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CÍLE PRÁCE 
Teoretická část: 

• popsat protinádorové komplexní sloučeniny obsahující platinu, ruthenium a 

osmium 

• zpracovat stručný přehled biotestů používaných při testování biologické aktivity 

komplexů 

• popsat plasmidovou D N A včetně jejích konformací a způsoby vazby 

komplexních sloučenin na D N A 

• charakterizovat nukleasovou aktivitu komplexů 

Praktická část: 

• izolovat plasmidovou D N A z bakterie Escherichia coli 

• pomocí agarosové elektroforézy stanovit nukleasovou aktivitu protinádorových 

komplexních sloučenin a změnu v mobilitě plasmidové D N A po interakci s 

komplexy 

• charakterizovat vazebné interakce studovaných komplexních sloučenin s D N A 

• charakterizovat vliv peroxidu vodíku na komplexní sloučeniny a organické 

molekuly 



1 ÚVOD 

Nádorová onemocnění j sou celosvětově jednou z nej častějších příčin úmrtí. V roce 2020 

přibylo na světě odhadem 19,3 mil. nových případů a asi 10 mil. osob tomuto onemocnění 

podlehlo. Počet lidí, kterým je diagnostikováno nádorové onemocnění, každoročně roste 

a přibývá také úmrtí, což odráží stárnutí a růst monitorované populace, ale také 

socioekonomický rozvoj společnosti. Zatím je také neznámý dopad pandemie 

onemocnění SARS-CoV-2, která způsobila pozdržení léčby a diagnózy pacientů 

a omezení provozu zdravotnických zařízení včetně pozastavení screeningových 

programů (Sung et al., 2021). 

Chemoterapie pomocí komplexních sloučenin je jednou z možností léčby nádorových 

onemocnění a velmi často používaným protinádorovým léčivem je cisplatina. Šťastná 

náhoda vedla v minulém století k objevu cytotoxických vlastností této látky v průběhu 

experimentu, jehož cílem bylo prozkoumat vliv elektrického pole na růst bakterie 

Escherichia coli. Mechanismus účinku cisplatiny je relativně dobře známý a spočívá 

v její vazbě na D N A (Pizarro & Sadler, 2009). 

U nově připravených potencionálních protinádorových sloučenin je však jejich 

mechanismus působení málo prozkoumaný. Proto je u těchto látek systematicky 

testována jejich biologická aktivita. Při studiu protinádorové aktivity je především 

stanovována in vitro cytotoxicita na vhodných nádorových i nenádorových buněčných 

liniích. Získaná hodnota IC50 (koncentrace testované látky inhibující růst 50 % použitých 

buněk) je rozhodujícím kritériem pro provedení následných experimentů poskytujících 

vhled do mechanismu účinku těchto látek (Starha & Trávníček, 2018). 

A právě interakce s D N A (jako možný mechanismus účinku) byly zkoumány v této 

práci u nově připravených Ru(II) a Os(II) polosendvičových komplexních sloučenin za 

pomocí agarosové elektroforézy. Kromě těchto látek byl stejný experiment proveden pro 

dvě organické molekuly, které j sou součástí studovaných komplexních sloučenin, a také 

pro komplex R u - C Y M (vzorec a název uvedeny dále v textu) a cisplatinu, které sloužily 

jako pozitivní kontroly. Byla stanovována schopnost komplexu štěpit molekulu D N A 

(nukleasová aktivita) a také změna v mobilitě plasmidové D N A v agarosovém gelu po 

interakci s komplexy. Cílem provedených experimentů pak bylo charakterizovat vliv 

komplexních sloučenin na molekulu DNA. Byl zkoumán také vliv přítomnosti peroxidu 

vodíku na interakci komplexů s DNA. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Chemoterapie jako léčba nádorových chorob 

Podle Národního onkologického ústavu (USA) chemoterapie často probíhá v kombinaci 

s ozařováním či mechanickým odstraněním nádoru a odvíjí se od typu a rozšíření 

nádorového onemocnění a od jiných zdravotních problémů pacienta. Léčebný proces 

probíhá většinou v cyklech a pacientovi je podáváno chemoterapeutikum intravenózne, 

intratékálně (do mozkomíšního moku) či orálně v podobě tablet nebo tekutiny. Jelikož 

v průběhu léčby dochází nejen k ničení nádorových buněk, ale i zdravých buněk 

organismu, chemoterapii často doprovází vedlejší účinky (např. nevolnost, únava či ztráta 

vlasů). 

Nejčastěji se u pacientů vyskytují karcinomy prsu, plic, kolorekta, prostaty a žaludku 

(Sung et al., 2021). Nádory plic se dělí na dvě velké skupiny, a to na malobuněčný 

karcinom plic (maligní nádor odvozený od neuroendokrinních buněk) 

a nemalobuněčných karcinom plic, který lze rozdělit na adenokarcinom, karcinom 

skvamózních buněk a velkobuněčný karcinom (Dela Cruz et al., 2011). 

2.1.1 Historie chemoterapie a současně používaná chemoterapeutika 

Počátek novodobé protinádorové terapie lze zasadit do 40. let 20. století (Oktábec & 

Jampílek, 2013). Goodman et al. (1946) si všimli výrazné hypoplasie lymfoidních 

a myeloidních buněk jednoho z námořníků, který byl vystaven účinkům bojového plynu 

yperitu (bis(2-chlorethyl)sulfid). Následně byla vyvinuta různá analoga této látky, z nichž 

některá, jako např. cyklofosfamid, se používají dodnes (Oktábec & Jampílek, 2013). 

Farber et al. (1948) publikovali studii, ve které byly popsány účinky antagonistů 

kyseliny listové aminopterinu a ametopterinu (dnes známý jako methotrexát) u dětských 

pacientů s leukémií. Naskytla se tak první možnost léčby tohoto onemocnění. Ve své době 

se Farber nesetkal s pochopením, avšak již v roce 1958 popsali pracovníci Národního 

onkologického ústavu (USA) vyléčení choriokarcinomu methotrexátem (Oktábec & 

Jampílek, 2013). 

Chemoterapeutika používaná v onkologické praxi jsou např. alkylační činidla 

(chlorambucil, cyklofosfamid, thiotepa), antimetabolity (methotrexát, 6-merkaptopurin, 

5-fluorouracil), taxany (paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel) či komplexy na bázi platiny 

(cisplatina, oxaliplatina, karboplatina) (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31643176/). Pro 
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léčbu jednoho typu nádoru se mohou používat různé druhy chemoterapeutik. Podle 

webové stránky UpToDate (https://www.uptodate.com/contents/treatment-protocols-for- 

non-small-cell-lung-cancer) se pro léčbu např. nemalobuněčného karcinomu plic používá 

karboplatina v kombinaci s docetaxelem, cisplatina s gemcitabinem či víceléková terapie 

zahrnující karboplatinu, paclitaxel, atezolizumab a bevacizumab. 

2.2 Komplexy na bázi Pt 

V této kapitole je především popsána cisplatina jako první používané léčivo na bázi 

platiny, dále je pojednáno o karboplatině, oxaliplatině, lobaplatině, heptaplatině a 

nedaplatině, které byly připraveny jako méně toxická analoga cisplatiny (viz Obr. 1) 

(Dilruba & Kalayda, 2016). Cisplatina a její deriváty jsou používané v klinické praxi řadu 

let a studium jejich vazebných interakcí s D N A může vést k vývoji nových léčiv (Reedijk, 

2009). 

E F 

Obr. 1: Struktura cisplatiny (cis-diaminodichloroplatnatý komplex) (A), oxaliplatiny ([trans-
lR,2R-diamincyklohexan]oxaláto platnatý komplex) (B), karboplatiny (cw-diamin-[l,l-
cyklobutan dikarboxyláto] platnatý komplex) (C), lobaplatiny (2-cyklobutandimethanamin(2-
hydroxypropanáto) platnatý komplex) (D), heptaplatiny (2-isopropyl-l,3-dioxolanáto-4,5-
dimethanamin(propandioáto) platnatý komplex) (E) a nedaplatiny (diamin(hydroxyacetáto) 
platnatý komplex) (F). 
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2.2.1 Cisplatina 

Cisplatina byla poprvé syntetizována v roce 1844 Michelem Peyronem (Dasari & 

Tchounwou, 2014). Její cytotoxické účinky jsou však známé až od 60. let 20. století, kdy 

tým profesora Barnetta Rosenberga dokázal, že tato sloučenina inhibuje buněčné dělení 

bakterie Escherichia coli (Rosenberg et al., 1965). V roce 1971 byly zahájeny klinické 

testy a roku 1979 americký Úřad pro kontrolu potravin a léčiv jako první schválil tuto 

látku pro léčbu nádorového onemocnění varlat a vaječníku (Dilruba & Kalayda, 2016). 

Cisplatina se dále používá pro léčbu karcinomů hlavy, krku, močového měchýře, prostaty 

či plic a odhaduje se, že téměř 50 % všech onkologických pacientů je léčeno tímto 

chemoterapeutikem (Dasari & Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019). 

Podle RxList (https://www.rxlist.eom/cisplatin-drug.htm#description) sterilní vodný 

roztok cisplatiny k intravenóznímu podání obsahuje v každém mililitru 1 mg cisplatiny 

a 9 mg NaCl. Pro léčbu např. metastazujícího karcinomu vaječníku se používá cisplatina 

v kombinaci s cyklofosfamidem - víceléková terapie je účinnější než cisplatina samotná 

(McGuire et al., 1996). Dávkování je podle RxList 75 až 100 mg-m"2 cisplatiny v rámci 

jednoho cyklu, který je opakován obecně jednou za čtyři týdny (cisplatina a 

cyklofosfamid jsou dávkovány postupně - cyklofosfamid v množství 600 mg-m"2). 

Cisplatina je rozpuštěna ve 2 1 solného roztoku, aby došlo k dostatečnému naředění a 

vstřebání do organismu. Do dané směsi je ještě přidána glukosa a 37,5 g manitolu. 

Použitím manitolu se snižuje nefrotoxicita cisplatiny. Intravenózni podání trvá 6 až 8 h. 

2.2.1.1 Vstup do organismu a do buněk 

Cisplatina zůstává po intravenózním podání neutrální, protože koncentrace chloridů je 

v krevním řečišti relativně vysoká (přibližně 100 mM). 65-95 % cisplatiny je 

deaktivováno v prvních 24 h od podání, protože se v krevní plasmě váže na proteiny 

a zbývající léčivo je dopraveno do nádorových buněk díky pasivní difúzi přes 

plasmatickou membránu či pomocí proteinových transportérů na bázi mědi (CTR1) nebo 

protonové ATPasy typu P (Jung & Lippard, 2007; Dilruba & Kalayda, 2016; Ghosh, 

2019). 

Důležitost transportérů na bázi mědi (CTR1) pro vyvolání protinádorové aktivity je 

však stále nejasná (Jung & Lippard, 2007). Podle Ivy & Kaplan (2013) CTR1 není pro 

cisplatinu hlavním vstupem do buňky, vstup této látky je podle autorů pravděpodobně 

zprostředkován jinými proteiny. 
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Jakmile cisplatina vstoupí do buňky, neutrální molekula ds-[Pt(NH3)2Ci2] je 

aktivována nahrazením jednoho nebo dvou chloridových ligandů za Ugandy vody díky 

výrazně nižší vnitrobuněčné koncentraci chloridových aniontů (4-20 mM). Vytvoří se 

tak ds-[Pt(NH3)2Cl(H 20)] + a c/5-[Pt(NH 3)2(H 20) 2] 2 + kationty, které j sou velmi reaktivní, 

jelikož voda je mnohem lepší odstupující skupina než Cl". Produkují se tak silné 

elektrofily, které mohou reagovat s nukleofily, jako jsou např. sulfhydrylové skupiny 

proteinů či atomy dusíku na nukleových kyselinách. Kladný náboj těchto aquakomplexů 

tak zvyšuje jejich afinitu k negativně nabité D N A molekule. In vitro studie dokázaly, že 

monohydrátovaný platinový komplex je více reaktivní při vazbě na D N A než 

dihydratovaný komplex (Ghosh, 2019; Andrezálová & Országhová, 2021). Hydrolytická 

reakce je rychlost limitujícím krokem pro vazbu DNA, kdy poločas reakce jsou asi 2 h 

(Jamieson & Lippard, 1999). 

2.2.1.2 Mechanismus účinku 

Při projevu protinádorových účinkuje hlavním cílem cisplatiny vazba s DNA. Nejčastěji 

tvoří cisplatina kovalentní vazbu mezi dvěma sousedícími guaniny na jednom vláknu 

molekuly D N A (60-65 % všech aduktů). 20-25 % všech aduktů cisplatiny s D N A tvoří 

vazba mezi přilehlým adeninem a guaninem na j ednom vláknu D N A (1,2-vnitrořetězcové 

adukty). Dále se také cisplatina může vázat na jednom vláknu na dva nesousedící guaniny 

(1,3-vnitrořetězcové adukty), vytvářet mezivláknové a DNA-Pt-proteinové adukty, nebo 

se může vázat pouze na guanin na jednom vláknu (Andrezálová & Országhová, 2021). 

Vyjmenované adukty cisplatiny s D N A jsou zobrazeny na Obr. 2. Ve všech uvedených 

případech se hydratovaná cisplatina váže na NI atom/atomy purinových bází (Jamieson 

& Lippard, 1999). Vazba na N7 atomy není překvapivá, jelikož tato místa jsou nejvíce 

elektronově bohatá a také nejvíce dostupná pro elektrofilní atak. Nachází se ve velkém 

žlábku molekuly D N A a nepodílí se na párování bází pomocí vodíkových můstků (Pizarro 

& Sadler, 2009). 
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Obr. 2: Schematické znázornění aduktů cisplatiny s DNA. Jedná se o 1,2-vnitrořetězcový GG 
adukt (a), 1,2-vnitrořetězcový A G adukt (b), 1,3-vnitrořetězcový GXG adukt (c), monoadukt (d), 
meziřetězcový GG adukt (e) a adukt DNA-cisplatina-protein (f). Obrázek převzat z Brabec et al., 
2017. 

Stále se vedou debaty o tom, které adukty cisplatiny s D N A mají největší význam při 

usmrcení nádorové buňky. Většina odborníků se shoduje na tom, že 1,2-vnitrořetězcové 

adukty vyvolávají cytotoxicitu lépe než 1,3-vnitrořetězcové adukty. Tento argument 

podporuje fakt, že enzymy opravující poškození D N A jsou schopny lépe odstranit 

1,3-adukty (Ghosh, 2019). 

Vazba cisplatiny na D N A vede k narušení sekundární struktury této molekuly, kdy 

dochází např. k lokálnímu rozvinutí či ohybu helixu (stupeň ohnutí závisí na typu aduktu). 

Tyto strukturní změny jsou důležitým faktorem protinádorové aktivity cisplatiny 

(Andrezálová & Országhová, 2021). 

2.2.1.3 Vazba s některými proteiny 

Inhibice replikace a transkripce D N A cisplatinou je pouze jedním z mechanismů 

protinádorové aktivity této látky, důležité je také rozpoznání aduktů s D N A buněčnými 

proteiny (Brabec et al., 2017). 

Snahou buňky je vzniklé poškození D N A opravit pomocí NER (z anglického 

nucleotide excision repair) a M M R (z anglického mismatch repair) proteinů. NER systém 

obsahuje 17 různých proteinů, které rozpoznávají vnitrořetězcové adukty Pt-DNA a poté 

odstraní 20 až 29 párů bází v molekule DNA. Pokud se buňce nepodaří opravit poškození, 

nastane apoptóza (Ghosh, 2019). 

Některé H M G (z anglického high mobility group) proteiny rozpoznávají vazbu 

cisplatiny na DNA. HMG1 protein selektivně rozpoznává 1,2-cisplatina-DNA adukt, 

váže se na něj a je schopen jej chránit před opravami (Ghosh, 2019). TBP protein 
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(z anglického TATA-binding protein) se s vyšší specifitou váže na DNA, která je 

poškozena cisplatinou, než na T A T A box, což vede k inhibici in vitro transkripce (Pizarro 

& Sadler, 2009). 

2.2.1.4 Rezistence a nežádoucí účinky 

Rezistence souvisí se změnami v buněčném vstřebávání, zvýšenou biotransformací 

a detoxifikací v játrech, inaktivací léčiva připojením na proteiny, zvýšením oprav D N A 

a zvýšením anti-apoptických mechanismů, ale je také spojena s polyklonálním 

charakterem nádoru (Dasari & Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019). 

Nežádoucími vedlejšími účinky při použití cisplatiny jsou nefrotoxicita, protože 90 % 

veškeré exkrece cisplatiny se děje prostřednictvím ledvin, dále ototoxicita (díky nevratné 

změně vlasových buněk v Cortiho orgánu), hepatotoxicita či také gastrointestinální 

toxicita (nauzea a zvracení) a mnohé další (Dilruba & Kalayda, 2016; Ghosh, 2019). 

2.2.2 Karboplatina 

Mechanismus účinku karboplatiny je podobný cisplatině, ale díky tomu, že obsahuje 

stabilnější cyklobutandikarboxylátový ligand, reaguje s nukleofily v menším rozsahu než 

cisplatina a nevykazuje výraznou nefrotoxicitu (Pizarro & Sadler, 2009). 

Karboplatina vytváří podobné spektrum D N A aduktů jako cisplatina, formuje je však 

mnohem pomaleji (Brabec et al., 2017). Tato látka je schopna nahradit cisplatinu při 

kombinované léčbě rakoviny vaječníku (s chemoterapeutikem paclitaxel) díky své 

schopnosti snížit vedlejší účinky (Dilruba & Kalayda, 2016). 

2.2.3 Oxaliplatina 

Oxaliplatina byla poprvé syntetizována roku 1978 (Pizarro & Sadler, 2009). Většinou je 

podávána v kombinaci s 5-fluorouracilem a leucovorinem pro léčbu metastazujícího 

kolorektálního karcinomu. V porovnání s cisplatinou jsou u oxaliplatiny dvě aminové 

skupiny nahrazeny trans- 1,2-diaminocyklohexanem a chloridové Ugandy j sou vyměněny 

za oxalátové skupiny (Brabec et al., 2017). 

Oxaliplatina netvoří D N A adukty tak dobře jako cisplatina, i přesto vykazuje tato látka 

podobnou nebo dokonce vyšší cytotoxicitu v několika lidských nádorových buněčných 

liniích. Oxaliplatina tak inhibuje buněčný růst stejně jako cisplatina, i když nezpůsobuje 

tak velké poškození D N A (Brabec et al., 2017). 
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U oxaliplatiny dochází po vytvoření aduktů s D N A k ohybu této nukleové kyseliny 

o jiný úhel, nezje tomu u cisplatiny, proto tyto adukty mohou být rozpoznávány jinými 

vnitrobuněčnými proteiny a oxaliplatina tak může být aktivní i v buněčných liniích, které 

jsou na cisplatinu rezistentní (Pizarro & Sadler, 2009). Konformační změny D N A 

způsobené meziřetězcovými vazbami oxaliplatiny hrají významnější roli 

v protinádorovém účinku než stejné vazby vytvořené cisplatinou (Brabec et al., 2017). 

2.2.4 Nedaplatina, lobaplatina a heptaplatina 

Stejný mechanismus účinku jako u karboplatiny je očekáván i u nedaplatiny, u níž jsou 

jako nosné Ugandy opět použily aminové skupiny (Pizarro & Sadler, 2009). Použití tohoto 

léčiva je povoleno pouze v Japonsku pro léčbu malobuněčného a nemalobuněčného 

karcinomu plic, nádorových onemocnění hlavy, krku a jícnu. Mezi další léčiva na bázi 

platiny se řadí lobaplatina, která je schválena pro použití pouze v Číně pro léčbu 

metastazujícího karcinomu prsu, chronické myeloidní leukémie a malobuněčného 

karcinomu plic, a heptaplatina, která je povolena pouze v Jižní Koreji pro léčbu 

karcinomu žaludku (Dilruba & Kalayda, 2016). 

2.3 Komplexy na bázi Ru a Os 

Rezistence a vedlejší účinky cisplatiny jsou hlavním limitujícími faktory použití tohoto 

léčiva, a proto je snaha syntetizovat nové komplexní sloučeniny obsahující jako centrální 

atom nejen platinu, ale také ruthenium, osmium, rhodium či měď (Andrezálová & 

Országhová, 2021). 

Komplexy na bázi ruthenia a osmia byly nejprve navrženy tak, aby napodobovaly 

mechanismus účinku komplexů obsahujících platinu. Dnes je známo, že komplexy s Ru 

a Os mají velký potenciál jako cytotoxická léčiva a vykazují jiný mechanismus účinku 

než konveční chemoterapeutika (Meier-Menches et al., 2018). 

2.3.1 Ruthenium jako centrální atom 

Za fyziologických podmínek je ruthenium stabilní ve dvou oxidačních stavech, a to jako 

ruthenatý a ruthenitý kation, které vytváří oktahedrální konfiguraci (Lee et al., 2020). 

Naproti tomu platnaté komplexy mají čtvercově planární geometrii, z čehož lze usuzovat 

na jiný mechanismus účinku (Brabec & Nováková, 2006). 

8 



2.3.1.1 NAMI-A a KP1019 

N A M I - A a KP1019 jsou koordinační sloučeniny na bázi ruthenia, které mají podobnou 

strukturu (viz Obr. 3) (Alessio & Messori, 2019). KP1019 působí přímo na primární 

nádorové buňky, a to především u nemalobuněčného karcinomu plic či kolorektálního 

karcinomu, a jeho hlavním mechanismem účinku pravděpodobně není vazba na D N A 

(Andrezálová & Országhová, 2021). KP1019 se právě nachází ve fázi klinického 

testování (Paprocka et al., 2022). 

Léčivo N A M I - A vstoupilo do fáze 1 klinického testování v roce 1999 jako vůbec první 

látka na bázi ruthenia, která kdy byla testována na lidech. V další fázi testování bylo 

N A M I - A použito v kombinaci s gemcitabinem u pacientů s nemalobuněčným 

karcinomem plic. Bylo však zjištěno, že tato terapie je u pacientů méně účinná než 

gemcitabin samotný. Léčba N A M I - A byla označena za nedostatečně efektivní a v dalším 

testování se nepokračuje (Alessio & Messori, 2019). 

Při studiu interakcí N A M I - A s D N A bylo zjištěno, že tato látka je méně cytotoxická 

než cisplatina, což podporuje fakt, že množství 1,2-GG a 1,2-GA meziřetězcových aduktů 

vytvořených N A M I - A je mnohem menší (Brabec & Nováková, 2006). Proto vazba na 

D N A není považována u N A M I - A za klíčovou vlastnost zodpovědnou za její 

cytotoxickou aktivitu vůči metastázím (Brabec & Kašpárková, 2018). 

Obr. 3: Struktura NAMI-A, [ImH] [trans-RuCl4 (DMSO)(Im)] (Im=imidazol) (vlevo) a KP1019, 
[InH] [trans-RuCl4(In)2] (In=indazol) (vpravo) 
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2.3.1.2 Ru(II) komplexy obsahující arény 

Koordinační sloučeniny o obecném vzorci [(n,6-aren)Ru(II)(en)(Cl)]+, kde en znamená 

ethylendiamin a aren je zkratkou pro bifenyl (BIP), dihydroantracen (DHA), 

tetrahydroantracen (THA), p-cymen (CYM) a benzen (BEN), jejichž struktura je 

znázorněna na Obr. 4, se přednostně váží na N7 atom guaninu na dvoušroubovici DNA, 

která je pravděpodobně hlavním cílem pro tyto komplexy. Komplex Ru-BIP je 

v některých studiích (Hanif et al., 2014) označován jako RM175. Vazba na D N A pro 

komplexy obsahující BIP, D H A nebo THA sestává jednak z koordinace na N7 atom 

guaninu a také z hydrofobní interakce mezi ligandem arénu a DNA, která může zahrnovat 

vmezeření komplexu nebo jeho vazbu na malý žlábek v molekule D N A (Nováková et al., 

2003). 

Komplexní sloučenina R u - C Y M se není schopna vmezeřit do molekuly DNA, vytváří 

tak koordinační vazby mezi rutheniem a N7 atomem guaninových bází. Tento komplex 

se také váže na D N A pomaleji než cisplatina (Nováková et al., 2003). Adukty 

komplexních sloučenin obsahujících C Y M více narušují konformaci a destabilizují 

dvoušroubovici D N A než komplexy obsahující tři aromatické cykly (Brabec & 

Nováková, 2006). 

Ru-CYM Ru-BEN 

Obr. 4: Struktura komplexních sloučenin o obecném vzorci [(n6-aren)Ru(II)(en)(Cl)]+, kde en 
znamená ethylendiamin a aren je zkratkou pro bifenyl (BIP), dihydroantracen (DHA), 
tetrahydroantracen (THA), /7-cymen (CYM) nebo benzen (BEN). 
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2.3.1.3 Další komplexy obsahující Ru 

Cis- a rrans-[Ru(II)(DMSO)4Ci2] jsou komplexy obsahující dimethylsulfoxid 

a vykazující schopnost vazby na DNA. I když ds-izomer této sloučeniny je strukturně 

podobný cisplatině, trans-izomer se na D N A váže s větší efektivitou. Trans-izomer je 

také schopný inhibovat R N A syntézu, zatímco ds-izomer ne (Brabec & Nováková, 

2006). 

Mezi další koordinační sloučeniny s rutheniem patří látky obsahující jako ligand 

polypyridyl, jež se interkalují do molekuly D N A (Brabec & Kašpárková, 2018). 

Zajímavostí je, že v březnu roku 2017 látka s označením TLD1433 obsahující 

polypyridyl vstoupila do klinického testování (Monro et al., 2019). Protinádorovou 

aktivitu vykazují také některé dvoujaderné Ru(II) komplexy, které, kromě 

meziřetězcových a vnitrořetězcových vazeb v jedné molekule DNA, vytváří také příčné 

vazby mezi dvěma dvoušroubovicemi D N A a také mezi proteiny a DNA, což je vlastnost, 

která není pozorována u žádných jiných protinádorových komplexů s rutheniem (Brabec 

& Kašpárková, 2018). 

2.3.2 Osmium jako centrální atom 

Koordinační sloučeniny obsahující osmium jsou považovány za alternativu ke 

komplexům s rutheniem díky tomu, že jsou relativně inertní a dostatečně stabilní za 

fyziologických podmínek (Hanif et al., 2014). 

2.3.2.1 Os(II) komplexy obsahující arény 

Kostrhunová et al. (2008) se zabývali Os(II) koordinačními sloučeninami a jejich 

schopností vazby na DNA. Pro svou studii vybrali čtyři komplexy (viz Obr. 5), kdy 

jedním z nich je Os(II) analog komplexní sloučeniny Ru-BIP (RM175). Vzorce 

zkoumaných komplexů jsou [(r)6-bifenyl)Os(II)(ethylendiamin)(Cl)]+ (1), [(n6-

bifenyl)Os(II)(pikolinát)(Cl)] (2), [(n6-p-cymen)Os(II)(pikolinát)(Cl)] (3), [(rf-p-

cymen)Os(II)(oxinát)(Cl)] (4). Zjistili, že komplex 1 se na D N A váže 28x pomaleji než 

jeho Ru(II) analog. Tato pomalejší kinetika však může být výhodnější, protože komplex 

s Ruje reaktivnější a náchylnější k deaktivaci díky interakci s jinými biomolekulami před 

tím, než dosáhne cílové molekuly DNA. Na D N A se komplex 1 váže podobným 

způsobem jako Ru(II) analog - selektivně se váže na guaniny (Kostrhunová et al., 2008). 
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3 4 

Obr. 5: Struktura Os(II) komplexních sloučenin obsahujících arény: [(n6-
bifenyl)Os(II)(ethylendiamin)(Cl)]+ (1), [(n6-bifenyl)Os(II)(pikolinát)(Cl)] (2), [(n6-/?-
cymen)Os(II)(pikolinát)(Cl)] (3), [(n6-/7-cymen)Os(II)(oxinát)(Cl)] (4) 

Dále se v práci Kostrhunová et al. (2008) uvádí, že na rozdíl od cisplatiny všechny 

Os(II) komplexy zkoumané v této práci nezpůsobily ohnutí DNA, které hraje významnou 

roli při cytotoxickém účinku cisplatiny, což naznačuje, že mechanismus účinku Os(II) 

komplexů je jiný. Komplexy 1, 2 a 3 byly schopny rozvinout vlákna dvoušroubovice 

D N A více než komplexy s Ru, což se na elektroferogramu projevilo jako nezaostřený pás 

o nejasné velikosti. Tyto komplexy se na D N A mohou vázat jednak pomocí 

nekovalentních vazeb, jednak pomocí interkalačních či koordinačních vazebných módů. 

Stejní autoři zkoumali také cytotoxicitu těchto komplexů. Zjistili, že komplex Os-BIP 

vykazuje vysokou aktivitu u linie buněk rezistentních na cisplatinu. Komplex 4 

neinteragoval s D N A stejně jako ostatní komplexy. Tato koordinační sloučenina nebyla 

schopna rozvinout dvoušroubovici DNA, což pravděpodobně značí, že se na D N A neváže 

pomocí nekoval entních vazeb (Kostrhunová et al., 2008). 

2.3.3 Komplexy s biologicky aktivním substituentem 

V této práci byly pro studium vlivu koordinačních sloučenin na D N A použity komplexy 

s Ru a Os obsahující biologicky aktivní substituent. Tyto komplexy nabízí nejen možnost 

vylepšení terapeutického efektu, ale také možnost snížení dávky při distribuci do 

organismu (nižší toxicita pro organismus). Kombinovaný mechanismus působení je 
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výhodný k překonání vnitřní rezistence, stejně tak k zabránění vzniku získané rezistence. 

Důležitá je dostatečná stabilita daných komplexů z toho důvodu, aby se dvě (nebo více) 

biologicky aktivních forem dostalo do cílové buňky (Starha & Trávníček, 2019). 

Tyto protinádorové komplexy mohou uvolňovat bioaktivní ligand a cytotoxickou 

formu obsahující kov, mohou uvolňovat pouze bioaktivní ligand z inaktivní formy 

obsahující kov (komplex představuje nosič léčiva) nebo nemusí uvolňovat bioaktivní 

ligand vůbec (Starha & Trávníček, 2019). Disociace biologicky aktivního Ugandu může 

být aktivována redukcí, interakcí se specifickým enzymem či viditelným světlem 

(Renfrew, 2014). 

2.4 Testování biologické aktivity potenciálních protinádorových 

sloučenin 

Jak již bylo uvedeno v Úvodu, nově připravené komplexní sloučeniny musí být 

podrobeny nejrůznějším měřením biologické aktivity. Jedná se zejména o stanovení 

cytotoxicity in vitro, studium apoptózy, detekci reaktivních forem kyslíku (ROS) či 

studium interakcí s D N A (pomocí agarosové elektroforézy, mikroskopie atomárních sil 

či fluorescenční emisní spektrometrie) (Zhao et al., 2019). Agarosová elektroforéza je 

blíže popsána v souvislosti s provedenými experimenty v kapitole 3.5.2. Uvedený výčet 

metod není vyčerpávající, jejich popis však přesahuje rozsah této práce. 

Test cytotoxicity je jednou z nej důležitějších metod pro zhodnocení biologické 

aktivity. Používá tkáňové buňky in vitro k pozorování buněčného růstu, dělení či 

morfologických změn (Li et al., 2015). Pro stanovení in vitro cytotoxicity slouží MTT 

test (MTT je zkratkou pro 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid), 

test laktát dehydrogenasové aktivity, test životaschopnosti buněk neutrální červení nebo 

také test stanovení obsahu proteinů v živých buňkách pomocí Bradfordovy metody 

(Fotakis & Timbrell, 2006). 

Další možnost testování biologické aktivity se např. opírá o stanovení apoptózy 

a kvantifikuje se nejčastěji pomocí průtokové cytometrie. Analýza tohoto mechanismu 

využívá dějů, které jsou spojovány s tímto procesem. Jedná se o translokaci látek na 

plasmatické membráně, aktivaci kaspas či o rozklad D N A endonukleasami (McKinnon, 

2018). 

13 



2.5 Testování interakcí potenciálních protinádorových sloučenin s 

DNA 

Zjištění, že hlavním cílem cisplatiny po vstupu do organismu je molekula DNA, vedlo 

k tomu, že u nově připravených komplexních sloučenin s Ru a Os byly nejprve testovány 

právě jejich interakce s D N A (viz původní články Nováková et al., 2003; Kostrhunová et 

al., 2008). Tato práce se zabývá dvěma metodami studia interakcí komplexních sloučenin 

s DNA, a to detekcí nukleasové aktivity komplexních sloučenin (viz kapitola 2.6) 

a studiem změn v mobilitě plasmidové D N A v agarosovém gelu po interakci s komplexy. 

Experimenty mají za cíl co nejvíce prozkoumat vazebné možnosti komplexů na molekulu 

DNA. 

2.5.1 Vlastnosti plasmidové DNA a její příprava pro studium 

vazebných interakcí s cytostatiky 

Komplexní sloučeniny mohou s D N A interagovat různě (Pages et al., 2015) - viz kapitola 

2.5.2. Pro charakterizaci vazebných interakcí slouží jako model D N A plasmidová DNA, 

která j e dostatečnou náhradou genomické D N A . Plasmidy jsou stabilní molekuly, které 

se replikují nezávisle na chromosomální D N A hostitele a díky své relativně malé velikosti 

i velmi rychle. Plasmidy se běžně používají jako klonovací vektory. Genomická D N A 

naproti tomu má větší velikost a nelze j i použít jako klonovací vektor (Madigan et al., 

2009). 

Většina izolované plasmidové D N A se nachází v superhelikální formě (SC forma). 

V buňce je však většinou ve formě cirkulární, někdy i lineární. Plasmidy obsahují geny, 

které zajišťují jejich vlastní replikaci. Přestože neobsahují geny nezbytné pro hostitele, 

mohou nést informace ovlivňující fenotyp hostitele. Nej rozšířenější a nejvíce studovanou 

skupinou jsou plasmidy udělující hostiteli schopnost rezistence k antibiotikům a jiným 

růstovým inhibitorům, což činí selekci klonů obsahujících daný plasmid jednodušší. 

Jedním z klasických plasmidů používaných v klonování je plasmid pUC19, jehož 

struktura je znázorněna na Obr. 6 (Madigan et al., 2009). 
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počátek DNA 
replikace 

Obr. 6: Mapa plasmidu pUC19. Obsahuje geny kódující rezistenci k antibiotiku ampicilinu. 
Uvnitř genu lacZje klonovací místo, které může být naštěpeno restrikčními endonukleasami, a 
do kterého může být vložen zvolený insert. Pro kontrolu transformace se využívá blue-white 
screening, který využívá genu lacZ a jeho schopnosti produkovat (3-D-galaktosid 
galaktohydrolasu ((3-galaktosidasa, EC 3.2.1.23). Obrázek upraven podle Madigan et al, 2009. 

Pro experimenty vyžadující D N A lze tuto molekulu nejen klonovat v hostitelském 

organismu (Miles & Wolf, 1989), ale lze také různě dlouhé oligonukleotidy de novo 

syntetizovat (Song et al., 2021). Escherichia coli je jednou z nejčastěji používaných 

bakterií pro produkci plasmidové D N A (Miles & Wolf, 1989). Při přípravě plasmidu 

pomnožením v hostitelské buňce je D N A různými způsoby methylována. To proto, že 

bakterie obsahují reštrikční modifikační systém, jež rozpoznává vlastní methylovanou 

D N A a cizí nemethylovanou DNA, kterou odstraňují za pomoci restrikčních endonukleas 

(Johnston et a l , 2019). 

Existuje mnoho kmenů E. coli - např. DH5a, FHK12, GM124, JM108 či K12 3000. 

Velmi používaným je kmen TOP 10, který je rezistentní na streptomycín. Kmen Top 1 OF' 

je navíc oproti kmenu TOP 10 rezistentní na tetracyklín 

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

2.5.2 Způsoby interakce komplexu s DNA 

Existuje mnoho způsobů, kterými se mohou komplexy na D N A vázat (viz Obr. 7). 

O některých z nich bylo pojednáno v souvislosti s konkrétními koordinačními 

sloučeninami již v kapitolách 2.2 a 2.3. Výhodou komplexů je jejich variabilita, která 

může být dána typem kovu, jeho oxidačním stavem, koordinovanými Ugandy či velikostí 

a tvarem komplexu (Andrezálová & Országhová, 2021). 
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Obr. 7: Možnosti vazby komplexní sloučeniny na molekulu DNA. Koordinačně-kovalentní vazba 
(A), vmezeření sloučeniny mezi páry bází (B), elektrostatické interakce (C), bisinterkalace (D), 
vláknitá interkalace (z anglického threading intercalation) (E), inserce (F), vazba na malý žlábek 
(G), vazba na velký žlábek (H). Obrázek upraven podle Andrezálová & Országhová, 2021. 

Komplexní sloučeniny se mohou na D N A vázat kovalentně (např. cisplatina) nebo 

nekovalentně pomoci vratné vazby, a to díky vmezeření sloučeniny, elektrostatickým 

interakcím se záporně nabitou cukr-fosfátovou kostrou nebo interakcím s velkým či 

malým žlábkem na molekule D N A (Strekowski & Wilson, 2007). Jednotlivé způsoby 

interakce (viz Obr. 7) jsou popsány dále. 

2.5.2.1 Interkalativní vazba 

Jedná se o typ nekovalentní vazby. Dochází k vmezeření planárního aromatického kruhu 

mezi páry bází v molekule DNA. Lerman (1961) popsal jako první tento typ vazby, čímž 

vysvětlil silnou afinitu jistých heterocyklických aromatických barviv k DNA. Interkalaci 

doprovází stabilizace, prodloužení či rozvinutí molekuly DNA. Úhel, o který dojde 

k rozvinutí dvou vláken, závisí na typu sloučeniny (např. ethidiový kation rozvine D N A 

o 26 °) (Strekowski & Wilson, 2007). 

U některých komplexů se může jejich aromatická část vmezeřit mezi D N A báze, 

zatímco druhý ligand interaguje se žlábky na DNA. Příkladem takovýchto sloučenin 

s duálním módem interakce j sou polosendvičové Ru(II)-aren komplexy (Andrezálová & 

Országhová, 2021). 

Některé komplexní sloučeniny se mohou vázat na D N A pomocí vláknité interkalace 

(z anglického threading intercalation), kdy se aromatická část komplexu vmezeří mezi 

páry bází a ostatní substituenty stejné sloučeniny interagují s malým a zároveň i velkým 

žlábkem (Strekowski & Wilson, 2007). 

Tzv. bisinterkalace je vmezeření mezi dva páry bází v molekule DNA. Sloučeniny, 

které se na D N A vážou tímto způsobem mají dva planární aromatické kruhy kovalentně 

spojené např. uhlovodíkovým řetězcem o různé délce. Tito tzv. bisinterkalátoři se často 
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vážou na D N A s větší afinitou než sloučeniny, které se vmezeřují pouze jedním 

aromatickým ligandem (Andrezálová & Országhová, 2021). 

2.5.2.2 Další typy vazeb 

Inserce je dalším typem vazby komplexních sloučenin na molekulu DNA. Rozdíl mezi 

sloučeninami s tímto typem vazby a interkalátory je ten, že interkalátoři se vmezeřují 

mezi páry bází, aniž by je narušily, zatímco sloučeniny, které se insertují, pár bází 

v molekule D N A nahradí. Některé komplexy na bázi rhodia se na D N A vážou pomocí 

tohoto unikátního typu vazby (Zeglis et al., 2007). 

Vazba na žlábky na molekule D N A je stabilizována elektrostatickými silami, van der 

Waalsovými silami, hydrofobními interakcemi a vodíkovými vazbami. S velkým 

žlábkem většinou interagují velké molekuly proteinů, zatímco s malým žlábkem menší 

molekuly (Andrezálová & Országhová, 2021). 

2.5.3 Testování změny v mobilitě plasmidové DNA po interakci 

s komplexy 

Jak je uvedeno výše, komplexní sloučeniny mohou interagovat s D N A pomocí 

koordinačně-kovalentní vazby, elektrostatických interakcí či vmezeřením mezi páry bází 

v molekule D N A (vazebné možnosti jsou zkoumány např. v článcích Fang et al., 2013; 

Zhao et al., 2019). Tyto interakce je možné detekovat díky změně v mobilitě plasmidové 

D N A při agarosové elektroforéze. 

Zhao et al. (2019) studovali dvoujaderné Ru(II) komplexy, jejichž elektroferogramy 

jsou znázorněny na Obr. 8. Pro koordinační sloučeniny 1 a 2 je patrný pokles rychlosti 

migrace superhelikální formy plasmidu pBR322, což značí kovalentní vazbu komplexů 

k plasmidové DNA. Pro komplexy 3 a 4 nebyla pozorována změna v mobilitě u žádné 

z testovaných koncentrací. Pro všechny komplexy platí, že intenzita fragmentů se se 

zvyšující se koncentrací komplexu snižovala, což podle autorů naznačuje, že se komplexy 

vmezeřují do D N A místo interkalačního barviva ethidium bromidu. Pozorovaný posun 

v mobilitě je způsoben vyšší relativní molekulovou hmotností D N A s navázaným 

komplexem. Zhao et al. (2019) na základě provedené agarosové elektroforézy odvozují, 

že komplexy 1 a 2 se na D N A váží kovalentně, zatímco komplexy 3 a 4 se do D N A 

vmezeřují. 
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Obr. 8: Elektroferogramy znázorňující změnu mobility plasmidu pBR322, který byl inkubován 
s různými koncentracemi Ru(II) komplexů. Dráha 1-9: komplex (0, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 
a 1280 uM) + DNA. Forma I plasmidové DNA odpovídá superhelikální formě, forma II plasmidu 
odpovídá otevřené kruhové formě. Obrázek upraven podle Zhao et al , 2019. 

2.6 Testování nukleasové aktivity potenciálních protinádorových 

sloučenin 

Koordinační sloučeniny se nemusí na molekulu D N A pouze vázat, ale mohou také 

vykazovat nukleasovou aktivitu, tedy schopnost štěpit molekulu DNA. Komplexy se pak 

označují jako tzv. umělé nukleasy, které mohou D N A štěpit hydrolyticky nebo 

oxidatívne. Oxidatívni štěpení obvykle zahrnuje tvorbu reaktivních forem kyslíku (Yu & 

Cowan, 2018). 

Pokud je superhelikální forma plasmidové D N A štěpena na jednom vlákně (anglicky 

se toto štěpení označuje jako „nicking"), dochází k vytvoření uvolněné otevřené kruhové 

formy plasmidu (z anglického open circular form, též se označuje jako „nicked form", 

OC forma). Pokud je štěpeno i komplementární vlákno přibližně do vzdálenosti 16 bp od 

štěpu na prvním vláknu, vytvoří se lineární plasmidová D N A (L forma) (viz Obr. 9). 

V agarosovém gelu se nejrychleji pohybuje superhelikální forma, pak lineární forma a 

nejpomalejší je otevřená kruhová forma plasmidové D N A (Ragheb et al., 2015). Pokud 

nejsou na elektroferogramu pozorovány žádné fragmenty, dochází podle Vančo, et al. 

(2021) k úplnému štěpení molekuly D N A na nukleotidy, které nemohou být detekovány. 
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otevřený kruhový superhelikální lineárni plasmíd 
Plasmid plasmid ( L f o r m a ) 

(OC forma) (SC forma) 

Obr. 9: Konformace plasmidové DNA 

Historicky se většinou interakce komplexů s D N A studovaly v kombinaci 

s nukleasovou aktivitou v závislosti na koncentraci. Massoud et al. (2016) ve své práci 

zkoumali interakce dvoujaderných Ni(II) komplexů (1 a 2) a Cu(II) komplexů (3 a 4) 

s DNA. Z Obr. 10 podle autorů vyplývá, že komplexy 1 a 2 rozvinuly plasmidovou DNA, 

což lze na elektroferogramu pozorovat jako nezaostřený pás o nejasné velikosti. 

Komplexy 3 a 4 nevykazovaly podle autorů žádnou nukleasovou aktivitu. Snížení 

intenzity fragmentu odpovídajícího SC formě plasmidu u nej vyšší koncentrace je 

pravděpodobně způsobeno vmezeřením komplexu mezi páry bází namísto ethidium 

bromidu. Massoud et al. (2016) provedli experimenty také v přítomnosti vychytávačů 

volných radikálů či chelatujícího činidla E D T A pro lepší porozumění mechanismu účinku 

komplexních sloučenin při interakci s D N A (vliv vychytávačů ROS podrobněji rozebrán 

v části Výsledky a diskuse v kapitole 4.2.1). 

300 M M 
Komplex 2 

100 JIM 33 riM 
SC forma L forma 

Obr. 10: Elektroferogramy znázorňující interakci komplexů 1, 2, 3 a 4 o koncentracích 11-300 
uM s plasmidem pUC19 (koncentrace párů bází 23 (xM). L forma plasmidu byla linearizována 
endonukleasou Hindlll. Obrázek upraven podle Massoud et al., 2016. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Komplexní sloučeniny 

V této práci byly studovány nově nasyntetizované komplexní sloučeniny [Ru(r|6-

pcym)(L)Cl]PFô a [Os(r|6-pcym)(L)Cl]PF6 s různými Ugandy, kde L 1 znamená N,N ' -

ethandiylbis(l-(l-naftyl)methanimin), L 2 je zkratkou pro N,N'-ethandiylbis(l-(9-

fenantryl)methanimin) a L 3 znamená N,N'-ethandiylbis(l-(4-pyrenyl)methanimin). 

Vzorce těchto komplexů jsou uvedeny na Obr. 11. Dále byla pro experimenty použita 

cisplatina a komplex [Ru(r|6-pcym)(en)Cl]PF6, kde en je zkratkou pro ethylendiamin. 

Obr. 11: Komplexní sloučeniny použité v této práci. [Ru(r|6-pcym)(L1)Cl]PF6 (2a), [Os(n6-
pcym)(L1)Cl]PF6 (2b), [Ru(n6-pcym)(L2)Cl]PF6 (3a), [Os(n6-pcym)(L2)Cl]PF6 (3b), [Ru(r|6-
pcym)(L3)Cl]PF6 (4a) a [Ru(r|6-pcym)(en)Cl]PF6 (Ru-CYM). 
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3.2 Biologický materiál a reagencie pro molekulárně biologické 

metody 

Pro molekulárně biologické metody bylo pracováno s bakteriální kulturou Escherichia 

coli kmen TOP10 nesoucí plasmid pUC19 (Thermo Fisher Scientific, USA). Dále byly 

použity tyto reagencie - 6x D N A Loading Dye a GeneRuler 1 kb D N A 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 D N A bylo 

pracováno s kitem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, SRN). 

Byly použity také následující chemikálie od firmy Sigma-Aldrich (USA): glycerol, 

EDTA, kyselina octová, dimethylsulfoxid, ethanol, modř bromfenolová, Tris a voda 

prostá nukleas. Dále bylo pracováno se SeaKem L E agarosou (Lonza Group, CHE) a 

peroxidem vodíku (Sigma-Lachema, ČR). 

3.3 Přístrojové vybavení a další pomůcky 

• Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA) 

• PowerPac Basic (Bio-Rad, USA) 

• SafeBlue Illuminator/Electrophoresis System, MBE-150 (Major Science, 

Taiwan) 

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

• minicentrifuga (Benchmark, USA) 

• vortex V-1 Plus (Biosan, USA) 

• centrifuga 5418R (Eppendorf, SRN) 

• magnetická míchačka Intelli-Stirrer M S H 300i (Biosan, USA) 

• analytické váhy (Denver Instrument, USA) 

• analytické váhy 440-35N (Kern & Sohn GmbH, SRN) 

• laboratorní váhy PS 210.R2 (Radwag, Polsko) 

• pH metr - pH 50 + DHS (XS Instruments, Indie) 

• spektrofotometr Synergy microplate reader (Biotek Instruments, USA) 

• inkubátor (Memmert, SRN) 

• mikrovlnná trouba (Panasonic, JPN) 

• el ektr of or etická cela B1A-10 s hřebínky (Thermo Fisher Scientific, USA) 

21 



3.4 Roztoky pro agarosovou elektroforézu 

• T A pufr 

o 20 m M Tris/kyselina octová pH=7,4 (roztok připraven 10x 

koncentrovaný) 

• T A E pufr 

o 40 m M Tris/kyselina octová pH=8,0; 1,3 mM E D T A (roztok připraven 

10x koncentrovaný) 

• Nanášecí pufr 

o 60% (v/v) glycerol; 0,03% (w/v) bromfenolová modř 

3.5 Metody 

3.5.1 Izolace plasmidové DNA metodou přečištění na vrstvě silikátu 

Plasmidová D N A byla izolována pomocí QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, SRN). 

Postup byl s modifikacemi prováděn podle protokolu výrobce 

(https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna- 

purification/dna-purification/plasmid-dna/qiaprep-spin-miniprep-kit/). 

Po izolaci plasmidové D N A je pro další práci nutné změřit její koncentraci. K tomuto 

účelu byl použit přístroj Synergy microplate reader, který přímo spektrofotometricky 

měří koncentraci dvouvláknové D N A při vlnových délkách 260 a 280 nm pomocí Gen5 

softwaru (protokol dostupný na stránkách výrobce: 

https://www.biotek.com/products/software-robotics-software/gen5-microplate-reader- 

and-imager-software/). 

3.5.2 Detekce vlivu cytostatik na DNA (agarosová elektroforéza) 

Pro pozorování interakcí komplexních sloučenin a vybraných organických molekul 

s D N A byla provedena agarosová elektroforéza. Při studiu nukleových kyselin pomocí 

této metody dochází k pohybu záporně nabité cukr-fosfátové kostry D N A ke kladně 

nabité anodě (Pingoud et al., 2002). Elektroforéza probíhá za konstantního napětí 

(Sanderson et a l , 2014). 

V této práci byly vykonány dva experimenty zaměřující se na detekci nukleasové 

aktivity komplexních sloučenin a na pozorování změny v mobilitě plasmidu v 

agarosovém gelu po interakci s komplexy. Dvěma hlavními rozdíly mezi těmito 

experimenty je přídavek E D T A a kratší doba inkubace u experimentu pro pozorování 
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nukleasové aktivity. E D T A se do pufru přidává, protože chelatuje horečnaté kationty, 

čímž inaktřvuje potenciální D N A nukleasy ( M g 2 + je jejich esenciálním kofaktorem). 

Při pH okolo 8 jsou tři COOH skupiny na E D T A ve formě COO", čímž přispívají 

k vodivosti roztoku (Sanderson et al., 2014). 

Byly použity nižší koncentrace agarosy, které separují fragmenty o vyšších 

molekulových hmotnostech (Pingoud et al., 2002), a to konkrétně 0,8% (w/v) agarosový 

gel v lx T A E pufru pro detekci nukleasové aktivity a 1% (w/v) agarosový gel v lx T A 

pufru pro experimenty stanovující změnu v mobilitě D N A v agarosovém gelu. Pro 

vizualizaci D N A fragmentů bylo použito barvivo GelRed (1,5/4 ul podle velikosti gelu). 

Podle výrobce (https://biotium.com/product/gelred-nucleic-acid-gel-stain/) se, na rozdíl 

od ethidium bromidu (Pingoud et al., 2002), nejedná o cytotoxické či mutagenní barvivo, 

protože neprochází buněčnou membránou a nemůže tak interagovat s DNA. 

Pro porovnání velikostí fragmentů D N A byly použity 3 ug markeru. Negativní 

kontrola obsahovala ve všech experimentech 250 ng plasmidu pUC19. Pro experiment 

stanovující nukleasovou aktivitu elektroforéza probíhala 60 min při 120 V za laboratorní 

teploty, zatímco pro experiment stanovující změnu v mobilitě plasmidové D N A 

elektroforéza probíhala 100 min při 90 V a při teplotě 4 °C. K vizualizaci fragmentů v 

agarosovém gelu byl gel vložen do přístroje Gel Doc™ E Z Imager (Bio-Rad, USA). 

3.5.2.1 Analýza nukleasové aktivity 

Objemy všech reakční ch směsí byly nastaveny na 10 ul pomocí vody prosté nukleas. Do 

každé reakční směsi bylo přidáno 250 ng plasmidu pUC19. Pro přípravu reakční ch směsí 

byly dále použity roztoky komplexních sloučenin lOx koncentrované a rozpuštěné ve 

100% (v/v) DMSO. Finální koncentrace těchto roztoků odpovídala koncentracím -

10 mM, 5 mM, 1 mM, 500 uM, 100 uM, 50 uM a 10 uM. Finální koncentrace DMSO 

v reakční směsi činila 10 % (v/v). Pro experiment v přítomnosti peroxidu vodíku byl do 

reakční směsi přidán 3% (v/v) H2O2 o finální koncentraci 0,3 % (v/v). Vzorky byly 

inkubovány 1 h při 37 °C. Před aplikací na agarosový gel byly k jednotlivým vzorkům 

přidány 2 ul barviva 6x D N A Loading Dye. 

Následující text v tomto odstavci je věnován přípravám kontrolních reakčních směsí. 

Pro přípravu roztoku obsahujícího reštrikční endonukleasu Ndel bylo do reakční směsi 

přidáno 10 U enzymu a pufr NEB 2.1 o finální koncentraci lx ze zásobního roztoku lOx, 

pro negativní kontrolu s peroxidem vodíku byl přidán 3% (v/v) H2O2 o finální koncentraci 

0,3 % (v/v) a pro negativní kontrolu s DMSO byl přidán 100% (v/v) DMSO o finální 
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koncentraci 10 % (v/v). Negativní kontrola bez DMSO obsahovala pouze plasmid pUC19 

a vodu prostou nukleas. 

3.5.2.2 Analýza mobility plasmidové DNA po interakci s cytostatiky 

Objemy všech vzorků byly nastaveny na 10 ul. Každá reakční směs obsahovala 250 ng 

plasmidu pUC19. Pro přípravu reakční ch směsí byly dále použity roztoky komplexních 

sloučenin lOx koncentrované a rozpuštěné ve 100% (v/v) DMSO. Finální koncentrace 

těchto roztoků odpovídala koncentracím - 10 mM, 5 mM, 1 mM, 500 uM, 200 uM, 150 

uM, 100 uM, 75 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM a 1 uM. Finální koncentrace DMSO v reakční 

směsi činila 10 % (v/v). Vzorky byly inkubovány 24 h při 37 °C. Před aplikací na gel 

byly k jednotlivým vzorkům přidány 2 ul bromfenolové modři. 

3.5.2.3 Image Lab 6.0.1 

Výsledky byly vyhodnoceny pomocí softwaru Image Lab 6.0.1 od firmy Bio-Rad (verze 

softwaru 6.1 dostupná z: https://www.bio-rad.com/en-cz/product/image-lab- 

software?ID=KRE6P5E8Z). 

Pro vybrané komplexní sloučeniny byl za pomocí tohoto programu proveden výpočet 

procentuálního zastoupení jednotlivých forem vzhledem k negativní kontrole. Výpočty 

byly provedeny podle vzorce 

Adjusted Band Volume (Intensity) 
Adjusted Total Band Volume (Intensity)neg c t r 

kde Adjusted Band Volume (Intensity) je objem fragmentu, od kterého je odečteno 

pozadí, a Adjusted Total Band Volume (Intensity) je objem všech fragmentů v dráze pro 

negativní kontrolu, od kterých je také odečteno pozadí. Objem (volume) je v tomto 

softwaru vyjádřen jako počet pixelů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

Následující kapitoly jsou věnovány nejprve kontrolním analýzám s cisplatinou, 

organickými molekulami L 1 a L 2 a komplexem R u - C Y M v přítomnosti a nepřítomnosti 

peroxidu vodíku za podmínek, jež byly definovány v Experimentální části pro 

experimenty zaměřující se na detekci nukleasové aktivity a změny v mobilitě plasmidové 

D N A s navázanými komplexními sloučeninami v agarosovém gelu tak, aby mohly být 

následně odhaleny vazebné interakce nově připravených Ru(II) a Os(II) komplexů pod 

označeními 2a, 2b, 3a, 3b a 4a s DNA. Čistota testovaných preparátů byla v kompentenci 

Katedry anorganické chemie. 

4.1 Negativní kontroly - identifikace konformací plasmidové DNA pro 

pUC19 

Pro identifikaci, standardizaci a porovnání vzorů za reakčních podmínek podle článků 

(Massoud et al., 2016; Zhao et al., 2019), byl proveden experiment s negativními 

kontrolami. Na Obr. 12 se v 1. dráze nachází 1 kbp marker (použit ve všech 

experimentech), u kterého je označen počet bází, které odpovídají superhelikální formě 

(SC, 1500 bp) a lineární formě (L, 3000 bp) plasmidové DNA. Ve 2. dráze je kontrola 

L formy plasmidu - plasmidová D N A linearizovaná reštrikční endonukleasou Ndel. 

Ve 3. a 4. dráze se nachází negativní kontroly, které se liší přídavkem DMSO ve 4. dráze. 

Fragmenty, které odpovídají SC formám pro dráhy číslo 3 a 4, mají zastoupení SC formy 

v rámci dané dráhy velmi podobné (pro 3. - 97 %, pro 4. - 97,8 %). Linearizovaná forma 

plasmidu ve 2. dráze přesně neodpovídá lineární formě plasmidu v drahách číslo 3 a 4 (je 

v nich obsažena v nižší koncentraci - není v agarosovém gelu tak zpomalována). 

V 5. dráze se nachází negativní kontrola obsahující peroxid vodíku, který, jak je patrné 

z Obr. 12, štěpí plasmid na jednom vláknu a vzniká OC forma plasmidové DNA. 
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Obr. 12: Elektroferogram: Levá část obrázku (A) bez úprav. Pravá část obrázku (B) byla 
zesvětlena pomocí programu Image Lab 6.0.1. 1 kbp marker (1), plasmid linearizovaný Ndel (2), 
negativní kontrola pouze ve vodném prostředí (3), negativní kontrola s přídavkem DMSO (4) 
a negativní kontrola s přídavkem H 2 O 2 (5). Vyznačena SC, OC a L forma plasmidu. 

4.2 Detekce nukleasové aktivity v přítomnosti a nepřítomnosti 

peroxidu vodíku 

Experimenty byly provedeny ve vodném prostředí a v přítomnosti standardního přídavku 

volných kyslíkových radikálů ve formě peroxidu vodíku o finální koncentraci v reakční 

směsi 0,3 % (v/v). 

4.2.1 Vliv H2O2 a vychytávačů volných radikálů na nukleasovou 

aktivitu 

Peroxid vodíku jako reaktivní forma kyslíku (ROS) je schopen štěpit D N A (měla by tak 

vzniknout OC forma plasmidu) (Gôkce & Gup, 2013; Raza et al., 2016). Pro zjištění vlivu 

ROS v mechanismu štěpení Cu(II) komplexů byla v práci Gôkce & Gup (2013) agarosová 

elektroforéza provedena v přítomnosti peroxidu vodíku a vychytávačů volných radikálů. 

Samotné komplexy v nepřítomnosti H2O2 a vychytávačů ROS štěpily jedno vlákno na 

molekule DNA. V přítomnosti H2O2 docházelo ke štěpení jednoho nebo dvou vláken na 

plasmidu (OC forma převažovala nad L formou). Autoři z toho vyvodili, že buď mohlo 

docházet v tomto případě k hydrolytickému štěpení, nebo i v nepřítomnosti oxidačního 

činidla ke štěpení oxidativnímu. Oxidatívni štěpení D N A mohlo být způsobeno ligandem. 

Jako vychytávače volných radikálů byly v práci Gôkce & Gup (2013) použity DMSO 

(vychytávač hydroxylových radikálů), K I (vychytávač H2O2), NaN3 (vychytávač 

reaktivního kyslíku) a E D T A (chelatující činidlo). V přítomnosti DMSO nebyla na 
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elektroferogramu pozorována žádná změna ve štěpení D N A komplexem, z čehož 

vyplývá, že hydroxylové radikály nemají u zkoumaných komplexů vliv na nukleasovou 

aktivitu. V přítomnosti K I došlo k významnému snížení schopnosti komplexu štěpit 

DNA, což značí, že H2O2 hraje určitou roli při štěpení DNA. 

Jiné vychytávače reaktivních forem kyslíku byly použity v práci Raza et al. (2016), ve 

které se autoři zabývali Fe(II) komplexy obsahujícími quercetin. Aby hlouběji 

prozkoumali jejich mechanismus štěpení DNA, použili glycerol (vychytávač 

hydroxylových radikálů), superoxid: superoxid oxidoreduktasu (superoxiddismutasa, 

SOD, EC 1.15.1.1) (vychytávač superoxidových radikálů), H2O2: H2O2 oxidoreduktasu 

(katalasa, CAT, EC 1.11.1.6) (odstraňuje H2O2) a samotný peroxid vodíku. Autoři 

porovnali, jak je D N A štěpena samotným komplexem a co se děje v přítomnosti 

jednotlivých vychytávačů a H2O2 (stejně jako u předchozího článku). Samotný komplex 

štěpí D N A na jednom vlákně (stejně jako peroxid vodíku). Zjistili, že po přídavku 

katalasy ke štěpení D N A nedošlo, což značí, že H2O2 hraje důležitou roli v nukleasové 

aktivitě komplexu. 

4.2.2 Test nukleasové aktivity cisplatiny jako pozitivní kontroly 

Vzhledem k tomu, že vazebné interakce cisplatiny s D N A již historicky pomocí 

agarosové elektroforézy studovány byly (Keck & Lippard, 1992) a mechanismus jejího 

účinku je známý (viz přehledové články - Dasari & Tchounwou, 2014; Dilruba & 

Kalayda, 2016; Brabec et al., 2017; Ghosh, 2019), byla tato látka použita jako pozitivní 

kontrola pro studium interakcí nově připravených komplexních sloučenin s DNA. 

Z Obr. 13 pro experiment v nepřítomnosti peroxidu vodíku je patrné, že se neprojevila 

změna v mobilitě fragmentů, které odpovídají SC formě plasmidové DNA. Tento 

elektroferogram však neodpovídá tomu, co je známé z literatury (Keck & Lippard, 1992). 

Důvod vzniku tohoto neobvyklého výsledku zatím nemá vysvětlení, mohlo se jednat o 

chybu v provedení experimentu. U koncentrace 1 m M došlo k zeslabení intenzity 

fragmentu, který odpovídá SC formě plasmidu, a u koncentrací 5 a 10 mM k degradaci 

D N A na nukleotidy. To je s největší pravděpodobností způsobeno vysokými 

koncentracemi komplexu, které převyšují terapeutické dávky (Tsang et al., 2009). 
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Obr. 13: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro cisplatinu - experiment v přítomnosti 
a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

V přítomnosti peroxidu vodíku bylo v rozmezí koncentrací 10 uM - 1 m M naštěpeno 

jedno vlákno plasmidové DNA. Se zvyšující se koncentrací komplexu se zeslabovala 

intenzita fragmentů odpovídajících SC formám plasmidu. U fragmentů, jež odpovídají 

OC formám plasmidu, došlo ke stejnému jevu, a navíc i ke zrychlování fragmentů 

v agarosovém gelu. U koncentrací 5 a 10 mM byla plasmidová D N A zcela degradována. 

V Teoretické části této práce byl popsán mechanismus účinku cisplatiny při vazbě na 

jadernou DNA. Cisplatina se však také může vázat na mitochondriální DNA, což 

způsobuje oxidatívni stres a tvorbu reaktivních forem kyslíku (Aminuddin et al., 2020). 

Na základě tohoto experimentu lze však konstatovat, že cisplatina tvorbu volných 

radikálů nevyvolává, protože v nepřítomnosti peroxidu vodíku tato látka neštěpila jedno 

vlákno dvoušroubovice D N A , jako tomu bylo v přítomnosti H2O2. 

4.2.3 Test nulové nukleasové aktivity kontrolních organických molekul 

L 1 a L 2 

Kontrolní experimenty byly provedeny také s organickými molekulami L 1 a L 2 , které j sou 

součástí komplexních sloučenin 2a, 2b, 3a a 3b. Pro sloučeninu L 1 platí, že zastoupení 

SC, OC a L formy je u všech koncentrací včetně negativní kontroly stejné (SC forma -

96 %, OC forma - 2 %, L forma - 2 %). Tato molekula tedy s D N A neinteraguje (viz 

Obr. 14). Jak je patrné z Obr. 15, u molekuly L 2 bylo naštěpeno jedno vlákno plasmidové 

D N A (zastoupení SC formy - 72 %, L formy - 1 % a OC formy - 27 %). 

V přítomnosti peroxidu vodíku došlo k přechodu z SC formy plasmidové D N A na OC 

formu (pro látku L 1 - 14 % SC formy a 86 % OC formy). Z provedeného experimentu ve 

vodném prostředí a v přítomnosti H2O2 vyplývá, že molekula L 1 nevyvolává tvorbu 

volných radikálů. U molekuly L 2 byl plasmid štěpen v přítomnosti i nepřítomnosti H2O2, 

proto je teoreticky možné, že tato sloučenina tvorbu volných radikálů vyvolává. 
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Obr. 14: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro organickou molekulu L 1 - experiment 
v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 
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Obr. 15: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro organickou molekulu L 2 - experiment 
v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

4.2.4 Test nukleasové aktivity Ru-CYM jako pozitivní kontroly 

Jak je uvedeno v Teoretické části této práce, komplex R u - C Y M se do molekuly D N A 

neinterkaluje a na D N A se váže pomocí koordinační vazby. Z Obr. 16 je patrné, že se 

zvyšující se koncentrací se fragmenty v agarosovém gelu zpožďovaly. To je zřejmě 

způsobeno rozvinutím dvoušroubovice D N A po navázání komplexu, což se projevilo 

snížením superhelikální hustoty (Nováková et al., 2003). V Tab. 1 je uvedeno 

procentuální zastoupení jednotlivých forem plasmidové D N A v rámci jedné dráhy. 

V přítomnosti H2O2 došlo k naštěpení plasmidu na nukleotidy u všech koncentrací 

kromě té nejnižší, u které je patrná OC forma plasmidu pUC19. Pokud by byl u tohoto 

experimentu použit jemnější přechod mezi koncentracemi 0,1 a 0,01 mM nebo i nižší 

koncentrace komplexu, bylo by možné pozorovat více fragmentů, které odpovídají OC 

formám plasmidové DNA, případně i změnu v mobilitě v agarosovém gelu. Na základě 

provedeného experimentu lze však konstatovat, že komplex R u - C Y M nevyvolává tvorbu 

volných radikálů. 
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Obr. 16: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro komplexní sloučeninu Ru-CYM -
experiment v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

Tab. 1: Procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidu pro komplex Ru-CYM pro 
experiment v nepřítomnosti peroxidu vodíku, jež je vztaženo k celkovému množství (objemu) 
fragmentů v dané dráze (v programu Image Lab 6.0.1 se jedná o sloupec Band %). Není 
zohledněno zastoupení fragmentů v ostatních drahách. 

Negativní 
kontrola 

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

% 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 Nukleasová aktivita komplexních sloučenin 2a, 2b 

Na Obr. 17 je zobrazen výsledek experimentu pro komplexy s označením 2a a 2b (pro 

tento experiment byla použita Thermo Scientific pUC19 DNA). Z Tab. 2 vyplývá, že 

procentuální zastoupení OC a SC formy plasmidové D N A je u koncentrací 0,1 a 0,01 m M 

podobné negativní kontrole, z čehož lze usoudit, že při těchto koncentracích komplex 

neštěpí molekulu DNA. U koncentrace 10 m M se sice poměr liší, ale jak je patrné 

z Obr. 17, velká část plasmidu (konkrétně 70,20 % z celkového množství fragmentů na 

danou dráhu) zůstala v jamce, což bylo způsobeno vysrážením komplexu díky jeho 

vysoké koncentraci. Částečně i u koncentrace 1 m M zůstal plasmid v jamce. Tento jev 

značně zkresluje vyhodnocení výsledků. Zde lze spekulovat, že pokud by ke srážení 

komplexů nedocházelo, nebyla by část plasmidu zadržována v jamce, a tudíž by bylo 

možné předpokládat, že by D N A putovala v gelu stejně rychle jako SC forma. To by mělo 

za následek, že by poměry OC a SC formy byly podobné negativní kontrole a závěrem 

by bylo, že komplex 2a nevykazuje nukleasovou aktivitu. Se zvyšující se koncentrací je 

také částečně patrné zpomalování fragmentů, které odpovídají SC formě plasmidu -

komplex se na D N A navázal (Zhao et al., 2019). 
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Obr. 17: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro komplexní sloučeniny 2a a 2b -
experiment v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

Tab. 2: Procentuální zastoupení OC a SC formy plasmidu pro komplex 2a pro experiment 
v nepřítomnosti peroxidu vodíku, jež je vztaženo k celkovému množství fragmentů v dané dráze. 
Není zohledněno zastoupení fragmentů v ostatních drahách. Uvedeny také poměry OC formy 
a SC formy plasmidové DNA. 

Negativní 
kontrola 

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

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

Pro komplex 2b platí, že u koncentrací 10 a 1 mM nelze na elektroferogramu 

pozorovat žádný fragment. Jak je patrné z Obr. 17 plasmidová D N A zůstala u koncentrace 

10 mM v jamce díky tomu, že se komplex vysrážel. U koncentrace 0,1 mM došlo ke 

snížení intenzity obou fragmentů (jak OC formy, tak SC formy plasmidové DNA). 

Vzorek o koncentraci 0,1 mM byl také na gel zřejmě chybně nanesen, protože není patrný 

celý fragment SC formy plasmidu. U nejnižší koncentrace je fragment SC formy téměř 

stejně intenzivní jako fragment negativní kontroly. 

V přítomnosti peroxidu vodíku byla u komplexu 2a plasmidová D N A úplně 

degradována na nukleotidy u všech koncentrací. Pro komplex 2b je tento experiment 

s H2O2 téměř analogický experimentu ve vodném prostředí, jen došlo k částečnému 

přechodu z SC formy plasmidu na OC formu u koncentrací 0,1 a 0,01 mM. Je však 

možné, že u tohoto experimentu nebyl peroxid vodíku přidán správně, protože u 

koncentrace 0,01 m M se velké množství plasmidové D N A nachází v SC formě. Pro 

vyvození závěru pro komplex 2b by bylo třeba celý experiment zopakovat. 

4.2.6 Nukleasová aktivita komplexních sloučenin 3a, 3b 

Na Obr. 18 je znázorněn elektroferogram pro komplexní sloučeniny 3a a 3b. Komplex 

3a je aktivnější ve štěpení D N A než komplex 2a (i 3b). U koncentrací 10; 1 a 0,1 mM 
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byl plasmid naštěpen na nukleotidy. Z Tab. 3 vyplývá, že poměry obou forem 

u koncentrace komplexu 0,01 m M a u negativní kontroly jsou téměř stejné - nedošlo 

k naštěpení jednoho vlákna SC formy plasmidu. 

Komplex 3b je schopen štěpit D N A na nukleotidy pouze při nej vyšší koncentraci. 

U koncentrace 1 mM je z elektroferogramu patrné výrazné snížení intenzity obou 

fragmentů, což je způsobeno vmezeřením komplexu mezi páry bází v molekule D N A 

místo interkalačního barviva GelRed (Massoud et al., 2016). Z Tab. 3 lze vyvodit, že 

u této koncentrace došlo také k naštěpení SC formy plasmidu na OC formu, protože 

procentuální zastoupení OC formy je u této koncentrace vyšší než u negativní kontroly. 

U koncentrací 0,1 a 0,01 mM zůstal poměr SC a OC formy plasmidu téměř stejný. Se 

zvyšující se koncentrací je z Obr. 18 patrné zpomalování fragmentů, které odpovídají SC 

a OC formám plasmidové DNA, což je způsobeno navázáním části komplexní sloučeniny 

na D N A (Zhao et a l , 2019). 

3a 
H 20 H 2 0 2 

mM 

• 
3b 

H 20 H 2 0 2 

1 kb neg ctr 10 1 0,1 0,01 10 1 0,1 0,01 10 1 0,1 0,01 10 1 0,1 0,01 I — — — — — 
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Obr. 18: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro komplexní sloučeniny 3a a 3b -
experiment v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

Tab. 3: Procentuální zastoupení OC a SC formy plasmidu pro komplexy 3a a 3b pro experiment 
v nepřítomnosti peroxidu vodíku, jež je vztaženo k celkovému množství fragmentů v dané dráze. 
Není zohledněno zastoupení fragmentů v ostatních drahách. Uvedeny také poměry OC formy 
a SC formy plasmidové DNA. 

3a 3b 
Negativní 
kontrola 

10 
mM 

1 0,1 
mM mM 

0,01 
mM 

10 
mM 1 mM 0,1 

mM 
0,01 
mM 

% o c 
formy 10,20 - - 9,80 - 17,00 10,70 9,20 

%SC 
formy 
poměr 

89,80 - - 90,20 - 83,00 89,30 90,80 %SC 
formy 
poměr 1:8,80 - - 1:9,20 - 1:4,88 1:8,35 9,87 
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Pro komplex 3a v přítomnosti peroxidu vodíku platí, že u koncentrace 0,01 m M došlo 

k částečnému přechodu SC formy plasmidu na OC formu a u koncentrace 0,1 mM je na 

agarosovém gelu patrná pouze OC forma plasmidu (u ostatních koncentrací byla 

plasmidová D N A degradována na nukleotidy). Pro experiment s H2O2 u komplexu 3b 

platí, že plasmidová D N A byla úplně naštěpena na nukleotidy u koncentrací 10 a 1 mM. 

U koncentrace 0,1 mM lze pozorovat snížení intenzity obou fragmentů a u koncentrace 

0,01 mM bylo naštěpeno jedno vlákno plasmidové DNA. 

4.2.7 Nukleasová aktivita komplexu 4a 

Pro komplex 4a platí, že při koncentracích 10 a 1 mM degraduje D N A na nukleotidy (viz 

Obr. 19). Při koncentracích 0,1 a 0,01 mM se tato sloučenina pravděpodobně vmezeřila 

mezi páry bází v molekule DNA, jelikož došlo ke snížení intenzity fragmentů (Massoud 

et al., 2016). Je patrná také změna v mobilitě plasmidové D N A - komplex se tedy na 

D N A vázal (Zhao et al., 2019). Zastoupení jednotlivých forem v rámci dané dráhy je u 

obou koncentrací velmi podobné negativní kontrole, akorát bylo sníženo procentuální 

zastoupení L formy (viz Tab. 4). 

V přítomnosti H2O2 byl plasmid naštěpen na nukleotidy u všech koncentrací 

komplexu. 
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Obr. 19: Elektroferogram testování nukleasové aktivity pro komplexní sloučeninu 4a -
experiment v přítomnosti a nepřítomnosti peroxidu vodíku. 

Tab. 4: Procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidu pro komplex 4a pro experiment 
v nepřítomnosti peroxidu vodíku, jež je vztaženo k celkovému množství fragmentů v dané dráze. 
Není zohledněno zastoupení fragmentů v ostatních drahách. 

Negativní 
kontrola 

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

% 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 Analýza mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy 

4.3.1 Pozitivní kontrola vlivu cisplatiny na mobilitu plasmidu 

Z Obr. 23 je patrné, že intenzita fragmentu, které odpovídají SC i OC formě plasmidu, se 

se zvyšující se koncentrací komplexu snižuje. SC i OC forma plasmidové D N A byla také 

v agarosovém gelu postupně zrychlována, což (jak je uvedeno i v kapitole 4.2.2) 

neodpovídá literatuře (Keck & Lippard, 1992). U nejvyšších koncentrací 150 a 500 uM 

byla plasmidová D N A úplně degradována na nukleotidy pravděpodobně z toho důvodu, 

že se jedná již o příliš vysoké koncentrace (Tsang et al., 2009). V Tab. 5 je znázorněn 

procentuální podíl OC, L a SC formy v rámci jedné dráhy. Na Obr. 24 je znázorněn graf, 

který zobrazuje zastoupení jednotlivých forem plasmidu vzhledem k negativní kontrole 

(viz výpočet v kapitole 3.5.2.3). Z Obr. 23 a Obr. 24 je patrné, že fragment plasmidové 

D N A u koncentrace 1 uM má větší intenzitu než fragment odpovídající negativní 

kontrole. Je to pravděpodobně způsobeno možnou nezachycenou chybou při pipetování. 

Obr. 23: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s cisplatinou. 

Tab. 5: Procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidu pro cisplatinu, jež je vztaženo 
k celkovému množství fragmentů v dané dráze. Není zohledněno zastoupení fragmentů 
v ostatních drahách. 

Negativní 
kontrola 1 uM 10 uM 25 uM 50 uM 75 

UM 
100 
UM 

150 
UM 

500 
UM 

% OC formy 4,7 5,6 6,4 12,3 16,7 27,5 25,1 - -

% L formy 1,1 1,3 0,7 - 1,6 - - - -

% SC formy 94,3 93,1 92,9 87,7 81,7 72,5 74,9 100 -
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120 

lilii.. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

• OC forma 4,68 5,98 5,43 8,27 6,49 5,77 4,2 0 0 

• L forma 1,05 1,39 0,63 0 0,62 0 0 0 0 

• SC forma 94,26 99,95 79,47 59,03 31,68 15,24 12,53 1,26 

• SC forma • L forma • OC forma 

Obr. 24: Graf znázorňující procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidové DNA, jež je 
vztaženo k negativní kontrole, pro cisplatinu pro experiment detekující změnu v mobilitě 
plasmidové DNA. Sloupec č. 1 odpovídá negativní kontrole a sloupce č. 2-9 odpovídají zvyšující 
se koncentraci cisplatiny (koncentrace 1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 150 uM 
a 500 uM). 

4.3.2 Negativní kontrola vlivu organických molekul L x a L 2 na mobilitu 

plasmidu 

Látky L 1 a L 2 pravděpodobně s D N A žádným způsobem neinteragují. Z Obr. 25 je sice 

částečně patrná mobilita fragmentů plasmidové DNA, ale taje pravděpodobně způsobena 

prohnutím gelu, nikoliv samotnou sloučeninou. Pro organickou molekulu L 2 vyšel 

elektroferogram velmi podobně. 

Obr. 25: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s organickou 
molekulou L 1 . 

35 



4.3.3 Pozitivní kontrola vlivu komplexu Ru-CYM na mobilitu plasmidu 

Pro komplex R u - C Y M je výsledek elektroforézy pro změnu mobility plasmidové D N A 

stejný jako u experimentu zkoumajícím nukleasovou aktivitu, akorát bylo v tomto případě 

použito více koncentrací (vyhodnocení viz kapitola 4.2.4). Opět je z Obr. 26 patrné, že se 

zvyšující se koncentrací komplexu dochází k opožďování fragmentů, které odpovídají SC 

formám plasmidu. Z Obr. 27 a Tab. 6 je patrné, že u nejnižší koncentrace komplexu (i u 

koncentrací 10 a 100 uM) došlo k přechodu z SC formy plasmidové D N A na OC formu. 

Obr. 26: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakce s komplexem 
Ru-CYM. 

Tab. 6: Procentuální zastoupení OC. L a SC formy plasmidu pro komplex Ru-CYM, jež je 
vztaženo k celkovému množství fragmentů v dané dráze. Není zohledněno zastoupení fragmentů 
v ostatních drahách. 

Negativní 
kontrola 1 uM 10 \M 100 ^ M 500 ^ M 1 m M 

% OC formy 4,2 9,4 5,6 6,5 1,1 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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M h u 
Negativní 
kontrola 1 ^ M W \iM 100 nM 500 nM 1 mM 

u Negativní 
kontrola 1 nM 10 [iM 100 [iM 500 nM 1 mM 

• OC forma 4,18 9,35 4,47 3,04 0,34 0,3 

• L forma 1,1 0,87 0 0 0 0 

• SC forma 94,72 88,97 74,92 44,03 30,62 32,76 

• SC forma • L forma • OC forma 

Obr. 27: Graf znázorňující procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidové DNA, jež je 
vztaženo k negativní kontrole, pro komplex Ru-CYM pro experiment detekující změnu v mobilitě 
plasmidové DNA. 

4.3.4 Mobilita plasmidu s navázanými komplexy 2a, 2b 

Pro komplex 2a platí, že poměry OC formy a SC formy se príliš neliší od negativní 

kontroly (viz Tab. 7). Pro koncentraci 10 mM nejsou patrné na gelu žádné fragmenty (viz 

Obr. 28), ani komplex nezůstal v jamce, z čehož lze usuzovat, že se při této koncentraci 

komplexu plasmidová D N A štěpí na nukleotidy, které nejsou v agarosovém gelu 

detekovatelné. U koncentrace 5 mM byla naštěpena SC forma plasmidové D N A na OC 

formu. Pro koncentrace 1 a 0,5 m M je poměr podobný jako u negativní kontroly (pro 

koncentraci 0,5 mM to nelze tvrdit s úplnou jistotou, protože část plasmidu zůstala v 

jamce). U koncentrací 5; 1 a 0,5 mM je z elektroferogramů patrné snížení intenzity 

fragmentů, což je zřejmě způsobeno vmezeřením komplexu mezi páry bází 

ve dvoušroubovici D N A (Massoud et al., 2016). Změna v mobilitě plasmidu není patrná. 

Výsledky o procentuálním zastoupení OC formy a SC formy pro komplex 2b byly 

získány pouze pro koncentraci 1 mM (viz Tab. 7). Je patrné, že při této koncentraci bylo 

naštěpeno jedno vlákno SC formy plasmidové DNA. U koncentrace 10 m M byl plasmid 

degradován na nukleotidy. U koncentrací 5 a 0,5 m M však plasmidová D N A zůstala 

v jamce, nepohybovala se tedy v elektroforetickém poli - u 5mM koncentrace to mohlo 

být způsobeno vy srážení m komplexu díky jeho vysoké koncentraci, u koncentrace 0,5 

m M je to pravděpodobně způsobeno chybou v provedení experimentu. Pro vyvození 

závěru by bylo potřeba celý experiment zopakovat. 
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Obr. 28: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy 2a 
a 2b. 

Tab. 7: Procentuální zastoupení OC a SC formy plasmidu pro komplexy 2a a 2b, jež je vztaženo 
k celkovému množství fragmentů v dané dráze. Není zohledněno zastoupení fragmentů 
v ostatních drahách. Uvedeny také poměry OC formy a SC formy plasmidové DNA. 

2a 2b 
Negativní 
kontrola 

10 
m M 5 m M 1 m M 0,5 

m M 
10 

m M 5 m M 1 m M 0,5 
m M 

% o c 
formy 21,8 0 44,0 21,5 20,8 0 0 31,1 0 

%SC 
formy 
poměr 

78,2 0 56,0 78,5 79,2 0 0 68,9 0 %SC 
formy 
poměr 1:3,59 - 1:1,27 1:3,65 1:3,81 - - 1:2,22 -

4.3.5 Mobilita plasmidu s navázanými komplexy 3a, 3b 

Z Obr. 29 je patrné, že byly zvoleny příliš vysoké koncentrace pro komplexy 3a a 3b, což 

jev souladu i s experimentem, který se zabývá nukleasovou aktivitou (viz kapitola 4.2.6). 

U všech koncentrací tak byla plasmidová D N A úplně degradována na nukleotidy. Z 

tohoto elektroferogramu tedy nelze vyvodit žádný závěr. 

Obr. 29: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s komplexy 3a 
a 3b. 
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Z Obr. 30 je patrné, že při zvolení nižších koncentrací pro komplex 3b je 

pozorovatelná změna v mobilitě fragmentů způsobená vazbou komplexu na D N A (Zhao 

et al., 2019). Z Obr. 31 lze zjistit, že se procentuální zastoupení OC a SC formy se 

zvyšující se koncentrací snižovalo (u OC formy je tento trend více patrný). U koncentrací 

1, 10 a 100 uM došlo ke snížení intenzity fragmentů, což zřejmě značí, že se komplex 3b 

vmezeřil do molekuly D N A (Massoud et al., 2016). U koncentrace 100 uM zůstala část 

plasmidu v jamce, což zkresluje stanovení. U koncentrací 500 uM a 1 mM byl plasmid 

pUC19 naštěpen na nukleotidy. Z použitých koncentrací lze tedy usoudit, že se komplex 

3b do D N A vmezeřuje a zároveň se na danou dvoušroubovici váže díky pozorované 

změně v mobilitě fragmentů v agarosovém gelu. 

3b 
\xM mM 

;.ctr 1 10 100 500 1 lkb 

Obr. 30: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s komplexem 
3b (použití nižších koncentrací). 
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lil. 
Negativní 1 , ,M m , , M i n n u k 

u Negativní 
kontrola 

1 nM 10 \iM 100 nM 500 nM 1 mM 

• OC forma 42,26 34,8 10,8 7,42 0 0 

• SC forma 57,74 53,68 47,12 24,7 ~ ° ~ 
• SC forma • OC forma 

Obr. 31: Graf znázorňující procentuální zastoupení SC a OC formy plasmidové DNA, jež je 
vztaženo k negativní kontrole, pro komplex 3b pro experiment detekující změnu v mobilitě 
plasmidové DNA. 

4.3.6 Mobilita plasmidu s navázaným komplexem 4a 

U komplexu 4a (viz Obr. 32) nedošlo při koncentracích 1 a 10 uM ke změně mobility 

fragmentů D N A v agarosovém gelu. Procentuální zastoupení SC, L a OC formy 

plasmidové D N A je podle Tab. 8 u těchto koncentrací téměř stejné. U koncentrace 

100 uM byla snížena intenzita fragmentu, který odpovídá SC formě plasmidu, 

a u koncentrací 500 uM a 1 m M byla plasmidová D N A degradována na nukleotidy (viz 

Obr. 33). 

4a 
[xM m M 

:.ctr 1 10 100 500 1 lkb 

Obr. 32: Elektroferogram testování změny mobility plasmidové DNA po interakci s komplexem 
4a. 
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Tab. 8: Procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidu pro komplex 4a, jež je vztaženo 
k celkovému množství fragmentů v dané dráze. Není zohledněno zastoupení fragmentů 
v ostatních drahách. 

Negativní 
kontrola 1 uM 10 uM 100 uM 500 uM 1 mM 

% OC formy 4,2 6,7 3,6 - - -
% L formy 1,1 1,0 0,7 - - -

% SC formy 94,7 92,3 95,7 100 - -

l i l 
kontfola ^ M 1 0 ^ M 1 0 0 ^ 

0 
Neg. 

kontrola 1 uM 10 [iM 100 [iM 500 uM 1 mM 

• OC forma 4,18 3,86 3,34 0 0 0 

• L forma 1,1 0,57 0,65 0 0 0 

• SC forma 94,72 52,99 89,54 4,22 0 0 

• SC forma • L forma • OC forma 

Obr. 33: Graf znázorňující procentuální zastoupení OC, L a SC formy plasmidové DNA, jež je 
vztaženo k negativní kontrole, pro komplex 4a pro experiment detekující změnu v mobilitě 
plasmidové DNA. 

4.4 Srovnání studovaných látek pro oba experimenty 

Z výsledků experimentů uvedených v kapitolách 4.2 a 4.3, které byly s modifikacemi 

provedeny podle publikovaných postupů (Massoud et al., 2016; Zhao et al., 2019), 

vyplývá, že rozdíl v metodice není pro odlišení vlivu nukleasové aktivity od vlivu na 

změnu v mobilitě plasmidu relevantní. V obou typech experimentů se totiž většinou 

projevují oba zmíněné mechanismy. Je tedy zřejmé, že rozdíl v přídavku E D T A a rozdíl 

v době inkubace nemá vliv na stanovení vazebných interakcí komplexních sloučenin. 

Z experimentů však také vyplývá, že za pomocí vhodně zvolených koncentrací lze do 

jisté míry ovlivnit, jestli na elektroferogramech bude pozorována nukleasová aktivita 

nebo změna v mobilitě plasmidové DNA. 

Nově připravené polosendvičové Ru(II) a Os(II) komplexní sloučeniny 

pravděpodobně vykazují jiný mechanismus účinku než pozitivní kontroly. 

Z elektroferogramů pro cisplatinu a komplex R u - C Y M vyplývá, že došlo k navázání 
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D N A (i když výsledky experimentu pro cisplatinu zcela neodpovídají literatuře). 

Kontrolní molekuly L 1 a L 2 nevykazovaly vůči molekule D N A téměř žádnou aktivitu. U 

nově syntetizovaných komplexů je patrné, že se zřejmě vmezeřují mezi páry bází 

v molekule D N A a zároveň se částí své struktury vážou na DNA. Pro komplexní 

sloučeniny 2b a 3a nelze konstatovat tento výrok s úplnou jistotou - pro tyto komplexy 

by bylo potřeba alespoň jeden z experimentů zopakovat, protože u komplexu 2b došlo 

pravděpodobně k neznámé chybě v provedení experimentu a pro koordinační sloučeninu 

3a nebyl zvolen vhodný rozsah koncentrací. Nej menší toxicitu vůči plasmidové D N A 

vykazovala koordinační sloučenina 2a. Komplexy 3b a 4a se v rámci provedených 

experimentů chovaly velmi podobně - se zvyšující se koncentrací u nich došlo 

k opožďování fragmentů odpovídajících SC formám plasmidové D N A a také ke snížení 

intenzity fragmentů, což značí již zmíněný duální mechanismus těchto koordinačních 

sloučenin. 

V přítomnosti peroxidu vodíku je z elektroferogramů patrné, že žádná ze studovaných 

komplexních sloučenin nevykazovala tvorbu volných radikálů. Některé komplexy sice 

byly schopny v nepřítomnosti peroxidu vodíku štěpit superhelikální formu plasmidu na 

jednom vláknu, avšak tento přechod z SC formy na OC formu byl pouze v rámci jednotek 

procent. 
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5 ZÁVĚR 

Hlavní cíl této bakalářské práce, tedy vyhodnocení vazebných interakcí nově 

připravených Ru(II) a Os(II) komplexních sloučenin s DNA, byl naplněn. Byla 

otestována nukleasová aktivita komplexních sloučenin a také jejich schopnost vázat se na 

DNA. Uvedené metodiky lze pro studium vazebných možností komplexů použít, což bylo 

ověřeno díky pozitivním kontrolám. 

Z výsledků j e patrné, že metodika zvolená pro obj asnění mechanismu interakce s D N A 

sice detekuje nukleasovou aktivitu i vliv na změnu v mobilitě plasmidu, ale není schopna 

jednoznačně diskriminovat mezi těmito dvěma typy vlivů komplexních sloučenin na 

DNA. 

Nově připravené komplexní sloučeniny vykazují nukleasovou aktivitu při vysokých 

koncentracích a při nižších koncentracích se projevuje změna v mobilitě plasmidové 

DNA. Po porovnání s literaturou lze tak obecně konstatovat, že polosendvičové Ru(II) a 

Os(II) komplexy vykazují při interakci s D N A duální mechanismus účinku - na D N A se 

vážou a zároveň se do této molekuly vmezeřují. Kontrolní organické molekuly L 1 a L 2 

neinteragují s molekulou DNA, z čehož vyplývá, že se pravděpodobně neúčastní 

mechanismu cytotoxicity zkoumaných komplexů. 

Pro lepší posouzení interakcí nově syntetizovaných koordinačních sloučenin s D N A 

by bylo nutné provést agarosovou elektroforézu ve větším rozsahu koncentrací a také 

s nižšími koncentracemi komplexů, protože u některých sloučenin je ve zvoleném 

rozsahu koncentrací patrný pouze jeden nebo dva fragmenty. Ačkoliv detekovaná 

nukleasová aktivita u vysokých koncentrací komplexních sloučenin nemá terapeutický 

význam, protože koncentrace chemoterapeutik podávané intravenózne se pohybují v uM 

či nM koncentracích (https://www.rxlist.eom/cisplatin-drug.htm#description), byly tyto 

koncentrace nutné pro detekci vazebných interakcí komplexů s D N A zvolenou 

metodikou. 

Mechanismus účinku těchto komplexů pravděpodobně nezahrnuje tvorbu volných 

radikálů. Pro lepší posouzení role ROS v degradaci D N A komplexními sloučeninami by 

bylo potřeba experiment provést svychytávači ROS, což by mohlo být uskutečněno 

enzymaticky např. pomocí katalasy či superoxiddismutasy (Raza et al., 2016). 

Látka DMSO, ve které byly rozpuštěny komplexní sloučeniny, je také vychytávačem 

volných hydroxylových radikálů. Hydroxylové radikály však nezpůsobují štěpení DNA, 

43 

http://www.rxlist.eom/cisplatin-drug.htm%23description


proto lze konstatovat, že v této práci DMSO neovlivnilo provedené experimenty (Gôkce 

& Gup, 2013). 

Výsledky v této práci ukazují, že dva odlišné metodické přístupy pro studium interakcí 

komplexních sloučenin s D N A poskytují velmi podobné výsledky, což je důležité pro 

další experimenty. Porozumění vazebným interakcím s D N A v rámci studia biologické 

aktivity komplexních sloučenin je zásadní pro vývoj dalších protinádorových látek, které 

budou schopny překonat omezení vyplývající z použití komplexních sloučenin na bázi 

platiny. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

B E N benzen 

bp počet párů bází 

BIP bifenyl 

CTR1 transportér na bázi mědi (z anglického copper transporter 1) 

C Y M p-cymen (isopropyltoluen) 

D H A dihydroantracen 

DMSO dimethylsulfoxid 

D N A deoxyribonukleová kyselina 

E. coli Escherichia coli 

EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 

en ethylendiamin 

H M G skupina proteinů s vysokou mobilitou (z anglického high 

mobility group) 

IC50 inhibiční koncentrace 

kbp počet párů bází krát tisíc 

L forma lineárni forma plasmidu 

lacZ gen kódující enzym P-galaktosidasu 

mM milimolární koncentrace 

M M R korekce správného párování bází (z anglického mismatch repair) 

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid 

neg. ctr negativní kontrola 

NER nukleotidová excizní oprava (z anglického nucleotide excision 

repair) 

OC forma otevřená kruhová forma plasmidu (z anglického open circular 

form) 

pcym p-cymen (isopropyltoluen) 

RNA ribonukleová kyselina 

ROS reaktivní formy kyslíku (z anglického reactive oxygen species) 

SC forma superhelikální forma plasmidu (z anglického superhelical form) 

TA trisacetátový 

T A E trisacetátový s přídavkem EDTA 
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TBP protein vážící se na sekvenci zvanou T A T A box (z anglického 

TATA-binding protein) 

THA tetrahydroantracen 

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 

[oM mikromolární koncentrace 
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