych v kapitolach 4.2 a 4.3, které byly s modifikacemi
provedeny podle publikovanych postupli (Massoud et al., 2016; Zhao et al., 2019),
vyplyva, ze rozdil v metodice neni pro odliSeni vlivu nukleasové aktivity od vlivu na
zménu v mobilité plasmidu relevantni. V obou typech experimentl se totiz vétSinou
projevuji oba zminéné mechanismy. Je tedy ziejmé, ze rozdil v ptidavku EDTA a rozdil
v dobé& inkubace nema vliv na stanoveni vazebnych interakci komplexnich slou€enin.
Z experimenta vSak také vyplyva, ze za pomoci vhodné zvolenych koncentraci 1ze do
jisté miry ovlivnit, jestli na elektroferogramech bude pozorovana nukleasova aktivita
nebo zména v mobilité plasmidové DNA.

Nové pripravené polosendvicové Ru(Il) a Os(Il) komplexni slouceniny
pravdépodobné vykazuji jiny mechanismus U¢inku nez pozitivni kontroly.

Z elektroferogrami pro cisplatinu a komplex Ru-CYM vyplyva, Ze doslo k navazani
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DNA (i kdyz vysledky experimentu pro cisplatinu zcela neodpovidaji literatuie).
Kontrolni molekuly L! a L? nevykazovaly vii¢i molekule DNA téméf zadnou aktivitu. U
nov¢ syntetizovanych komplexti je patrné, Ze se ziejm¢ vmezeiuji mezi pary bazi
v molekule DNA a zaroven se Casti své struktury vazou na DNA. Pro komplexni
slouceniny 2b a 3a nelze konstatovat tento vyrok s Gplnou jistotou — pro tyto komplexy
by bylo potieba alespon jeden z experimentll zopakovat, protoze u komplexu 2b doslo
pravdépodobné k neznamé chybé v provedeni experimentu a pro koordinacni slouc¢eninu
3a nebyl zvolen vhodny rozsah koncentraci. Nejmensi toxicitu vuci plasmidové DNA
vykazovala koordina¢ni sloucenina 2a. Komplexy 3b a 4a se vramci provedenych
experimentli chovaly velmi podobné — se zvySujici se koncentraci u nich doslo
k opozd’ovani fragmentd odpovidajicich SC formam plasmidové DNA a také ke snizeni
sloucenin.

V pritomnosti peroxidu vodiku je z elektroferogrami patrné, ze zadné ze studovanych
komplexnich slouc¢enin nevykazovala tvorbu volnych radikalti. Nékteré komplexy sice
byly schopny v nepiitomnosti peroxidu vodiku $tépit superhelikalni formu plasmidu na
jednom vlaknu, avsak tento pfechod z SC formy na OC formu byl pouze v ramci jednotek
procent.
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5 ZAVER

Hlavni cil této bakalarské prace, tedy vyhodnoceni vazebnych interakci nové
piipravenych Ru(Il) a Os(II) komplexnich slouc¢enin s DNA, byl naplnén. Byla
otestovana nukleasova aktivita komplexnich sloucenin a také jejich schopnost vazat se na
DNA. Uvedené metodiky lze pro studium vazebnych moznosti komplexii pouzit, coz bylo
oveéteno diky pozitivnim kontrolam.

Z vysledkt je patrné, ze metodika zvolena pro objasnéni mechanismu interakce s DNA
sice detekuje nukleasovou aktivitu i vliv na zménu v mobilité plasmidu, ale neni schopna
jednoznaéné diskriminovat mezi témito dvéma typy vlivii komplexnich sloucenin na
DNA.

Nové ptipravené komplexni slouceniny vykazuji nukleasovou aktivitu pifi vysokych
koncentracich a pti niz8ich koncentracich se projevuje zména v mobilit¢ plasmidové
DNA. Po porovnani s literaturou lze tak obecné konstatovat, ze polosendvi¢ové Ru(Il) a
Os(II) komplexy vykazuji pfi interakci s DNA dudlni mechanismus u¢inku — na DNA se
vazou a zaroveii se do této molekuly vmezefuji. Kontrolni organické molekuly L! a L?
neinteraguji s molekulou DNA, z ¢ehoz vyplyva, ze se pravdépodobné neucastni
mechanismu cytotoxicity zkoumanych komplexd.

Pro lepsi posouzeni interakci noveé syntetizovanych koordina¢nich sloucenin s DNA
by bylo nutné provést agarosovou elektroforézu ve vétSim rozsahu koncentraci a také
s niz§imi koncentracemi komplexti, protoze u nékterych sloucenin je ve zvoleném
rozsahu koncentraci patrny pouze jeden nebo dva fragmenty. Ackoliv detekovana
nukleasova aktivita u vysokych koncentraci komplexnich slou¢enin nema terapeuticky
vyznam, protoze koncentrace chemoterapeutik podavané intraven6zné se pohybuji v uM
¢i nM koncentracich (https://www.rxlist.com/cisplatin-drug.htm#description), byly tyto
koncentrace nutné pro detekci vazebnych interakci komplexit s DNA zvolenou
metodikou.

Mechanismus uUc¢inku téchto komplexti pravdépodobné nezahrnuje tvorbu volnych
radikali. Pro lepsi posouzeni role ROS v degradaci DNA komplexnimi slou¢eninami by
bylo potifeba experiment provést s vychytavaci ROS, coz by mohlo byt uskute¢néno
enzymaticky napf. pomoci katalasy ¢i superoxiddismutasy (Raza et al., 2016).

Latka DMSO, ve kter¢ byly rozpustény komplexni slouceniny, je také vychytavacem
volnych hydroxylovych radikali. Hydroxylové radikéaly v§ak nezplisobuji Stépeni DNA,
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proto lze konstatovat, ze v této praci DMSO neovlivnilo provedené experimenty (Gokge
& Gup, 2013).

Vysledky Vv této praci ukazuji, ze dva odlisné metodické pristupy pro studium interakci
komplexnich slouc¢enin s DNA poskytuji velmi podobné vysledky, coz je dilezité pro
dalsi experimenty. Porozuméni vazebnym interakcim s DNA v rdmci studia biologické
aktivity komplexnich sloucenin je zasadni pro vyvoj dalSich protinadorovych latek, které
budou schopny prekonat omezeni vyplyvajici z pouziti komplexnich slouc¢enin na bazi

platiny.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BEN
bp
BIP
CTR1
CYM
DHA
DMSO
DNA
E. coli
EDTA
en
HMG

ICso
kbp

L forma
lacz
mM
MMR
MTT
neg. ctr
NER

OC forma

pcym
RNA
ROS

SC forma
TA

TAE

benzen

pocet part bazi

bifenyl

transportér na bazi médi (z anglického copper transporter 1)
p-cymen (isopropyltoluen)

dihydroantracen

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylendiamin

skupina proteinti s vysokou mobilitou (z anglického high
mobility group)

inhibi¢ni koncentrace

pocet part bazi krat tisic

linearni forma plasmidu

gen kodujici enzym [-galaktosidasu

milimolarni koncentrace

korekce spravného parovani bazi (z anglického mismatch repair)
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
negativni kontrola

nukleotidova excizni oprava (z anglického nucleotide excision
repair)

oteviend kruhova forma plasmidu (z anglického open circular
form)

p-cymen (isopropyltoluen)

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku (z anglického reactive oxygen species)
superhelikalni forma plasmidu (z anglického superhelical form)
trisacetatovy

trisacetatovy s pfidavkem EDTA
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TBP protein vazici se na sekvenci zvanou TATA box (z anglického

TATA-binding protein)

THA tetrahydroantracen
Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
uM mikromolarni koncentrace
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