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1. UVOD

Protinadorovy tc¢inek cisplatiny byl ndhodné objeven v roce 1964. Od doby, kdy se zacala
vyuzivat jako cytostatikum v klinické praxi, se stale hledaji cesty ke zvySeni jejiho terapeutického
ucinku.

Cytotoxicky ucinek cisplatiny se odviji od jeji schopnosti vytvaret kovalentni adukty na DNA.
Ty ovSem mohou byt z DNA odstranény repara¢nimi procesy buiiky, predevS§im nukleotidovou
excizni reparaci (NER), coZ ve svém dusledku vede ke sniZeni Zddaného terapeutického ucinku.
Proto je vénovana zna¢na pozornost studiu moznosti potlaceni reparac¢nich pochodt v nadorovych
buiikach na zakladé hlubsiho poznani molekuldrnich mechanizmi za€astnénych procest
a vzajemné Ulohy jednotlivych reparacnich systému. Vyrazny pokrok v pochopeni reparacnich
systémil nadorovych bunék byl umoznén na zaklad¢ znalosti ziskanych dlouhodobym vyzkumem
téchto procesi u bunek bakterialnich, pfedev§im na modelovém systému E. coli. Pochopime-li,
jak bunky reaguji na poskozeni DNA, ktera mohou byt vyvolana riznymi vlivy vnéjsiho
prostfedi, mohou nadm tyto informace dopomoci k nalezeni t¢innéjsich latek, které mohou byt
vyuzity jako protinadorova léciva.

V ramci této diplomové prace je sledovan ucinek reparacnich pochodu in vivo po ptisobeni
cisplatiny nebo UV zafeni na modelovém systému izogennich kmend E. coli s transformovanym
plazmidem pUC19. Ptispiva k rozsifeni znalosti o mechanizmu odstranéni poSkozeni na DNA,

ktera jsou vyvolana pisobenim UV zéfeni a cisplatiny, na tirovni plazmidové DNA in vivo.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vyznam E. coli p¥i studiu reparacnich procesi

N 24

DNA reparacnich procesut, kterymi jsou opravovana poskozeni, vznikla jak vlivem vnéjsich
podminek (napi. UV zafeni), tak i v bufice (napt. chyby pii replikaci, transkripci apod.). Jednim
z nejlépe charakterizovanych a prostudovanych DNA repara¢nich drah u E. coli i u vyssich
organizmu je nukleotidova excizni reparace (NER), odstranujici poskozeni na DNA zptisobena
ucinkem UV zateni nebo nékterych chemickych latek. Souc¢asné molekularné biologické metody
umoznily urcit a charakterizovat jednotlivé proteiny ti¢astnici se oprav poskozeni DNA

a umoznily také 1épe porozumét funkci opravnych mechanizmu buiky (Zou a kol., 2003).

Geny kodujici reparacni proteiny ucastnici se nukleotidové excizni opravy v eukaryotickych
burikach vykazuji zna¢nou homologii s repara¢nimi proteiny bakterii E. coli (Uvr proteiny) a maji
také obdobné funkce. Proto nam studie reparacnich procest u E. coli usnadiuji pochopeni téchto
procest 1 u vysSich organismti (Van Houten, 1990).

Studium molekularni povahy nukleotidové excizni reparace u E. coli umoznilo vyvoj novych
postupti, které mohou byt aplikovany na studium podobnych procesii u eukaryot. Prestoze diky
provedenym in vitro experimentim se podatilo vice objasnit jednotlivé kroky NER, mnoho
dilezitych otazek ohledné kinetiky tohoto procesu ztistava nezodpovézeno. Zejména je dulezité si
uvédomit, Ze jevy probihajici uvnitf bun¢k jsou mnohem komplexnéjsi nez ty, které provedeme ve
sterilnim prostiedi laboratorni zkumavky. Porozuméni reparaénim procesim u E. coli ndm slouzi
jako koncepcni ramec pro porozumeéni téchto procest u bun¢k lidskych s ohledem na to,
7e reparacni procesy u eukaryotickych organizmt, ptestoze jsou podobné t€ém u bunck
prokaryotickych, maji své vlastni charakteristické rysy. I kdyz byly jednotlivé kroky nukleotidové
excizni reparace u E. coli diky purifikovanym proteiniim jiz popsany in vitro, o procesech, které
probihaji ptfimo v buiice a o enzymologii obdobnych jevii u eukaryotickych bun€k vime daleko
méng a je tteba jejich dal$iho podrobného studia (Van Houten a kol., 2005).

Pro vyzkum bunéénych reparacnich systémii ma znacny ptinos studium téchto procest
pomoci reparacné deficientnich mutant bakterii (Janovska a Kleinwéchter 1986, Janovska a kol.,
2002). Tyto mutantni kmeny vykazuji vii¢i UV zéafeni nebo latkdm jako je cisplatina zvySenou
citlivost diky tomu, Ze nejsou z DNA schopny vytvotené 1éze odstranit nebo je odstraiuji
s mnohem niz$i efektivitou. Experimenty s mutantnimi kmeny E. coli a sledovanim jejich kiivek

pteziti jiz koncem 60. let jasné prokdzaly vyznam nékterych proteint pii opravé 1€zi DNA (Roat-



Malone, 2002). Témito experimenty bylo napiiklad umoznéno zjisténi klicové role proteint
UvrA, UvrB a UvrC pfii nukleotidové excizni reparaci (Grossman a kol., 1998) 1 vyznam proteinu
rec A nejen pii homologni rekombinaci (Delmas a Matic, 2005). Velkym usnadnénim souc¢asného
vyzkumu reparacnich mechanizmi buniky je moznost ptipravy purifikovanych proteinti za pomoci
rekombinantnich technologii a definovanych médii. Pfi studiu mechanizmi in vivo opravy
poskozeni DNA po zasahu vnéjsich Ciniteli mizeme samotny proces ovliviiovat zvolenim
riznych podminek experimentu a miizeme tak sledovat vliv riznych komponent vnéjsiho

prostfedi na prub¢h reparace (Van Houten a kol., 2005).

2.2. UV zareni

Jak jiz bylo vySe zminéno, jednim z nejlépe prostudovanych repara¢nich mechanizmi u bunék
E. coli je oprava po pusobeni UV zateni.

Ultrafialové (UV) zéfeni je elektromagnetické vinéni o vinové délce A = 10-400 nm. Podle
vlnové délky rozliSujeme zateni tfi typy UV zéfeni: UV-A, UV-B a UV-C (Madronich a kol.,
1998).

Zateni UV-C (<280 nm) ma zna¢ny germicidni ucinek, ale je absorbovano kyslikem
a ozonem v zemské atmosféfe a neni z ekologického hlediska vyznamné. Také zatfeni UV-B (280-
315 nm) a UV-A (315-400 nm) ma na organizmy znacny vliv, pfestoze vétSina UV-B je pohlcena
ozonovou vrstvou Zemée. Neptiznivé u€inky na zivé systémy jsou piipisovany zaieni UV-B, které
je absorbovano bunéénou DNA. Zaieni UV-A je v indukci poSkozeni DNA méné efektivni, nebot’
neni absorbovano nativni DNA, ale stale miize zptisobit sekundarni reakce existujicich DNA
fotoproduktti, nebo mtize poskodit DNA skrze nepiimé fotosenzitivizujici reakce (Sinha a Héder,
2002).

Poskozeni DNA zptsobena UV zéafenim maji cytotoxicky i genotoxicky efekt. Ozareni bun¢k
UV svétlem vytvaii fotoprodukty na genomu E. coli, nasledkem ¢ehoz nékteré bakterie ztrati
viabilitu (schopnost tvorby kolonii), nebo zlstanou viabilni jako mutantni buiiky (Burger a kol.,

2002).

2.2.1. Poskozeni DNA indukovana UV zarenim

Nejcastéjsimi poskozenimi DNA, kterd jsou indukovana UV zafenim, jsou cyklobutan-
pyrimidinové dimery (CPD) (obr. 1) a 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoprodukty (6-4PP) a jejich

Dewarovy valencni izomery (obr. 2). Po ptisobeni UV zafeni o vinové délce v rozmezi 200-



290 nm se nejhojnéji vyskytuji CPD, které jsou pravdépodobné také nejvice cytotoxické. 6-4PP
maji také zavadzné mutagenni u¢inky, jenZ mohou byt pro buiiku letalni (Sinha a Héder, 2002). UV
zateni predevsim za podminek in vitro zpusobuje tvorbu kiizovych vazeb mezi
komplementarnimi fetézci DNA (IECL), které mohou rovnéz ptispivat k biologickym a

patologickymu jeviim zpiisobovanym UV zéatenim (Nejedly a kol., 2001).

2.2.1.1. Cyklobutan-pyrimidinové dimery a 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoprodukty

Cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPD) a 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoprodukty (6-4PP)
zpusobuji deformaci dvousroubovice DNA. Indukuji ohyb DNA o 7-9° (u CPD) a 44° (u 6-4PP).
Schopnost UV zéieni poskodit danou bazi je urCovana flexibilitou DNA. Povaha baze hraje
klicovou roli, jelikoZ distribuce dimerickych fotoproduktl je zna¢né zavisla na geometrii
pyrimidinovych bazi. Sekvence, které¢ umoziiuji ohybani a odvijeni DNA, jsou upiednostiiovany
pii tvorbé poskozeni. Naptiklad CPD se Castéji tvoii na jednotetézcové DNA a na ohebnych
koncich poly(dA)-(dT) tseki, ale ne v jejich neohebném centru. Tvorba CPD je mén¢ Casta,
pokud dochézi k ohybani DNA smérem k mensimu zlabku (Sinha a Héder, 2002).

CPD inhibuji &¢innost DNA polymeraz. Cinnost savéi RNA polymerazy II je inhibovana jak
CPD, tak i 4-6PP (Mitchell a kol., 1989). Pokud nedojde k reparaci, jediny CPD staci ke
kompletni eliminaci exprese transkripcni jednotky. Bylo dokdzano, ze zablokovana RNA
polymeréza II zistava navazana v misté prekazky. Perzistujici 1éze tedy mohou zplsobit nejenom
snizeni celkové koncentrace volné RNA polymerazy, ale mohou také zamezit transkripci gent,
na kterych je lokalizovana. Kazdy CPD pusobi jako zablokovani transkripce a replikace a jen
mala ¢ast dimerti ma za nasledek mutaci (Sinha a Hader, 2002).
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Obr. 1: Tvorba cyklobutan-pyrimidinovych dimert indukovana ptisobenim UV zéfeni (Sinha a
Héder, 2002)
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Obr. 2: Tvorba 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoprodukti a jejich Dewarovych valen¢nich izomeri
(Sinha a Hader, 2002)

2.2.1.2. Meziretézcové krizové vazby

sV

tyminové dimery. Mechanizmus vzniku IECL neni dosud podrobné znam. Pyrimidinové baze jsou
prilis malé na to, aby se k sobé mohly pfiblizit natolik, aby mohla vzniknout kiizova vazba, pokud
jsou lokalizovany na opacnych tetézcich DNA Sroubovice. Tvorba kiizovych vazeb mezi
komplementarnimi fetézci DNA vyvoland UV zafenim se zvysuje se zvySujicim se obsahem
(A+T), avSak molekuly DNA, kter¢ jsou tvofeny vyhradné AT pary, tj. (AT)n-(AT)n a (A)n:(T)n,

jsou k tvorbé mezifetézcovych kiizovych vazeb rezistentni (Nejedly a kol., 2001).

2.2.2. Moznosti odstranéni 1ézi na DNA zptsobenych UV zarenim

Léze na DNA zptsobené UV zatfenim inhibuji replikaci a transkripci a u vétSiny organizmi
jsou z genomu beézné odstranény fotoreaktivaci a nukleotidovou excizni reparaci (NER). Oproti
cis-syn CPD, které maji jen mirny efekt na strukturu DNA, 6-4PP indukuji rozséhlé strukturalni
distorze a jsou odstranovany nukleotidovou excizni reparaci rychleji nez CPD (Nakajima a kol.,
2004).

Predchozi studie o blizce lokalizovanych vnitrotetézcovych kiizovych vazbach (IACL)
na DNA po pisobeni UV zéieni ukazuji, ze rizné typy kiizovych vazeb jsou UvrABC nukleazou
St€peny ve znacné odliSné mifte. Napiiklad z riznych UV tymin-tymin fotoprodukti odstraniuje
UvrABC endonukledza cis-syn, trans-syn, 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoprodukty a Dewarovy
fotoprodukty v relativnim poméru 1:6:9:9 v tomto potadi. Pouzitim riznych substratt bylo také
zjisténo, ze vliv sousedicich sekvenci na reparaci cis-syn tymin-tymin dimert je relativné mala

(Yang a kol., 2005).



V NER deficientnich buiikach nejsou poskozeni vyvolana UV svétlem opravena a jejich

pteziti po ozafeni UV zévisi na toleranci poSkozeni pii replikaci (Nakajima a kol., 2004).
2.3. Cytostatika

Cytostatika jsou latky, které tlumi rist a déleni bunék. Jsou Siroce vyuZivana k 1é€bé
vyzkumy bylo prokazano, ze za terapeuticky uc¢inek jsou zodpovédné piedevsim léze na DNA,
vznikajici plisobenim cytostatika (Kartalou a Essigmann, 2001). Ty ovS§em mohou byt
rozpoznavany uc¢innymi repara¢nimi mechanizmy buiky, zejména proteiny, které aktivné ptisobi
v nukleotidové excizni oprave; stejnymi proteiny, které piisobi pfi odstraiiovani poskozeni
na DNA po UV zafeni. Nezddouci aktivita opravnych mechanizmi v nadorovych buiikdch mtize
vést ke snizeni terapeutické ti€innosti 1éCebnych preparatt. Proto je vénovana velka pozornost
podrobnému studiu téchto procesi nejen na trovni nadorovych bungk, ale také na jednodussich

prokaryotickych modelovych systémech, jako jsou napt. buniky E. coli (Janovska a kol., 2002 ).

2.4. Platinova cytostatika

V Sedesatych letech 20. stoleti byl Barnettem Rosenbergem a jeho spolupracovniky nahodné

objeven protirakovinny u¢inek cis-diamindichlorplatiny (obr.3). Rosenberg studoval

Cl NH- Cl INH;
\P Ve \Pt/
1
/N 7N
Cl NH: H:N Cl
cis-diamindichlorplatina érans-diamindichlorplatina
cisplating, cisDDP tratsplatina, frarsDDFP

Obr. 3: Struktura platinovych komplext cisplatiny a transplatiny (Roat-Malone, 2002)

rust bakteriadlnich bun¢k v roztoku v ptitomnosti elektrického pole. Pozoroval prodluzovéani bunék
E. coli, fenomén znamy jako filamentarni rast. U trans izomeru diamindichlorplatiny nebyl
podobny ucinek pozorovan. Cisplatina také efektivné potlacuje rist bunék savcich. V roce 1972
byla cisplatina poprvé testovana na lidskych pacientech a v roce 1979 byla jako protinddorové

1é¢ivo schvalena Americkym tfadem pro potraviny a léc¢iva (US Food and Drug Administration,
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FDA). V soucasnosti je vyuzivana hlavné k 1é¢b¢ rakoviny vajecnikli, mo¢ového méchyte, hrdla
a obzvlaste¢ k 1€cb¢ rakoviny varlat, kde byva uspésnost 16¢by vyssi nez 90%. Navzdory
intenzivnimu vyzkumu neni jesté molekularni mechanizmus vedouci k bunééné smrti nadorovych
buné€k po 1€cbé cisplatinou do detailu znam (Roat-Malone, 2002; Nowosielska a kol., 2004).
Jelikoz cisplatina vykazuje silnou nefrotoxicitu a ma piimou souvislost s vyskytem nékterych
typt nadort, stale se hledaji méné toxické a Siroce vyuzitelné platinové protirakovinné latky.
Takovouto latkou, ktera se jiz ¢asto vyuziva klinicky, je karboplatina [Pt(NH;3),(CBDCA)]
(CBDCA = cyklobutan-1,1-dikarboxylatovy ligand). Spektrum jeji aktivity je podobné spektru
aktivity cisplatiny, ale na rozdil od ni vykazuje niz$i nefrotoxicitu. Byla testovana protinadorova
aktivita tisicti nové syntetizovanych platinovych komplexti a v soucasnosti je zndmo, Ze
protinadorovou aktivitu vykazuji slou¢eniny Pt"" (iproplatina, ormaplatina), Pt" v trans
konformaci, dinuklearni Pt" a trinuklearni Pt" (Roat-Malone, 2002). Rozgifovani spektra Gi¢innych
protinadorovych 1é€iv zavisi na pochopeni mechanizmu ucinku latek ndm jiz znamych a odhaleni
dalsich zpisobii, jak mohou tyto latky Gi¢inkovat. Velky diraz je tedy kladen na pochopeni
molekularnich a biochemickych mechanizmd, které poskytuje podklady pro studium jinych

potencialn€ uc¢innych komplext kovl (Brabec, 2002).

2.4.1. Mechanizmus ucinku cisplatiny v bunce

Na pocatku historie vyzkumu cisplatiny jakozto potencialniho protinadorového agens bylo
zjisténo, ze inhibuje replikaci DNA (Roat-Malone, 2002). Studie fyziologické aktivity cisplatiny
se proto zamé&fily na jeji reakce s nukleovymi kyselinami. Pfedtim neZ cisplatina reaguje s DNA,
musi toto chemické agens vstoupit do bunky. Piedpoklada se, Zze k tomu dochazi pomoci pasivni
nebo aktivni difuze, ackoliv tento proces jesté neni zcela objasnén. Je znamo, ze v krevnim fecisti
se z CiSDDP nevyvazou chloridové ionty, jelikoZ je zde jejich koncentrace relativné vysoka
(~0,1 M). Uvnitf buniky je koncentrace CI' mnohonasobné nizsi (~0,004 M) a dochazi zde
k hydrolytické reakci Jelikoz chloridovy iont cisplatiny je sndze odstépitelny nez amonny ligand,
dojde ke vzniku termodynamicky stabilnéjsi kovalentni vazby s ionty kovu; chloridovy iont je
nahrazen vodou (miize se vyskytovat jak ligand OH’, tak H,O). Monoaqua a diaqua formy
platinového komplexu reaguji s nukleofilnimi misty na bazich DNA (Roat-Malone, 2002). NMR
studie prokdzaly, ze k vazbé dochazi preferenéné na N7 atomu guaninu (Kostova, 2006). Jakmile
je takovato vazba vytvorena, je termodynamicky stabilni. Sled udalosti v reakci je tedy s nejveétsi
pravdépodobnosti nasledujici: Hydrolyza chloridového ligandu, ta je nasledovana reakci s dsDNA
guaninovym ligandem, hydrolyza druhého chloridového iontu a vazba na druhy guanin dsDNA

(reak¢ni sekvence (1), (2), (3) na obr. 4) (Roat-Malone, 2002).

-11 -



(1 + (4) 24

Cl NH1 Cl NH; y H.0O NH;
N 50 e — N !
AN =H: S =Ha01 P

Cl NH; H.0 NH; H;0 NH;

0
-
HN P{ (2) =26 || w26
guanin , G A | "> 3
e
HNT N7 TN
cuke-fosfat
NH 3
L 92+
0 = \P/ ; o G\ MNH;
t ; :
2™ —_— Pt
HN NH; -G /,
| 1\> NHa
s -
H:N™ TN Ny
cule-fosfit

Obr. 4: Fyziologicky ucinek cisplatiny in vivo (Roat-Malone, 2002)

Predpoklada se, Ze jen velmi mala ¢ast (~1%) terapeuticky aplikované cisplatiny dosahne
genomové DNA. Zbytek 1éCiva se v buiice vaze na proteiny, RNA, mal¢ tioly a tioétery, véetné

glutationu, cysteinu a metioninu (Duman a kol., 1999) (obr. 5).

Vhitrofetézcovri
kfifova vazha

aAcL)

Obr.5: Vazba cisplatiny na DNA a proteiny (podle Duman a kol., 1999)
2.4.2. Interakce cisplatiny s DNA
2.4.2.1. Typy DNA adukti

S DNA cisplatina (CiSDDP) reaguje za produkce pievazné vnitrofetézcovych kiizovych vazeb

(intrastrand cross-link, IACL) mezi dvéma sousednimi guaniny (65% z celkového mnoZstvi),
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mezi adeninem a guaninem (25%) a mezi guaniny oddélenymi bazi (1,3-GNG, 5-10%).
Mezifetézcove kiizové vazby (interstrand cross-link, IECL) tvoii ptiblizné 2% z celkového
mnozstvi aduktl. Oproti tomu terapeuticky inaktivni transplatina (transDDP) ptisobi obvykle
tvorbu adukti mezi guaniny oddélenymi bazi (40%) a tvorbu mezifetézcovych kiizovych vazeb
(20%). Jak cisDDP, tak i transDDP indukuji tvorbu malého mnozstvi monoadukt.

Vnitrofetézcové kiizoveé vazby (IACL) mezi sousednimi puriny jsou biologicky vyznamnymi
adukty, jelikoz G¢inné blokuji ¢innost DNA polymeraz in vitro a in vivo (Nowosielska, 2004).
Pro buiiku jsou velmi zavazné mezifetézové adukty (IECL), které znemozZiiuji odd€leni
komplementérnich fetézcti DNA pfi transkripci a replikaci (Wang a kol., 2000).

Nowosielska a Marinus ve své praci (2005) uvadi, ze mezi poskozeni DNA vyvolana
pusobenim CiSDDP patii také tvorba dvoufetézcovych zlomd (DSB) a mezer, které pro opravu
vyzaduji rekombina¢ni mechanismy. DSB ov§em nejsou zptisobeny piimo interakci DNA
s cisplatinou, ale jsou spiSe disledkem aktivity reparacnich procest, které odstrafuji vytvorené
1éze na DNA. D4 se tedy fici, Ze cisplatina mliZze neptimo piisobit i tvorbu dvoufetézcovych zloml

na DNA.

2.4.2.2. Konforma¢ni zmény DNA po vytvoreni platinovych adukti

Velka pozornost byla vénovana studiu strukturnich zmén DNA po navazani cisplatinového
komplexu. Pomoci gelové elektroforézy bylo zjisténo, Ze cisplatinové adukty ohybaji a odvijeji
dvousroubovici DNA. Strukturni zmény na DNA jsou shrnuty v tab. 1.

Také adukty klinicky neucinné transplatiny ovliviiuji konformaci DNA. 1,3-adukt transplatiny
ohyba DNA helix, ale ohyb zvysuje flexibilitu DNA. IECL vytvofena transplatinou ohyba DNA

helix naproti mensimu zlabku o 26° a odviji ho o 12°. (Kartalou a Essigmann, 2001).

Tab.1: Konformaéni zmény po vytvofeni cisplatinovych DNA aduktti (Kartalou a Essigmann
2001)

ekt r— Ohjbéni  Odvijend
(%) () (]
Intra-1.2-d{GpG) 65 a0 3
39/35P
T8e 25¢
58° 21°
Intra-1,2-d(ApG) 25 EE 3
558
Intra-1,3-d(Gp = pG) 5-10 35t 23t
20° 19®
Inter-d{G*pC)/d(G*pC) 2 450 Tor
47° 70° 3 Gelovd elekiroforéza
20° 87 b Rentgenovd krystalografie
40° 76° © MR spektroskopie
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2.4.3. Interakce cisplatiny s proteiny

Cisplatina vykazuje zna¢nou afinitu k donorim atomt: siry (napf. aminokyseliny cystein a
metionin), a to jesté vétsi nez k nukleofilnim mistim na DNA. Casto tedy reaguje s enzymy
bohatymi na cystein a metionin. Jednim z takovych enzymt je eukaryotickd DNA-polymeraza a,
ktera obsahuje mnoho cysteinovych zbytkti v DNA vazebné domén¢ enzymu.

DNA polymeraza I bakterii Escherichia coli byla zkoumana v pfitomnosti cisplatiny a jejiho
inaktivniho geometrického trans izomeru. Transplatina nevykazovala inhibici enzymové aktivity.
CisDDP naopak branila enzymu v plnéni jeho funkce, prodluzovani dcefinného fetézce DNA.
Byly objeveny dva mechanizmy inhibice: kovalentni vazba cisplatiny na DNA polymerazu a jeji
vazba na templatovou DNA. Selektivni preinkubace platinového Cinidla s polymerazou a s DNA

odhalila, ze k inhibici dochazi predevsim diky kovalentni vazbé na enzym (Duman a kol., 1999).

Proteiny rozpoznavajici cisplatinové adukty

Mezi proteiny, které se specificky vaZou na DNA modifikovanou cisplatinou, patii celd fada
proteind, které nalezneme u bun€k prokaryotickych i eukarytickych. Lze je rozd¢€lit do nékolika
skupin:

1. Proteiny s HMG (high mobility group) doménou:

Tyto proteiny délime do dvou skupin. Do prvni skupiny fadime proteiny s mnohacetnymi
HMG doménami, které rozpoznavaji DNA s malou sekvenc¢ni specifitou. Jedna se napi. o HMGl,
HMG2, UBF nebo mitochondrialni transkripéni faktor (mtTFA) Druhé skupina zahrnuje
sekvencné specifické vazebné proteiny, napt. LEF1 nebo SRY.

DNA vazebny motiv HMG proteinti se skldda z ptiblizn€ 80 aminokyselin. Rozezndva ohyb
na DNA, vytvoieny 1,2-GG- a 1,2-AG IACL a IECL adukty cisplatiny. HMG protein se vaze
na CiSDDP-DNA vazbu, jesté vice zvétSuje ohyb helixu a zptsobuje také jeho odvijeni (Kartalou
a Essigmann, 2001; Roat-Malone, 2002). VySe uvedené proteiny jsou exprimovany v buiikdch
nékterych eukaryotickych organizmi, naptiklad v bunkach lidskych.

2. Proteiny bez HMG domény:

Mezi proteiny bez HMG domény, které rozpoznavaji cisplatinové adukty, fadime celou fadu
proteind, napft. histon H1, TATA vazebny protein (TBP), Y box vazebny protein (YB-1),
fotolyazu (je znamo, ze bunky E. coli, které exprimuji fotolyazu, jsou k cisplating vice rezistentni
nez ty, které jsou fotolydza-deficientni), DNA reparacni proteiny, T4 endonukledzu VII nebo

lidsky Ku autoantigen (Kartalou a Essigmann, 2001).
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2.4.4. Moznosti odstranéni DNA 1ézi zptisobenych cisplatinou

Platinovana DNA je substratem pro reparacni enzymy, které z ni mohou 1éze odstranit. Ovsem
ne vzdy jsou vSechny adukty odstranény se stejnou u¢innosti, popiipadé€ nejsou odstranény viibec
(Brabec, 2002; Roat-Malone, 2002).

Nukleotidova excizni oprava (NER) odstraiiuje IACL adukty, pficemz 1,3-GNG léze jsou
odstraniovany 50krat rychleji nez 1éze mezi sousednimi puriny. Velky vyznam NER miZeme
pozorovat na zvy$ené citlivosti NER-deficientnich mutant E. coli a savéich bunék k cisplating,
ovSem ne tak k transplatin€. Reparace spiazena s transkripci je efektivnéjsi nez reparace samotna,
jelikoZ odstranéni aduktii z aktivné transkribované DNA je rychlejSi nez z DNA netranskribované
(Nowosielska a kol., 2004).

U DNA poskozené IECL adukty jsou postizeny oba jeji komplementarni fetézce.
Mechanizmus odstranéni [ECL aduktt spoc¢iva pravdépodobné ve sptazeni NER a homologni
rekombinace.Pfi studiu prokaryotické NER bylo pozorovano, Ze pii tomto zptisobu opravy nejsou
navozovany chyby. Mezera vytvoiend UvrABC nukledzou je opravena diky rekombinaci
zprostiedkované proteinem recA, pii niz jako donor slouzi neposkozené homologni useky DNA
(Wang a kol., 2000). Nékteré¢ studie prokazaly, ze buiiky recBC (mutantni v genech
pro rekombinaci) jsou k cisplating citlivé stejn¢ jako buiiky NER-deficientni (UvrA) a dvojiti
mutanti (UVrA recBCD nebo uvrA recF) jsou senzitivnéjsi nez bunky mutantni jen v jednom genu
(Zdraveski a kol., 2000). To dokazuje, Ze rekombina¢ni mechanizmy jsou pro preziti bunky
po zasahu cisSDDP dulezité stejné jako NER (Nowosielska a kol., 2004).

Je pravdépodobné, Ze mechanizmus odstranéni [IECL aduktl spoc¢iva predevSim ve spfazeni
NER, ktera opravu iniciuje, a homologni rekombinace. Piesto byl prokazan také mechanizmus
odstranéni [ECL, ktery je na rekombinaci nezavisly. Mezera vytvorena UvrABC nukleazou je zde
opravena translézni syntézou. Tento zplsob opravy se uplatiiuje v ptipadech, kdy je buiika
deficientni v genech pro rekombinaci, nebo je nedostatek homolognich donorovych sekvenci
(Wang a kol., 2000).

U E. coli cisplatina zptisobuje indukeci SOS regulonu, ktera vede ke zvySeni hladiny DNA Pol
II, DNA Pol IV, DNA Pol V, inhibitoru bunécného déleni SfiA (SulA), homologni rekombinace
a DNA reparace. Protein SfiA je pravdépodobné zodpoveédny za filamentarni rist, ktery nastava

po pusobeni cisplatiny na buniky (Bhattacharya a Beck, 2002).
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2.4.5. Rezistence k cisplatiné

Rezistence nadort k 1é¢iviim jako je cisplatina je dtlezitym faktorem limitujicim jejich uziti
v nadorové chemoterapii (Keller a kol., 2001). Buné¢na rezistence k tomuto ¢inidlu je zptisobena
mnoha faktory. Spoc¢iva v mechanizmech, které omezuji tvorbu letalnich ciSDDP-DNA aduktd,
meéni nebo omezuji transport 1é¢iva a mechanizmech, které umoznuji bunce reparovat nebo
tolerovat poskozeni na DNA.

Mezi mechanizmy, které mohou pfispivat k rezistenci k cisplating, patii (1) zmény
v permeabilité¢ bunééné membrany, (2) detoxikacni metabolické drahy a (3) schopnost odstranovat

cytotoxické 1éze z DNA (Roat-Malone, 2002).
2.5. Mechanizmy reparace poskozené DNA

V Zivych soustavach ¢asto dochéazi k poskozeni DNA béhem replikace, rekombinace nebo
pusobenim vnéjsich vlivi. Proto se v bunikach vyvinuly mechanizmy, které chyby v DNA
odstranuji nebo opravuji. Existuje né€kolik zptisobti, kterymi se poskozena mista v DNA opravuji
(Rosypal, 2000):

1. Uplna reparace, tj. oprava poskozeného mista na pivodni stav

a) Fotoreaktivace: Princip pfimé fotoreaktivace spociva ve st€peni tyminovych dimert za
pomoci enzymu fotolyazy, ktery je aktivovan svétlem o vlnové délce 340 — 400 nm. Krom¢ piimé
fotoreaktivace existuje fotoreaktivace senzitivizovana a neptima

b) Dealkylace: Tohoto procesu se u¢astni enzym O°-metylguanin-DNA-metyltransferaza, ktery
se oznacuje téz jako Ada protein. Tento enzym odstrafiuje metylové skupiny z O°-guaninu a O*-
tyminu a pfenasi je na cystein, jenz je soucasti tohoto enzymu.
2. Excizni reparace, tj. vyStépeni poskozené¢ho mista v DNA

a) Bazova excizni oprava: Spociva ve vystépeni chybné baze DNA-glykozyldzou za vzniku AP
mista, kter¢ je odstranéno AP-endonukleazou a DNA-deoxyribofosfodiesterazou a vznikla mezera
je podle matricového fetézce zaplnéna opravnou syntézou.

b) Nukleotidova excizni oprava: Proces probihajici za ptitomnosti exciznich nukledz.

¢) Oprava chybného parovani: Do této skupiny reparacnich procesii spada oprava chybného
parovani uskuteciovana DNA-polymerazou III, posun jednofetézcového zlomu a reparace
chybného péru fizend metylaci
3. Tolerantni oprava: Spociva v obnoveé funkce DNA, aniz by z ni bylo odstranéno ptivodni
poskozeni. Poskozeni v matrici, uskutecnéné zlomy a rekombinaci, se obchazi replikaci. Zahrnuje

SOS odpovéd’ a opravu mezer v dcefinném fetézci.
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2.6. Ochrana buiky pred u¢inkem UV a cisplatinovych adukti

7 vyse uvedenych reparacnich procest vyuziva bunka k opravé aduktti zptisobenych UV
zafenim predevsim dva mechanizmy opravy, a to fotoreaktivaci a nukleotidovou excizni reparaci
(NER). K oprave cisplatinovych aduktti vyuziva hlavné NER a rekombinaci. Pro oba typy

poskozeni je tedy spolecnd pravé nukleotidova excizni reparace.

2.6.1. Nukleotidova excizni reparace

Nukleotidova excizni reparace (NER) sestava ze série enzymatickych reakci, kterymi se
odstrani témet vSechny 1éze na DNA vcetn¢ vétSiny téch, které byvaji odstranény bazovou excizni
reparaci (BER). Poskozené nukleotidy jsou vystépeny jako oligonukleotidové fragmenty, jejichz
velikost je obvykle stejna a neni zavisla na povaze poskozeni. Tato draha se sklada z péti hlavnich
krokti: rozpoznani poskozeni, incize, excize, opravna syntéza a ligace (Grossman a kol., 1998).
NER rozpoznava celou fadu adukti na DNA, mezi nimi i poSkozeni vyvolana
chemoterapeutickymi 1éCivy typu cisplatiny. Prehled substrati NER bakterialniho UvrABC

systému je uveden v tab. 2.
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Tab. 2: Prehled substrati NER bakteridlniho UvrABC systému (Van Houten a Grossman, 2004)

Type Lesion UvrABC AM,
Single base modification Thymine glycol ++ +34
Dihydrothymine ] 42
Benzo[a | pyrene adduct +++ +171
Anthramyein adduer +++ +151
Cross-linked triple srrand + [72] ~ + 3000
D4rall{}'l thymine + +14
Oﬁrmeth}rl guanine + +14
MN*methyl adenine ] +14
Psoralen adduer +++ + 185
Base removed (AP site) + ~ = 130
Cross-links, intra-sreand cis-Pr adduct +++ +227
Pyrimidine dimer ++ 0
6 =4 photoproduct +++ 0
Cross-links, inter-strand cis-Pradduoct ++ +227
Mitrogen mustard adduct + +69
Psoralen bisadduer +++ + 185
Matural bases dsDINA 0 0
A-rracts ] ]
Mismarches, loops ] ]
Moncovalent modifications Caffeine complex - +154
Ditercalinium complex ++ + 5010

2.6.1.1. NER u E. coli: UvrABC systém

V poslednich né€kolika letech ptispéla aplikace technik rekombinantni DNA k pokroku

v charakterizaci proteind, které zprosttedkovavaji jednotlivé kroky NER u E. coli. Prvni tii kroky

tohoto procesu jsou uskute¢nény souborem tii proteint, ktery se nazyva UvrABC endonukleéza.

Tyto tii proteiny jsou kddovany geny uvrA, uvrB a uvrC.

Gen uvrA koduje DNA-independentni ATPazu, kterd vaze DNA. Bylo zjisténo, ze UvrA

hydrolyzuje také GTP (Grossman a kol., 1998). Velikost sekvence UvVrA genu je 2082 bp a je
prekladana do proteinu UvrA o velikosti 940 aminokyselin (103 kDa) (Zou a kol., 2003). Aktivni

formou UvrA proteinu je dimer. Vazebna energie ATP (nebo ATP-y-S) zplisobuje dimerizaci

proteinu, kdeZto hydrolyza ATP vede k monomerizaci UvrA. Navazani UvrA na neposkozenou

DNA je 10°*-10%krét slabsi nez specifické navazani na poskozenou DNA. Specifita pro DNA

ozatenou UV je zcela zrusena diky ATP-y-S, zatimco nespecifickym navazanim je zvySena.

Kazda molekula UvrA mé dva motivy zinkového prstu a jeden motiv helix-otacka-helix (HTH)

(Grossman a kol., 1998).
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Sekvence genu uvrB koduje 673 aminokyselin, molekulova hmotnost proteinu UvrB je 76
kDa. Purifikovany protein nema detekovatelnou ATPazovou aktivitu. ATPazova aktivita je
pozorovana jen v interakci s UvrA za pfitomnosti DNA (ds a ss DNA a DNA ozafena UV
svétlem). Za tento dramaticky nartist aktivity vdé¢ime aktivaci kryptické ATPazy na
zformovaném UvrA,;B-DNA komplexu (Grossman a kol., 1998). Analyza UvrA,B komplexu
ukdzala, ze DNA je obtocena kolem UvrB proteinu. Jedna se o usek ptiblizné sedmi helikalnich
otacek (Verhoeven a kol., 2001). Je pravdépodobné, ze UvrB se na poSkozeni DNA vaze jako
dimer. Podjednotka B1 se vaZe na poskozeni a podjednotka B2 se volné vaZe na podjednotku B1.
Pro specifickou vazbu na poskozeni hraje diilezitou roli motiv B-vlasenky. Pro 3" incizi pomoci
UvrC je tfeba odstranit z komplexu druhou podjednotku UvrB, zatimco protein Cho (viz. dale) je
ziejmée schopny §tépit dimerovy komplex (Moolenaar a kol., 2005).

Gen uvrC nepatii oproti uvrA a uvrB ke skupiné SOS gent. Byly popsany dva translacni
produkty genu uvrC. Prvni za¢ind na ATG kodonu; ziskadme protein skladajici se z 588
aminokyselin (Mr = 66 kDa). Druhy je zahajen GTG kodonem, 66 bp pted ATG. C-termindlni
doména UvrC ma vysoky stupeit homologie s C-terminalni doménou proteinu ERCC-1, ktery se
ucastni NER u €loveka. Protein UvrC se vaze na jednofetézcovou DNA, a to s pomérné velkou
afinitou. Mutace C-terminalni oblasti zptisobuje extrémni citlivost k UV a defekty v 5" incizni
aktivité. UvrC mize asociovat s UvrB-DNA komplexem (Grossmann a kol., 1998).

Vlastnosti proteinti UvrA, UvrB UvrC jsou shrnuty v tab. 3.

Tab.3: Vlastnosti reparacnich proteinii UvrA, UvrB a UvrC (Van Houten, 1990).

Walue in:
Properly

TvrA UvrB UwnC
Mol wi 103,574 76,118" 66,038*
Mo. of amino acids G4 672 S88° (K10)
Mo, of Trp restdees per molecule a 0 2
Molar extinction coefficient 46,680 27,699 36,200
nl 6.5 50 1.3
Intrinsic metal 2Zn Mone Mone
DNA binding Yes Mao* Yes
Nuclentide-hinding site 2 1
ATPase” 125 25
E05 repulation Yes e Me (1
No. of molecules'cell® 20 (200) 2040 (1,000 10

“ Molecilar weight as predicted by Arikan et al. (21 Tle Neterminad Met is
remaved in the mature protein.

? Molzcular weight as predieted by Sancar et al, (1831, The Uvr protein
may actually be 22 amino acids longer (132),

“ UvrB does bind 10 DNA in the presence of UsrA, but shows no affinity for
DA im the absence of UvraA (B46).

# Turnover number for Uvra and UvrB* ithe 70-kDa form), respectively, in
the absence of other protein suburits or DXA (33, 1430,

* The number in parentheses are Those obained after 508 induction.
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2.6.1.2. Mechanizmus NER

Pti nukleotidové excizni reparaci (obr. 6) dojde nejdrive k rozpoznani poskozeného mista
na DNA. Vazbou ATP na UvrA dojde k dimerizaci tohoto proteinu, tj. k vytvoreni jeho aktivni
formy. Tento dimer reaguje s proteinem UvrB za vytvofeni UvrA,B komplexu (Verhoeven a kol.,
2001). Tento komplex poté vyhleda anomalie na DNA. Analyza AFM (atomic force microscopy)
odhalila, ze tento komplex, rozpoznéavajici poSkozeni na DNA, se skladd ze dvou podjednotek
UvrA a dvou podjednotek UvrB. Po lokalizaci poSkozeného mista je UvrA uvolnén z komplexu
a na DNA zistava pevné navazan dimer UvrB. Kolem jedné z jeho podjednotek je obtocena
DNA. Vznik4 preincizni komplex a dimer UvrB je stabilizovan interakci protein-protein mezi C-
termindlnimi doménami jeho dvou podjednotek. Ta sama C-termindlni doména UvrB tvoii také
dilezitou vazebnou doménu pro protein UvrC. Po vazbé UvrC na UvrB-DNA komplex je jedna
ze dvou podjednotek UvrB ziejmé uvolnéna a poskozeny fetézec je proteinem UvrC $tépen na
dvou mistech. Jedna incize je provedena na 4. nebo 5. fosfodiesterové vazb¢ od 3" konce
poskozeni. Je katalyzovana aktivnim mistem lokalizovaném na N-terminalni ¢asti proteinu UvrC.
Naésleduje incize 8. fosfodiesterové vazby od 5 konce poskozeni, katalyzované aktivnim mistem
na C-terminalni ¢asti UvrC. Vznikly oligonukleotid s 1ézi je odstranén helikdzovou aktivitou
proteinu UvrD a reparacni reakce je dokoncena za ucasti DNA polymerazy [ a DNA ligazy

(Moolenaar a kol., 2005).

1. Rozpoznani léze

- ATP ADP '
B ATP ADP

T %7 i

e
UvrA
il v

2. Reparace

12mer @

© @&
m 7#”””3 T B Pl rrrrrrremT

i A
ATP ADP Ligase

Obr. 6: Mechanizmus NER (Theis, 2001)
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UvrABC endonukleédza bakterie Escherichia coli reparuje Siroké spektrum DNA 1ézi
s rozdilnou Uc¢innosti. Efektivita reparace je ovlivnéna povahou 1éze, lokalni sekvenci DNA
a/nebo topologii DNA. Srovnanim G¢innosti incize linedrnich fragmentli DNA obsahujicich
mistné specifické cisplatinové adukty bylo zjisténo, ze DNA s ciSDDP-GG adukty je $tépena
3,5krat u¢inngji nez DNA obsahujici ciSDDP-GCG. Mira tvorby UvrB-DNA preincizniho
komplexu je u obou typti 1ézi stejné a ve srovnani s Cetnosti incize vysoka (Visse a kol., 1994).

V nedavné dobé byl u E. coli objeven novy enzym tcastnici se NER v prokaryotickych
buiikach. Jedna se o protein Cho, ktery je homologem proteinu UvrC. Exprese genu kodujiciho
tento protein je indukovana poskozenim DNA. Gen cho koéduje protein o velikosti 295
aminokyselin, ktery je homologni k N-koncové oblasti UvrC. Na rozdil od UvrC vsak vytvari
zlom pouze na 3" konci DNA, a to na devaté fosfodiesterové vazbé od poSkozeného mista (tj. Ctyfti
nukleotidy za mistem $tépeni proteinem UvrC) (Van Houten a kol., 2002). Exprese Cho (narozdil
od UvrC) je SOS inducibilni a ptedpoklada se, ze incize zprostiedkovana Cho slouzi jako
nahradni systém reparace specifickych 1€zi, které ze strukturniho diivodu nemohou byt St€peny
UvrC (Moolenaar a kol., 2005) U nékterych 1¢zi je efektivita reparace vyssi nez za ptitomnosti
UvrC. Stejné jako UvrC vyZaduje protein Cho ptitomnost UvrB-DNA komplexu. Mlze pracovat
ve spolupraci s proteinem UvrC, ktery $t€épi DNA na 5" konci substratu. Z DNA tak mohou byt
odstranény vétsi 1€ze nez kdyz reakce probiha jen v pritomnosti UvrC (obr. 7A). Oprava DNA
v neptitomnosti UvrC probiha ziejmée tak, ze protein Cho nejdiive vytvoii zlom na 3" konci
poskozeného tiseku. Poté se uplatni jeho predpokladana exonukleazova aktivita, fetézec DNA je
Stépen az k mistu poskozeni a to je poté odstranéno (obr. 7B).

Cho a UvrC se vyskytuji sou¢asné u riznych bakterialnich druht (rod Listeria, Clostridium,
bakterie E. coli a M. tuberculosis). Vétsina druhti ma jen UvrC a naptiklad néktera mykoplazmata

nebo Borrelia burgdorferi disponuji pouze proteinem Cho (Van Houten a kol., 2002).

A
UvrC
5, - 3
M
e longer patch
a5 N

Obr.7 A,B: Mechanizmus U¢inku UvrC a Cho (A) a samotného Cho (B) proteinu (Van Houten a
kol., 2002)
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2.6.1.3. Vliv topologie DNA na NER

Nadsroubovicové vinuti DNA ovliviiyje aktivitu ¢etnych promotort in vitro a in vivo. Bylo
popsano, ze ma vliv i na rozsah tvorby CiSDDP-DNA kiizovych vazeb in vitro. Vliv topologie
DNA na miru toxicity cisplatiny byl zkouman na nékolika kmenech E. coli s upravenu gyrazovou
aktivitou. Z vysledku studie vyplyva, ze nadSroubovicové vinuti miize hrat roli neptfimého
modulatoru toxickych u¢inkt ciSDDP na bakterialni buiiky interferenci s repara¢nimi procesy
(Bouayadi a Salles, 2002).

K tvorbé¢ pozitivnich a negativnich nadSroubovicovych zaviti mize dochazet ptisobenim
helikdzové aktivity UvrAB komplexu. Pti zkoumdani uc¢inku inhibice topoizomeraz na NER u
E. coli in vivo bylo repara¢ni analyzou intracelularniho plazmidu zjisténo, ze poskozeni DNA
na pozitivnich nadSroubovicich zptisobené inhibici gyrazy ziistalo neopravené, kdezto u bakterii
mutantnich v genu pro topoizomerazu I bylo poskozeni DNA opraveno. Z toho plyne, ze
topologie DNA ovliviiuje proces NER a odstranéni pozitivnich zavitl gyrazou je rozhodujici pro
efektivitu NER u E. coli. Mutace v genech pro topoizomerazu I a gyrazu u E. coli, stejné tak jako
inhibitory gyrdzy (novobiocin a kyselina nalidixova), zptisobuji zvySenou vnimavost k UV zafeni,
meéni stupenl excizni opravy a postreplikacni opravy. Pozitivn€ vinuta DNA obsahujici UV-
indukované fotoprodukty je rezistentni k incizi UvrABC endonukleazou, kdezto negativné vinuta
a relaxovand forma DNA poskozena UV zéfenim je ji efektivné Stépena. V pfitomnosti gyrazy
E. coli nebo eukaryotické topoizomerazy I je schopnost incize endonukledzy UvrABC obnovena

(Park a Ahn, 2000).

2.6.2. Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je jednim z hlavnich repara¢nim systému buiiky. Jeji mimotradna
presnost je nezbytna pro udrzeni integrity genomu. Presnost homologni rekombinace zavisi na
identit¢ DNA sekvenci rekombinujicich molekul, na aktivité rekombina¢nich proteini a aktivité
proteinti opravujicich chybné parovani. Iniciace rekombinace u E. coli zavisi na aktivité RecA
proteinu, na hlading, kterou je fizena SOS odpovéd’. RecA je vysoce selektivni ohledné sekvencni
identity pouze v pocatecni fazi procesu vymény fetézci, ktera vyzaduje minimalni délku
homologie. Ta se nazyva MEPS (minimum efficient processing segment) a pokud neni dodrZena,
rekombinace neni u¢inna. U E. coli zahrnuje MEPS 23-27bp. Divergence mezi rekombina¢nimi
substraty snizuje ucinnost rekombinace snizenim poctu dostupnych MEPS (Delmas a Matic,

2005).
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2.6.3. SOS systém

SOS systém je u E. coli tvofen nejméné 40 geny, z nichz vétSina koduje proteiny
s repara¢nimi funkcemi, napt. proteiny nukleotidové excizni opravy nebo homologni
rekombinace. SOS odpovéd’ je indukovana rliznymi stresovymi faktory, které maji spolecné to,
ze zvySuji intracelularni koncentraci ss DNA. Neustala pfitomnost ss DNA aktivuje proteazovou
aktivitu RecA proteinu, ktery §tépi protein LexA, jenz piisobi jako SOS represor a vyvola tim
SOS odpoveéd’. Pokud jsou 1éze na DNA opraveny a je obnovena schopnost replikace, SOS
odpovéd’ je reprimovana (Delmas a Matic, 2005)

Vysoce ptesné replikativni DNA polymerdzy mohou byt béhem replikace DNA blokovany
riznymi poSkozenimi bazi, coz mize vést k letalité. Tii z DNA polymeraz, které vlastni
Escherichia coli (Pol 11, Pol IV a Pol V), mohou pii replikaci obejit 1éze na templatové DNA
a umoznuji tim bunce prezit. Geny kodujici tyto enzymy, polB, dinB a umuCD, nalezi k stres-
inducibilnimu SOS regulonu (Bjedov a kol., 2002).

2.7 Plazmid pUC19

Poskozeni DNA prokaryotické buiiky po pisobeni vnéjsich Ciniteli (napt UV zateni,
a platinovych derivatii) a procesy reparace Ize sledovat na irovni nejen DNA genomovg, ale také
na urovni DNA plazmidi.

Genom prokaryotické buiiky se sklada ze dvou zékladnich slozek — z jadra (nukleoid)
a plazmidt. Plazmidy jsou extrachromozomalni elementy, které mize bunka postradat, nebot’
na rozdil od nukleoidu nenesou esencialni geny. Plazmidy se podileji na horizontalnim pienosu
gent (Doskar, 2003). Pfedstavuji samostatny replikon tvoreny nejéastéji kruznicovou dsDNA.
Jeho velikost se pohybuje od 1 kbp az po 1000 kbp. Vyskytuji se u vétSiny Gram pozitivnich
a Gram negativnich bakterii a n¢kterych kvasinek. Zakladni typy plazmidi jsou krypticke,
epizomalni, konjugativni a mobilizovatelné.

Molekula DNA plazmidu se mize vyskytovat ve dvou formach:
1. Kovalentné uzaviena kruznice (ccc). Jednd se o DNA, ktera nemé volné konce ani zlom.
2. Oteviena kruznice (oc), ktera obsahuje zlom v jednom z fetézct (Rosypal, 2000).

Plazmid pUC19 (obr. 8) byl transformovan do E. coli se znamym genotypem pro studium
uc¢inku reparaénich mechanizmi bunék E. coli po piisobeni UV zafeni a cisplatiny (HyrSova
a kol., 2004). Patii mezi mnohakopiové plazmidy, replikuje se nezavisle na chromozomalni DNA
a obsahuje mnohocetné klonovaci misto uvnitf regionu lacZ genu. Jako selekéni marker nese gen

pro rezistenci k ampicilinu. Velikost pUC19 je 2686 bp, ¢islo vinuti Ly = 258 a superhelikalni
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hustota ¢ = -0,05. Ve stupni negativniho vinuti je tedy srovnatelnd s nadSroubovici vyskytujici se

u fady eukaryotickych chromozomt in vivo (Serban a kol., 2002).
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Obr. 8: Genetickd mapa plazmidu pUC19 (Ausubel a kol., 1995)

2.7.1. Modifikace superhelikalni DNA cisplatinou in vitro

Plazmidova DNA je vhodnym modelem pro studium interakci cisplatiny s DNA a interakci
DNA adukti s enzymy NER. Tyto interakce byly studovany zejména in vitro (Beck a kol., 1985;
Popoffa kol., 1987; Vrana a kol., 1996, HyrSova 2004).

Na superhelikalni DNA modifikované cisplatinou za podminek in vitro byly prokazovany jak
IACL, tak IECL adukty. IACL adukty odvijeji superhelikalni DNA (Keck a Lippard, 1991)

a méni v zavislosti na stupni modifikace negativni superhelikalni vinuti na pozitivni. Bylo
zjisténo, ze pii nizkych hladinach in vitro modifikace plazmidové DNA cisplatinou (<1 atom Pt
na 500 bp, 1, < 0,001) pocet IECL aduktti stoupa u superhelikalni DNA v porovnani

s linearizovanou nebo relaxovanou DNA. Stejny efekt byl pozorovan se zvysujicim se negativnim
vinutim nadsroubovice nebo se snizujici se hladinou modifikace. Taktéz byl prokazan vliv
superhelicity DNA na sekven¢ni specifitu vazby cisplatiny. IECL adukty byly prokdzany mimo
jiné i pomoci alkalické denaturaéni elektroforézy. Byl pouzit plazmid pSP73 o velikosti 2464 bp
a superhelikalni denzité¢ ¢ = -0,063; od n¢j byly odvozeny molekuly DNA s riiznou superhelikalni
hustotou. Linearizace byla provedena pomoci enzymu EcoRI. Zména v superhelicit¢ DNA tedy
nejen vyrazn¢ ovlivituje frekvenci jednotlivych typtt DNA aduktii cisplatiny, ale 1 sekvenéni

specifitu vazby cisplatiny (Vrana a kol., 1996).
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2.7.2. Modifikace superhelikalni DNA cisplatinou in situ

V nedavné dobé¢ byla sledovana modifikace cisplatinou na trovni plazmidové DNA pUC19
v bunikach E. coli s riznym genotypem ve vztahu k reparaénim procesim. Bylo zjisténo (HyrSova
a kol., 2004), ze za podminek in situ modifikace neovlivituje genotyp hostitelského kmene
vyznamng¢ stupen modifikace plazmidové DNA. Pfimo v buiice za klidovych podminek bylo
po dlouhodobém plisobeni cisplatiny na urovni plazmidové DNA pUC19 detekovano v priméru
30% mezitetézcovych kiizovych vazeb. Viabilita bunck reparacné proficientniho kmene WP2 wt,
ktera byla sledovana poctem kolonii na agarovych plotnach, byla obnovena, 1éze na DNA vcetné
IECL byly odstranény a zistala schopnost bun¢k opravovat poskozeni tohoto typu (Janovska
2003, osobni sdélent).

V soucasné dobé je velka pozornost zakladniho vyzkumu vénovana studiu mechanizmu
reparace mezifetézcovych kiiZzovych vazeb na DNA, vzniklych zejména po plisobeni chemickych
latek, které by mohly potencialné ptisobit jako terapeutické agens pii 1é€bé nadorovych
mechanizmy buiiky. Zpomaleni az Giplné zabranéni reparace by tedy mohlo podstatné zvysit
uspésnost 1éCby nadorti. Mechanizmus reparace mezifetézcovych kiizovych vazeb na DNA za
podminek in vivo vSak dosud neni zcela objasnén

V této praci nas zajimalo, na zédklad€ predchazejicich vysledkd (HyrSova 2004), zda lze
na urovni plazmidové DNA sledovat kinetiku opravy cisplatinovych IECL adukti piimo

v bunkach E. coli za podminek in vivo s vyuzitim kmenti s riznou reparaéni aktivitou.
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3. CiL DIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace byla zaméfena na ziskani podrobnéjsich informaci o in vivo mechanizmu
nukleotidové excizni reparace po pusobeni cisplatiny a UV zafeni na modelovy systém
plazmidové DNA pUC19 transformované do bun¢k E. coli s normalni nebo deficientni repara¢ni
kapacitou.

Za tim ucelem byly stanoveny tyto diléi ukoly:

I. Provést optimalizaci postupu pro ziskani dostate¢ného mnoZzstvi plazmidové DNA v pribéhu
probihajicich repara¢nich procest za podminek in vivo pii pouziti kment E. coli WP2
a WP2uvrA.

I1. Ozatit bunky E. coli riznymi davkami UV zafeni nebo in situ modifikovat cisplatinou a

a) Sledovat morfologii bungk, jejich rist a schopnost tvorby kolonii v priabéhu reparace.

b) Detekovat poskozeni DNA vznikla ptisobenim cisplatiny a UV zafeni na plazmidové DNA
pomoci alkalické denaturacni elektoforézy a metodou vazby specifického proteinu

na poskozenou DNA.

¢) VysSe uvedenymi metodami studovat dynamiku reparacnich procesti na modelovém

systému plazmidu pUC19 za podminek in vivo.

d) Porovnat u€innost reparacnich pochodi pii odstranéni 1ézi na plazmidové DNA u repara¢né

proficientniho hostitelského kmene E. coli WP2 wt a mutantniho kmene E. coli WP2uvrA.

e) Soucasn¢ sledovat zmény v topologii plazmidové DNA pUC19 v priib¢hu reparacnich

pochodi in vivo.

f) Na urovni bunéénych lyzati kment E. coli WP2 a WP2uvrA porovnat spektra proteint
metodou SDS-PAGE a provést analyzu se zaméfenim na expresi jednotlivych proteint
komplexu UvrABC podilejicich se na odstranéni poSkozeni na DNA v prabéhu opravnych

procest.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité mikroorganizmy

Byly pouzity dva izogenni kmeny Escherichia coli WP2 (uvrA™) a Escherichia coli WP2uvrA
(uvrA)). Tyto kmeny byly odvozeny z jediného rodi¢ovského kmene E. coli B/r, ktery je totozny
s kmenem E. coli WP2. Do téchto kment byla transformovana plazmidova DNA pUC19.
Optimalni kultivacni teplota téchto kment je 37°C.

Kmeny byly uchovavany na agarovych miskach pii 4°C. Kmeny E. coli WP2 a E. coli
WP2uvrA byly ziskany od E. M. Witkina (Janovska a kol., 2002).

4.2 Chemikalie

Kultivaéni média, roztoky a pufry byly pripraveny za pomoci téchto chemikalii:
Agar (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie)

Agaroza (Promega, Madisson, USA)

Akrylamid (Sigma, St. Louis, USA)

Ampicilin (Sigma, St. Louis, USA)

BamHI, restrik¢éni enzym (Takara, Otsu, Japonsko)

Bisakrylamid (Sigma, St. Louis, USA)

Bromfenolovd modf (Sigma, St. Louis, USA)

Cisplatina (Lachema, Brno, Ceska republika)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

EcoRl, restrikéni enzym (Takara, Otsu, Japonsko)

Etanol (Sigma, St. Louis, USA)

Etidium bromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)
Etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma, St.Louis, USA)
EZ Blue™ Gel, barvici roztok na proteiny (Sigma, St.Louis, USA)
Glycerol (Sigma, St. Louis, USA)

Glycin (Sigma, St. Louis, USA)

Hydroxid sodny (Sigma, St. Louis, USA)

Chlorid hote¢naty (MgCl,) (Sigma, St. Louis, USA)

Chlorid sodny (NaCl) (Sigma, St. Louis, USA)

Chlorid véapenaty (CaCly) (Sigma, St.Louis, USA)
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Izopropanol (Sigma, St. Louis, USA)

Kyselina octova (Sigma, St. Louis, USA)

Lyza¢ni pufr pro proteiny, B-Per (Pierce, Rockford, USA)

Metanol (Sigma, St. Louis, USA)

Nanaseci pufr 6x nebo 10x koncentrovany (Takara, Otsu, Japonsko)

Persiran amonny (APS) (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza A (Sigma, St. Louis, USA)

Sacharé6za (Sigma, St. Louis, USA)

Standard molekulovych hmotnosti proteint

(205,116; 97; 84; 66; 55; 45; 36; 29; 24; 20; 14,2; 6,5 kDa) (Sigma, St. Louis, USA)
Tetrametyletylendiamin (TEMED) (Sigma, St. Louis, USA)

Tris (hydroxylmetyl)aminometan hydrochlorid (Tris HCI) (Sigma, St. Louis, USA)
Trypton (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie)

Yeast extract (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie)

4.3 Kultiva¢ni média, roztoky a pufry

4.3.1. Kultivaéni média

LB médium

Trypton 10g
NaCl 10g
Yeast extract 5g
H,O 1000 ml

Médium bylo sterilizovano v autoklavu po dobu 30 minut pfi teploté 120°C a tlaku 100 kPa.

LB médium s antibiotikem
Po sterilizaci byl do ochlazeného média (50°C) pted pouzitim piidan ampicilin ze zasobniho

roztoku (100 mg/ml). Koncentrace ampicilinu ¢inila 100 pg/ml.

LB agar
Agar 20g
LB médium 1000 ml

Médium bylo sterilizovano v autoklavu po dobu 30 minut pfi teplote¢ 120°C a tlaku 100 kPa.
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LB agar s antibiotikem
Po sterilizaci byl do ochlazené¢ho média (50°C) pted pouzitim piidan ampicilin ze zasobniho

roztoku (100 mg/ml). Koncentrace ampicilinu ¢inila 50 pg/ml.

4.3.2. Roztoky a pufry

Pro izolaci plazmidové DNA byl pouZzit komeréni kit HiSpeed™ Plasmid Purification od

firmy QIAGEN, ktery obsahoval roztoky P1, P2, P3, QBT, QC.

4.3.2.1. Roztoky poti‘ebné k izolaci plazmidové DNA pomoci kitu od firmy QIAGEN

Roztok P1
50 mM TrisHCI
10 mM EDTA
100 ug/ml RNaza A
pH=38

Roztok P2
200 mM NaOH
1% SDS

Roztok P3
3 M octan draselny
pH=5,5

Roztok QBT
750 mM NaCl
50 mM MOPS
15% izopropanol

0,15% Triton X-100

Roztok QC
1 M NaCl
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50 mM TrisHCl
15% izopropanol

pH=28)5

4.3.2.2. Roztoky pouzité pri transformaci plazmidové DNA pUC19 do bunék E. coli

1 M MgCl,
20,3 g MgC126HzO

Doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml.

1M CaCl,
147 g CaCl,

Doplnit destilovanou vodou do objemu 1000 ml.

4.3.2.3. Elektroforeticky pufr pro neutralni agarézovou gelovou elektroforézu

TBE pufr
Ptiprava 10 x koncentrované¢ho TBE pufru:
108 g Tris baze
55 g kyseliny borité
40 ml 0,5 M EDTA
pH=38

Destilovanou vodou doplnit do objemu 1000 ml.

10x koncentrovany roztok byl pied pouzitim natfedén destilovanou vodou na 1x koncentrovany.
89 mM Tris baze
89 mM H;BO,
2mM EDTA
pH=38

TAE pufr

Ptiprava 50x koncentrovaného TAE pufru:
242 g Tris baze
57,1 ml ledové kyseliny octové

37,2 g Na,EDTA-2H,0
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pH=28.)5

Destilovanou vodou doplnit do objemu 1000 ml.

50x koncentrovany roztok byl pfed pouzitim nafedén destilovanou vodou na Ix koncentrovany.
40 mM Tris acetat
2 mM EDTA
pH=28)5

4.3.2.4. Roztoky a pufry pouzité pri alkalické denaturaéni elektroforéze:

0,5 M NaOH
2 g NaOH

Doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml

0,5M EDTA
186,1 g EDTA

800 ml destilované vody
pH=38

Alkalicky pufr
0,03 M NaOH
I mM EDTA

5 M NaCl
292 g NaCl

Doplnit destilovanou vodou do objemu 1000 ml.

TBE pufr

(viz. vyse)
NanasSeci pufr pro alkalickou elektroforézu

Sacharoza

Bromfenolova modf
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4.3.2.5. Roztoky a pufry pouzité pri SDS-PAGE:

10% SDS
10 g SDS

90 ml destilované vody

10% APS
100 mg persiranu amonného

1 ml deionizované vody

Elektroforeticky pufr pro SDS PAGE
Ptiprava 10x koncentrovaného elektroforetického pufru:
30,3 g Tris baze
144 g glycinu
10 g SDS
Destilovanou vodou doplnit do objemu 1000 ml.

10x koncentrovany elektroforeticky pufr byl pfed pouZzitim nafedén na 1x koncentrovany.

Nanaseci pufr pro SDS PAGE
1,25 ml 0,5 M Tris HC1, pH = 6,8
2,5 ml glycerolu
2 ml 10% SDS
0,2 ml 0,5% (w/v) bromfenolové modii

3,55 ml deionizované vody

Fixaéni roztok
50% metanol

10% kyselina octova

30% Akrylamid
29,2 g akrylamidu

100 ml deionizované vody

2,67% N’N’-bis-metylen-akrylamid
0,8 g N'N'-bis-metylen- akrylamidu
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100 ml deionizované vody

4.3.2.6. Roztoky a pufry pouzité pri EMSA:

Vazaci pufr (Kasparkova a kol., 2003)
10 nM HEPES, pH =7,5
10 mM MgCl,
50 mM LiCl
100 mM NacCl
I mM spermidin
0,2 mg/ml BSA
0,05% Nonidet P40
0,5mM DTT

TBE pufr

(viz vyse)

10x koncentrovany roztok byl pfed pouzitim nafedén destilovanou vodou na 0,33x
koncentrovany.

30 mM Tris baze

30 mM H;BO4

0,7 mM EDTA

pH=28

TE pufr

(viz vyse)

4.3.2.7. Ostatni roztoky a pufry:

Srazeci smés

Srazeci smés byla pfipravena smichanim 95% etanolu a 4 M acetidtu amonného v poméru

25:1.

TE pufr
10 mM TrisHCI
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1 mM EDTA
pH=7-8

STE pufr
0,1 M NaCl
10 mM Tris HC1
I mM EDTA
pH="7-8

4.3.2.8. Elektroforetické gely:

0,8% gel pro neutralni gelovou elektroforézu
Agardza 08¢
TBE pufr 100 ml
Po ochlazeni na 50°C se piida EtBr do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml. Objem gelu se tidi

velikosti elektoforetické vany.

1% gel pro neutralni gelovou elektroforézu
Agardza lg
TBE pufr 100 ml
Po ochlazeni na 50°C se piida EtBr do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml. Objem gelu se tidi

velikosti elektoforetické vany.

1% gel pro alkalickou denaturacni elektroforézu
Agardza lg
H,O 100 ml
Po ochlazeni gelu na 60°C se upravi na 0,03 M NaCl a 1 mM EDTA. Objem gelu se fidi velikosti

elektoforetické vany.

12% gel pro SDS-PAGE
4 ml 30% akrylamidu / 2,67% bisakrylamidu
0,1 ml 10% SDS
3,4 ml deionizované vody

2,5ml 1,5 M TrisHCI, pH = 8,8
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Po smichéni téchto slozek bylo do gelu ptidano 50 pl 10 % APS a 10 ul TEMED, gel byl nalit

mezi dvé skla v elektroforetické aparatuie.
4.4. Pristroje a pomiicky

Autoklav Vaposteri (BMT a.s., Brno, Ceska republika)

Centrifuga 4K 15 (Sigma, Némecko)

Exikator (CSN Simex, Ceska republika)

Fotoaparat (Canon, USA)

Laboratorni vahy CT600-S (Ohaus, USA)

Mikropipety 10 pl, 40 pl, 200 pl, 1000 pl, 5 ml (Labsystems, Finsko)
Mikroskop BX 50 (Olympus, Japonsko)

Mikrovlnna trouba (LG, Jizni Korea)

Minicentrifuga (Maneko, Praha, Ceska republika)

Spektrofotometr UV/VIS (Beckman, Némecko)

Termostat BT-120 (BMT a.s., Brno, Ceska republika)

Termostat, model 111002 (Boekel Scientific, USA)

Termostat s tfepackou (LabTherm, Kiihner, Svycarsko)
Transiluminator TFX-20M (Enprotech, Francie)

Tiepacka LT2 (Kavalier a.s., Votice, Ceska republika)

Vortex VX100 (Labnet, Woodbridge, USA)

Zatizeni pro elektroforézu, horizontalni SHU6 (Sigma, USA)
Zatizeni pro elektroforézu, vertikalni (BioRad, Richmond, USA)
Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPack 300 (BioRad, Richmond, USA)

4.5. Metody

4.5.1. Transformace plazmidové DNA (Popoff a kol., 1987)

Piiprava kompetentnich bunék

1. Bunky byly kultivovany do exponencialni faze a poté sklizeny.

2. Pelet byl resuspendovan ve vychlazeném 0,1 M roztoku MgCl, a zcentrifugovan.

3. MgCl, byl odstranén a k buitkdm byl ptidan 0,1 M roztok CaCl,. Smés byla inkubovana po
dobu 1 hodiny na ledu.
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Transformace plazmidové DNA do bunék E. coli

L.

Kompetentni buiiky byly centrifugovany a pelet byl resuspendovan ve vychlazeném 30 mM
roztoku CaCl, v piitomnosti 15% glycerolu. Takto byly buiiky uchovavany pfi teploté -80°C.
Ke kompetentnim buitkam o objemu 300 pl bylo ptidano 40 ng plazmidové DNA pUC19
(nemodifikované nebo modifikované 16 hodin 0,1 uM roztokem cisDDP pii 37°C) a tato smés
byla inkubovana po dobu 1 hodiny v ledu.

Buniky byly poté inkubovany 2 minuty pii 42°C a pak inkubovany 5 minut v ledu.

Poté byly buniky byly inkubovany v 5 ml LB média po dobu 3 hodin pii 37°C.

Bunky byly nafedény 0,85% roztoken NaCl a vysety na LB agarové plotny

s ampicilinem (50 pg/ml). Po kultivaci pii 37°C byl zjistén pocet transformantt.

4.5.2. UV test; citlivost izogennich kment E. coli k UV zafreni
(Park a Ahn, 2000)

A T

10 pl bakterialni kultury, kterd pochazela z exponencialni faze, bylo naneseno na LB agarovou
plotnu.

Kapka byla rozetfena k protilehlému okraji plotny.

Plotna byla vystavena riznym davkam UV zéfeni od jednoho okraje k protilehlému.

Poté byla plotna ihned pfemisténa do termostatu a inkubovana pti 37°C pies noc.

Druhy den byla sledovana hustota nartstu kolonii u jednotlivych izogennich kmenti

E. coli.

WP2 WP2uvrA

zvySujici se davka
U UV zareni

Obr. 9: Test citlivosti izogennich kment E. coli WP2 a E. coli WP2uvrA k UV zaieni

4.5.3. Mikroskopie bunék E. coli

Byla provedena mikroskopie nativniho nebarveného preparatu bun¢k E. coli za pouziti

Nomarského diferencidlniho interferen¢niho kontrastu pii zvétSeni 1000x (zvétSeni okuldru: 10x,

-36 -



zvétSeni objektivu 100x). K pofizeni mikroskopickych snimkii nativnich preparatt bunék E. coli

byl vyuzit program analyzy obrazu LUCIA.

1. Sediment bun¢k z 1 ml bakterialni kultury kmene E. coli WP2(pUC19), nemodifikované a
modifikované 50 uM roztokem cisplatiny, byl resuspendovan ve fyziologickém roztoku.

2. Na odmasténé podlozni sklicko byla pomoci mikropipety pienesena kapka bakterialni
suspenze a prekryta krycim sklickem.

3. Nasledovala mikroskopie nativniho preparatu bunék pii zvétSeni 1000x.

4.5.4. Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA byl vyuZit komer¢ni kit HiSpeed™ Plasmid Purification od firmy
QIAGEN. Podle mnozstvi bakterialni kultury byly vyuzity kity pro maxi nebo midi izolaci. Tento

komer¢ni kit vyuziva pti izolaci plazmidové DNA principu alkalické denaturace.

4.5.4.1. Izolace plazmidové DNA pomoci kitu od firmy QIAGEN

(HiSpeed™ Plasmid Purification, Maxi Kit) Nize uvedené hodnoty jsou uvedeny pro maxi izolaci.

1. Do 50 ml sterilniho LB média s ampicilinem (100 pg/ml) bylo naockovano nékolik
kolonii E. coli WP2 (pUC19) nebo E. coli WP2uvrA (pUC19) a kultivovano pfes noc za
stalého tfepani (140 rpm) pii 37°C.

2. 10 ml pfes noc narostlé kultury bylo naockovano do 250 ml LB média s ampicilinem
(100 pg/ml) a kultivovano pii 37°C za stalého tfepani (140 rpm) ptes noc.

3. Kultura byla centrifugovana 10 minut pfi teploté 4°C pii 6500 x g, supernatant byl odstranén a
sediment promyt v STE pufru, poté nasledovala opét centrifugace po dobu 10 min pfi teploté
4°C pti 6500 x g.

4. Sediment byl resuspendovan v 10 ml roztoku P1, do néhoz byla piidana RNaza A
(100 pg/ml).

5. Bylo ptfidano 10 ml roztoku P2, suspenze byla opatrn¢ promichana a inkubovana po dobu
5 minut pii laboratorni teploté. B€hem inkubace byla pfipravena QIA kolona.

6. K lyzatu buné€k bylo ptidano 10 ml vychlazeného roztoku P3 a opatrné promichano.

7. Vznikla smés byla premisténa do QIA kolony a inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu
10 minut. Béhem inkubace byla HiSpeed Maxi Tip kolona aktivovana QBT roztokem.

8. Filtraci lyzatu bunék pies QIA kolonu byla ziskédna ¢ird smés obsahujici plazmidovou DNA

9. Cira smés byla pfemisténa do aktivované HiSpeed Maxi Tip kolony a ponechéna protéct
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pres filtr, kde byla zachycena plazmidova DNA.

10. HiSpeed Maxi Tip kolona byla promyta 60 ml roztoku QC.

11. Plazmidova DNA byla eluovana 15 ml roztoku QF do pfipravené erlenmayerovy banky
a poté precipitovana piidavkem 10,5 ml izopropanolu pfi laboratorni teploté po dobu 5 min.
Béhem inkubace byl odstranén pist z 30 ml stfikacky a na Gsti nasazen QIA precipitator.

12. Smés plazmidové DNA s izopropanolem byla piemisténa do 30 ml stiikacky s nasazenym
precipitatorem. Pistem byla protlacena ptes precipitator, kde byla zachycena jen plazmidova
DNA. Plazmidova DNA zachycend v precipitatoru byla promyta 70% etanolem.

13. Precipitator byl nasazen na usti 5 ml stiikacky, do ni byl napipetovan 1 ml TE pufru, do
stiikacky byl vlozen pist a plazmidovd DNA zachycena do eppendorfovy zkumavky.

4.5.4.2. Mini izolace plazmidové DNA pomoci kitu od firmy QIAGEN
(HiSpeed™ Plasmid Purification, Mini Kit)

1. Pro mini izolaci byl pouzit pelet pochazejici z maximalné 5 ml bakterialni suspenze.

2. Pelet bun¢k byl resuspendovan v 0,3 ml roztoku P1. Poté bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2,
suspenze byla opatrné promichana a inkubovana po dobu 5 minut pii pokojové teplot¢.

3. Bylo ptidano 0,3 ml vychlazeného roztoku P3, suspenze byla opatrné promichédna a
inkubovana na ledu po dobu 5 minut.

4. Lyzat bun¢k byl centrifugovan po dobu 10 minut pii 12000 x g.

5. Aplikaci 1 ml QBT roztoku na QIAGEN-tip kolonu byla tato kolona aktivovana.

6. Supernatant byl prenesen do aktivované QIAGEN kolony a byl prefiltrovan pies filtr, kde
byla zachycena plazmidova DNA. Poté¢ byla kolona promyta 4 x 1 ml roztoku QC.

7. DNA byla eluovana 0,8 ml roztoku QF.

8. Byla provedena precipitace DNA ptidavkem 0,56 ml izopropanolu. Poté byla provedena
centrifugace po dobu 30 minut pii 12000 x g.

9. Poté byla DNA promyta 1 ml 70 % ethanolu, po odstranéni supernatantu byl

sediment vysuSen a rozpustén v odpovidajicim pufru.

4.5.4.3. I1zolace plazmidové DNA fenol-chloroformovou extrakei (Chowdhury, 1991)

1. K 0,5 ml bakterialni kultury E. coli narostlé pies noc v LB médiu bylo ptidano 0,5 ml smési
fenol-chloroform-izoamylalkohol (25:24:1).

2. Smés byla promichana 1 minutu na Vortexu.

3. Smés byla centrifugovana 5 minut pii 12000 x g.
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>

Bylo odebrano 0,45 ml svrchni vodni faze, kterd byla smichéana s 0,5 ml izopropanolu

9]

Smés byla kratce promichana a centrifugovana 5 minut pti 12000 x g.

o

Byl odstranén supernatant a k sedimentu bylo opatrné ptidano 0,5 ml 70% EtOH, ktery byl
vzapéti odstranén. Toto promyti bylo jesté jednou zopakovano.

7. Sediment DNA byl vysusen a rozpustén v odpovidajicim pufru.

4.5.4.4. Uvolnéni plazmidové DNA z bunék za nedenatura¢nich podminek

1. K sedimentu bun¢k z 1 ml bakterialni kultury bylo ptidano 50 pl lyza¢niho pufru Sigma .
Do suspenze byl piidan SDS tak, aby jeho koncentrace ¢inila 0,1%.

Suspenze byla zmrazena na -70°C a poté rozmrazena, tento krok byl proveden celkem 3x.
Suspenze byla centrifugovana 15 minut pii 15000 x g.

Viskozni supernatant byl prepipetovan do nové zkumavky a byl k nému piidan 1 ul EDTA.

Suspenze byla 3x protazena injek¢ni stiikackou, aby byla zbavena viskozity.

A

Analyza byla provedena elektroforeticky

4.5.5. Detekce DNA topoizomeri pomoci 2D elektroforézy

Dvourozmérna agardzova gelova elektroforéza byla pouzita u vzorku sc DNA pUC19
izolované z bun¢k E. coli WP2(pUC19) inkubovanych ve sterilni vodé po dobu 18 hodin (obr.
10.A) pro ovéfeni, Ze se u prouzkil na elektroforetickém gelu jedna o jednotlivé topoizomery této
plazmidové DNA a ne o fragmenty DNA chromozomalni.

Plazmidova DNA byla analyzovéana na 1,5% agar6zovém gelu ve dvourozmérném uspoiadani.
Pro elektroforézu v prvnim rozméru byl pouzit pufr TAE. Elektroforéza probihala 24 hodin pii 4°C
a 4,6 V/cm. V druhém rozméru byl do celkového pufru pridan 10 pg/ml chloroquin, elektroforéza
probihala 19 hodin pti 4,1 V/em, 4°C (obr. 10.B)

2. rozmér ————»

T

1. rozmér
i

4—

A B

Obr. 10: (A) Plazmidova DNA pUC19 z buné€k inkubovanych ve vodg, (VB) 2D agardzova gelova
elektroforéza plazmidové DNA pUC19 z bunék inkubovanych ve vod¢. Sipka oznacuje smer
elektroforetické separace.
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4.5.6. In situ modifikace bunék cisplatinou

1. Do 20 ml sterilniho LB média s ampicilinem (100 pg/ml) bylo nao¢kovano nékolik kolonii
kmene E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19) a kultivovano pies noc za stalého
ttepani (140 rpm) pii 37°C.

2. 20 ml pfes noc narostlého inokula bylo rozdéleno na 4x5 ml, naockovano do 4x250 ml LB
média s ampicilinem (100 pg/ml) a kultivovovano pii 37°C za stalého tfepani (140 rpm) po
dobu 4 hodin do exponencialni faze (ODgpo= 0,6).

3. Kaultura bun¢k byla centrifugovéana po dobu 10 min pfi teploté 10°C pii 2600 x g a poté byl
odstranén supernatant.

4. Sediment byl dvakrat promyt sterilni miliQ vodou a suspenze bun¢k centrifugovana po dobu
10 min pii teploté 10°C pii 2600 x g.

5. K sedimentu bun¢k bylo ptidano 18 ml sterilni miliQ vody. Suspenze byla rozdélena do ¢tyt
ekvivalentd, ke kterym byl pfidan roztok cisplatiny tak, aby vyslednd koncentrace cisplatiny
¢inila 10 uM nebo 50 uM.

6. Bunky byly v roztoku cisplatiny inkubovany pii 37°C, po dobu 18 hodin pfi 50 rpm bez
piistupu svétla.

7. Po inkubaci byla buné¢na suspenze centrifugovana 10 min pfi teploté 10°C a pti 2600 x g

a poté byl sediment dvakrat promyt sterilni miliQ vodou.

Jako kontrolni vzorek byla pouZita stejn€ pfipravend bunécna suspenze inkubovana bez

cisplatiny.

4.5.7. Srazeni plazmidové DNA

1. Pomoci mikropipety byl zméfen objem roztoku DNA.

2. Ke vzorku obsahujicimu plazmidovou DNA bylo pfidano 2,5 objemu vychlazené srazeci
smesi, smes byla promichéna.

3. Smés byla krétce centrifugovéana a poté inkubovana pfi teploté -70°C po dobu
dvou hodin.

4. Smés byla centrifugovana po dobu 15 minut pfi teploté 5°C pti 15000 x g.

5. Supernatant byl pomoci mikropipety odstranén, k sedimentu byl pfidan 1 objem 80 %
etanolu.

6. Sm¢s byla centrifugovana po dobu 15 min pfi teploté 5°C pii 15000 x g.
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7. Supernatant byl pomoci mikropipety opatrn¢ odstranén.
8. Sediment byl susen ve vakuu v exikatoru po dobu 15 minut.
9. DNA byla rozpusténa v prislusném mnozstvi TE pufru, vod¢ nebo alkalickém pufru dle

nasledného experimentalniho protokolu.

4.5.8. Stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno spektrofotometrickym méfenim vzorkt
na spektrofotometru Beckman v UV oblasti 260 nm. Pro absorbanci A,y = 1 plati, Ze koncentrace
dsDNA je 50 pg/ml, pii pouziti kyvety o délce optické drahy 1 =1 cm.
Pro stanoveni ¢istoty DNA bylo vyuZito poméru naméfené absorbance pii 260 nm a absorbance
pfi 280 nm. Pokud je tato hodnota rovna 1,80 — 1,85, je Cistota DNA vyhovujici. UV absorp¢ni
spektra plazmidové DNA pUC19 z bungk E. coli WP2 (pUC19) po in situ modifikaci cisplatinou jsou
uvedena na obr.11. Kontrolni UV absorp¢ni spektrum roztoku cisplatiny pii Ajgo - Azgo je uvedeno na
obr.12.

1.5000 :
< 10 uM cisDDP
[Abs]
< 50 pM cisDDP
-0.300 ; i 3 :
220.0 Wavelength (nm)

'350.0

Obr.11 : UV absorpéni spektrum plazmidové DNA pUC19 izolované z bun¢k E. coli WP2 (pUC19) po in
situ modifikaci 10 uM a 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18 hodin. Index A,6¢/Azs byl stanoven 1,78
u bunek E. coli WP2 (pUC19) po in situ modifikaci 10 uM roztokem cisDDP a 1,90 u bunek E. coli WP2
(pUC19) po in situ modifikaci 50 uM roztokem cisDDP.
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Obr.12: UV absorp¢ni spektrum 50 uM, 10 uM a 500 pM roztoku cisplatiny.

4.5.9. Gelova elektroforéza DNA

4.5.9.1. Neutralni agarézova gelova elektroforéza

Pro analyzu plazmidové DNA byl ptipraven 1 % agarozovy gel v TBE pufru (vana
pro analyticky gel: délka 19 cm, Sitka 11,5 cm). Navazka ¢inila 1,2 g agardzy na 120 ml TBE
pufru. Gel byl rozvaren v mikrovinné troub¢ za ob¢asného michani. Po ochlazeni pfiblizné
na 50°C byl nalit do ptfedem pfipravené formy s hifebinkem a ponechan k zatuhnuti ve vodorovné
poloze alespoii po dobu jedné hodiny. Po zatuhnuti byla forma s gelem pfenesena
do elektroforetické vany obsahujici TBE pufr. Po odstranéni hiebinku byly nandSeny vzorky
pomoci mikropipety. Vzorky byly pfipravovany v celkovém objemu 15 pl, obsahujicim 2 pl
nanaseciho pufru a pozadované mnoZzstvi DNA. Vzorek byl v pfipadé€ potieby doplnén miliQ
vodou do celkového objemu 15 pl. Elektroforéza byla provadéna pii konstantnim napéti
1,5 V/em pii teploté 4°C po dobu 15 hodin v submerznim uspoiadani. Poté byl gel obarven v 1azni
s EtBr (0,5 pg/ml) a prohliZzen na transiluminétoru. Pro dokumentaci byl gel vyfotografovan.

Pro kontolu vzorkt (napf. po linearizaci) byla pouzivana elektoforeticka vana o délce 10 cm a
Sitce 7cm. Byl ptipraven 1% agardzovy gel v TBE pufru (viz. vySe). Po jeho ochlazeni na 50°C
byl ptidan EtBr (0,5 pg/ml), gel byl nalit do formy a ponechan k zatuhnuti ve vodorovné poloze
po dobu jedné hodiny. Ptiprava vzorkl a nanasSeni na gel byla provedena stejnym zpiisobem jako
u analytického gelu, elektroforéza byla vSak provadéna pii napéti 8 V/cm pii laboratorni teploté
po dobu 1,5 hodiny v submerznim uspotadani. Gel byl prohlizen na transiluminatoru, nebot’ jiz

obsahoval EtBr. Pro dokumentaci byl gel vyfotografovan.
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4.5.9.2. Alkalicka denaturacni elektroforéza pro detekci IECL adukti

Alkalicka denaturaéni elektroforéza umozinuje oddelit molekuly s IECL adukty od molekul
bez nich na zaklad€ rozdilné pohyblivosti molekul ss DNA od molekul, které jsou IECL adukty
kovalentn€ spojeny. Ptitomnost IECL aduktt cisplatiny na DNA se projevi sniZzenou
elektroforetickou pohyblivosti DNA v porovnani s DNA bez IECL adukti cisplatiny.

Byl ptipraven 1% agardzovy gel ve vodé. Navazka €inila 1,2 g agardzy na 120 ml destilované
vody. Gel byl rozvafen v mikrovlnné troub¢ za ob¢asného promichavani. Po ochlazeni na 60°C se
upravil na 0,03 M NaCl a 1 mM EDTA. Gel byl promichén, nalit do gelové formy a ponechan
k zatuhnuti ve vodorovné poloze po dobu dvou hodin. Poté byl gel prelit alkalickym pufrem
a ekvilibrovan ptes noc pii 4°C. Druhy den byl pfenesen do elektroforetické vany a zalit Cerstve
pfipravenym alkalickym pufrem.

Vzorky DNA byly rozpustény v 18 ul alkalického pufru a po ptidani 2 ul nanaseciho pufru
byly naneseny na ptipraveny gel. Elektroforéza byla provadéna pii napéti 3,5 V/cm pii teploté
4°C po dobu 16 hodin v submerznim uspotadani.

Po skonceni elektroforézy byl gel neutralizovan po dobu 2x15 min v TBE pufru za mirného
trepani. Poté byl barven v lazni s EtBr (0,5 pg/ml) po dobu nejméné 15 min. Obarveny gel byl

prohliZen na trasiluminatoru a vyfotografovan pro dokumentaci.
4.5.10. Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Ke stépeni byl pouzit restrikéni enzym EcoRI (G/AATTC) od firmy TAKARA o aktivité 15
U/ul. U enzymu EcoRI je optimdlni teplota pro Stépeni 37°C.

1. Do zkumavky byla pfipravena reakcni smés o celkovém objemu 100 pl. Obsahovala DNA,
10 pl 10x koncentrovaného $tépiciho pufru a 15 U EcoRI. Do vysledného objemu 100 pl byla
smé&s doplnéna sterilni miliQ vodou.

2. Stépici smés byla promichana, kratce centrifugovana a inkubovana po dobu 2 hodin pii teploté
37°C.

3. Kontrola s§tépeni byla provedena pomoci gelové elektroforézy.
4.5.11. Denaturace plazmidové DNA

Vzorek byl inkubovan pti 95°C po dobu 5 min., poté byl rychle ochlazen a kratce centrifugovan.
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4.5.12. SDS-PAGE proteinti

Priprava vzorkii proteini pro SDS-PAGE

1. K sedimentu bun¢k z 1 ml bakteridlni kultury byl pfidan lyza¢ni pufr B-Per od firmy Pierce.
Smés byla inkubovana po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté.

2. Vzorky byly centrifugovany po dobu 30 minut pii 15000 x g a teploté 4°C.
Supernatant obsahujici proteiny byl pfemistén do novych zkumavek.

4. 10 pl vzorku bylo smichano s SDS nanasecim pufrem a inkubovéno pii 95°C po
dobu 5 minut.

5. Poté byly vzorky naneseny na 12 % SDS polyakrylamidovy gel.

Provedeni SDS PAGE

Po zpolymerizovani gelu z néj byl odstranén hiebinek, starty byly vy¢istény destilovanou
vodou. Gel byl ptenesen do vertikalni elektroforézy a do jednotlivych komiirek byly naneseny
vzorky véetné velikostniho standardu molekulové hmotnosti. Gel byl zalit pfislusnym pufrem
v elektroforetické aparatute. Elektroforéza probihala pti konstantnim proudu 10 mA po dobu 6
hodin. Po skonceni elektroforézy byl nejprve gel inkubovan 3 x5 minut v destilované vodé na
ttepacce a poté nasledovala inkubace po dobu 15 minut ve fixaénim roztoku. Po fixaci se gel
nechal opét promyt 15 minut ve vod¢ a nasledné byl inkubovan v lazni s barvicim roztokem na
proteiny (EZ Blue™ Gel) od firmy SIGMA po dobu nejméné 15 minut do obarveni separovanych

proteintl.

4.5.13. Metoda pro detekci zmény elektroforetické pohyblivosti DNA
po interakci s proteiny (EMSA)

Princip metody EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) spo¢iva v rtizné pohyblivosti volné
DNA, ktera migruje na gelu rychleji, naopak DNA v komplexu s proteiny je v gelu brzdéna. Lze vyjadrit
rozdil mezi pohyblivosti volné DNA a DNA v komplexu s proteinem analyzou vzdalenosti od startu

obou vzorkd.
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Piiprava vzorki pro EMSA

1. Vzorky DNA byly linearizovany enzymem EcoRI, deproteinovany, presrazeny a rozpustény v TE
pufru.

2. Ke vzorkiim bylo pfidano odpovidajici mnoZzstvi vazaciho pufru (sloZeni viz. kap. 4.3.2.6.)

3. Bylo pfidano odpovidajici mnozstvi proteinu HMGB1b7.

4. Vzorky byly inkubovany v ledu 1 hodinu.

Provedeni EMSA s DNA pUC19 (v agarézovém gelu)

1. Byl pfipraven 1% agar6zovy gel v 0,33x TBE pufru.

2. Po ochlazeni na cca 50°C se gel nalil do formy (11,5 x 19 cm) a nechal ztuhnout.

3. Ke vzorkiim DNA po reakci s proteinem se pridal nanaseci puftr s Oranz G.

4.  Gel byl vlozen do elektroforetické vany, prevrstven pufrem 0,33x TBE a po vyjmuti hiebinku
na n¢j byly naneseny vzorky.

5. Elektroforéza probihala pti 50-100 V po dobu 5 hodin pfi teplote 4°C.

6. Gel byl barven ponotenim do roztoku 0,5 pg/ml EtBr na 30 minut, pozadi bylo odbarveno

ponotenim do destilované vody na 1 hodinu.
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5. VYSLEDKY

4

5.1. Analyza plazmidové DNA a spektra proteint po piisobeni UV zareni

na bunky E. coli

5.1.1. Analyza plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli po in vitro a in situ ozareni UV

svétlem

Pro ozateni UV svétlem in vitro byla plazmidova DNA nejprve izolovana z 1 ml bakterialni
kultury E. coli WP2 (pUC19) fenol-chloroformovou extrakei (kap. 4.5.4.3.), nasledné byly
piipraveny vzorky této DNA UV ozafenim davkou 0,12; 0,36 a 0,60 kJ/m?* (obr. 13 linie 1-4)

a analyzovany agar6zovou elektroforézou. Vysledky byly porovnany s plazmidovou DNA
ptipravenou z bun¢k ozatfenych UV za podminek in situ (obr. 13 linie 5-8). V tomto piipadé byla
plazmidova DNA izolovana z jednoho ml UV svétlem ozafené bunééné kultury E. coli WP2
(pUC19). Davky UV byly stejné i za podminek in situ, a to 0,12; 0,36 a 0,60 kJ/m* Pfipravena
plazmidova DNA pUC19 po in situ ozafeni byla podrobena agarézové elektroforéze.

Vysledky analyzy ukazuji (obr. 13), ze pii pouziti uvedenych davek UV zafeni nebyla
pozorovana vyrazn¢j$i zména v topologii vinuti superhelikani plazmidové DNA pUC19 ozafené
in vitro a in situ. U plazmidové DNA izolované z neozafenych bunék a nasledné ozafené¢ UV
in vitro pozorujeme pievladajici superhelikalni (sc) formu, malé mnozstvi oteviené kruhové (oc)
a dimerni formy. Ptiblizn€ stejné zastoupeni jednotlivych forem bylo pozorovano u vzorka
plazmidové DNA izolované z in situ ozafenych bunék (obr. 13, linie 5-8), u kterych se navic
na elektroforeogramu objevil pomalu migrujici vyrazny prouzek pravdépodobné pfinalezici
fragmentim chromozomalni DNA a svéd¢ici o zachyceni moznych rannych fazi reparacnich
pochodu predstavovanych vzajemnou interakci specifickych proteini s ozafenou DNA které
nebyly odstranény v prib¢hu miniizolace plazmidové DNA metodou fenol-chloroformové

extrakce.
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Obr.13: Gelova elektroforéza plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) po in vitro
a in situ ozafeni UV svétlem davkou 0,12 kJ/m?, 0,36 kJ/m? a 0,60 kJ/m?. (1) Kontrolni sc DNA
pUC19 ; (2) DNA pUC19 po in vitro ozaieni UV svétlem v davee 0,12 kJ/m%; (3) 0,36 kJ/m? a (4)
0,60 kJ/m?; (5) kontrolni sc DNA pUC19; (6) DNA pUC19 z bun&k E. coli WP2 (pUC19) po in
situ ozafeni UV svétlem v davce 0,12 kJ/m?; (7) 0,36 kJ/m* a (8) 0,60 kJ/m?. Podminky
elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.1.

V nésledujicich experimentech byla ddvka UV zéfeni zvySena a plazmidova DNA pUC19
byla ozafovana in vitro zvysujicimi se davkami 0; 0,6; 1,2 ; 1,8 ;2,4 a 4,8 kJ/m*. V pripadé
ozatfovani in Situ byly buriky reparacné proficientniho kmene E. coli WP2 nesouciho plazmid
pUC19 kultivovany do exponencidlni faze a poté ozateny UV svétlem pouze jednou davkou
(2,4 kJ/m?). Takto ozatené buiiky byly pieneseny do &erstvého LB média a rekultivovany po dobu
0, 60, 90 a 120 minut. Plazmidova DNA byla izolovana z 1 ml husté bunécné suspenze pomoci
kitu od firmy QIAGEN (viz. kap. 4.5.4.1.). Vzorky DNA pUC19 ozafené UV in vitro byly
analyzovany gelovou elektroforézou (obr. 14 linie 1-6). Nebyly u nich pozorovany vyrazné zmény
v topologii vinuti superhelikalni formy. U vzorkit DNA pUC19 izolované z bun€k ozafenych UV
in situ bylo pozorovano vétsi zastoupeni dimerni formy (obr. 14 linie 7). Agarézova elektroforéza
preparatli plazmidové DNA pUCI19 z rekultivovanych buné¢k také neprokazala vyrazné
kvalitativni zmény (obr. 14, linie 8-10), také nebyla pozorovana oc forma, z preparatu ziejme
odstranénad metodou piipravy plazmidové DNA alkalickou lyzi (kap. 4.5.4.1.). V disledku
probihajicich repara¢nich pochodi i na irovni chromozomalni DNA pozorujeme
na elektroforeogramu (obr. 14 linie 8 — 10) slaby ,,zavoj* rizné dlouhych fragmentii postupujici

od startll smérem ke kladnému polu.

123 45 6 78 910
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Obr.14: Gelova elektroforéza plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) po in vitro
a in situ ozafeni UV svétlem. (1) kontrolni sc DNA pUC19; (2) DNA pUCI19 po in vitro ozafeni
UV svétlem o davee 0,6 kJ/m?; (3) 1,2 kI/m%; (4) 1,8 kI/m?; (5) 2,4 kJ/m? a (6) 4,8 kJ/m?. (7) sc
DNA pUC19 z bun&k E. coli WP2 (pUC19) po in situ ozateni UV svétlem o davce 2,4 kJ/m* a
nasledné rekultivaci v LB médiu po dobu 0 min; (8) 60 min; (9) 90 min. a (10) 120 min.
Podminky elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.1.

Pritomnost DNA aduktl na in vitro a in situ UV ozafené plazmidové DNA pUC19 ziskané
z kmene E. coli WP2 (pUC19) byla prokazana pomoci alkalické denaturaéni gelové elektroforézy
(kap. 4.5.9.2.) a pomoci elektroforetické metody umoznujici retarda¢ni analyzu komplexu

proteinu vazajiciho se na poskozenou DNA ve srovnani s DNA volnou (kap. 4.5.13.).

5.1.2. Detekce IECL na plazmidové DNA ozarené UV svétlem pomoci alkalické denaturacni

gelové elektroforézy

Plazmidova DNA pUC19 ozéaiena in vitro davkami 0; 0,6; 1,2 ; 1,8 ;2.4 a 4,8 kJ/m* a
plazmidova DNA z bun&k ozafenych in situ davkou 2,4 kJ/m? a rekultivovanych v Eerstvém LB
médiu po dobu 0, 60, 90 a 120 minut byla nejdiive linearizovana restrikénim enzymem EcoRI.
Inhibice restrikéniho $tépeni EcoRI v disledku vytvoreni IACL aduktii v misté St€peni nebyla
pozorovana. Po pfesrazeni a rozpusténi vzorkit DNA pUC19 v alkalickém pufru byly vzorky
naneseny na alkalicky denaturacni gel. Na alkalickém denatura¢nim gelu vykazuji molekuly DNA
pUC19 s IECL adukty snizenou elektroforetickou pohyblivost oproti jednotfetézcové
denaturované DNA.

IECL adukty po piisobeni UV zafeni in vitro byly prokazany jiz u davky UV zateni 0,6 kJ/m?
(obr.15A linie 2 -6). Se zvysujici se davkou UV zafeni se zvysuje i mnozstvi [ECL.

U plazmidové DNA z bun&k ozafenych in situ (obr.15 B) UV svétlem o davce 2.4 kJ/m*
nebyly IECL adukty detekovany, tudiz ani rekultivace a navozeni reparace buiikou hostiele kmene
WP2 nemohla prokézat odstranéni tohoto typu DNA 1ézi. Bylo uk4zéano, Ze v buiikach ozaienych
davkou 2,4 kJ/m* na urovni plazmidové DNA nevznikaji zadné detekovatelné mezitetézcové

ktizové vazby (obr. 15 B, linie 1) na rozdil od podminek in vitro (obr. 15 A, linie 5).
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Obr.15: Alkalicka denaturacni elektroforéza (A) linearizované DNA pUC19 po in vitro ozafeni
UV svétlem. (1) Kontrolni DNA pUC19 po stépeni enzymem EcoRI; (2) DNA pUC19 z bunék E.
coli WP2 (pUC19) po in vitro ozafeni UV svétlem davkou 0,6 kJ/m?*; (3) 1,2 kI/m?; (4) 1,8 kJ/m?;
(5) 2,4 kJ/m? a (6) 4,8 kJ/m*. (B) Alkalicka denaturaéni elektroforéza DNA pUC19 z bunék E.
coli WP2 (pUC19) ozafenych in situ UV svétlem (2,4 kJ/m?) a rekultivovanych v LB médiu (1) 0;
(2) 60; (3) 90 a (4) 120 minut. Podminky elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.2.

5.1.3. Detekce poskozeni na plazmidové DNA po ozaieni UV svétlem pomoci retardacni

analyzy metodou EMSA

Pro detekci poskozeni na plazmidové DNA zptsobené UV zarenim byl v tomto ptipadé
pouzit protein HMGB1b7, ktery je schopen se vazat na poskozenou DNA. Vazba proteinu
HMGBI1b7 k mistu poskozeni DNA je pozorovana zpomalenim vytvotreného komplexu v gelu,
oproti volné (neposkozené¢) DNA.

Pomoci metody EMSA (kap.4.5.13.) byla analyzovana plazmidova DNA pUC19 po ozéfeni
UV svétlem in vitro davkami 0; 0,6; 1,2; 1,8; 2,4 a 4,8 kJ/m* a plazmidovda DNA pUC19 z bungk
E. coli WP2 (pUC19) in situ ozaienych UV svétlem o davce 2,4 kJ/m? a rekultivovanych v LB
médiu po dobu 0, 60, 90 a 120 minut. Vzorky plazmidové DNA byly stejné jako pfi analyze IECL
aduktd (kap. 5.1.2). Interakce proteinu HMGB1b7 s plazmidovou DNA ozafenou UV svétlem
byla sledovéna jak na Grovni superhelikalni DNA, tak na linearizovanych vzorcich DNA.

Nejprve byla sledovana interakce proteinu HMGB1b7 se superhelikalni DNA plazmidu
pUCI19 v zavislosti na zvySujici se davce UV zateni pomoci modifikované metody agarozové
elektroforézy. Pfi interakci ozafené i neozéaiené sc formy plazmidové DNA, s proteinem
HMGBI1b7 je na elektroforetickém gelu viditelny posun prouzki vzorktt DNA s proteinem oproti
vzorkiim, které protein neobsahovaly (obr.16). Protein HMGB1b7 reaguje s distorzemi na DNA

v disledku jiz samotného superhelikalniho vinuti (obr. 16 linie 1,2), a tudiZ pozorovany piispévek
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davky UV zafeni je pomérné maly (obr. 16, 17). Piesto bylo u plazmidové DNA ozatfené in vitro
pozorovano, ze zpozdéni ptislusného prouzku na gelu po vazbé s proteinem se zvétsuje se
zvysujici se ddvkou UV zéfeni a tvorbou vice poskozeni na DNA (obr. 16 linie 4, 6, 8, 10). Pfi
davce UV zafeni 4,8 kJ/m? hodnota mirné klesa (obr.16 linie 12, obr. 17), pravdépodobné

v dusledku snizené dostupnosti vazebnych mist pro protein na superhelikalni DNA ozafené¢ UV
svétlem. Extrapolaci lze vyvodit, Ze mnozstvi DNA aduktl rozpoznavanych proteinem
HMGB1b7 je umérné rozdilu vzdalenosti mezi prouzky na elektroforetickém gelu u vzorka

inkubovanych bez proteinu a s proteinem (obr.17).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

scDNA >
HMGB1b7

zvySujici se davka UV zareni

Obr.16: Interakce proteinu HMGB1b7 s plazmidovou sc DNA pUC19 z bunék E. coli WP2
(pUC19) po in vitro ozaieni UV svétlem. (1) sc DNA pUC19 neozaiena (2) po inkubaci

s proteinem HMGB1b7. (3) Davka UV 0,6 kJ/m?, bez inkubace a (4) po inkubaci s HMGB1b7.
(5) Davka UV 1,2 kJ/m?, bez inkubace a (6) po inkubaci s HMGB1b7. (7) Davka UV 1,8 kJ/m?,
bez inkubace a (8) po inkubaci s HMGB1b7. (9) Davka UV 2,4 kJ/m?, bez inkubace a (10) po
inkubaci s HMGB1b7. (11) Davka UV 4,8 kJ/m?, bez inkubace a (12) po inkubaci s HMGB1b7.
Mnozstvi HMGB1b7 proteinu: 160 ng v objemu 20 pl reakéni smési. DNA v mnozstvi 200 ng.
Ostatni podminky reakce a elektroforézy viz. kap. 4.5.13.

4,5 4
4 7/’—’/—‘\‘
3,54

0 0,6 1,2 1,8 2,4 4,8
davka UV [kJ/m?]

A ... zména pohyblivosti DNA na gelu po vazbé na protein

Obr.17: Grafické vyjadieni zmény pohyblivosti komplexu proteinu HMGB1b7 se superhelikalni
DNA v zavislosti na davce UV zéreni. Udaje z agar6zové elektroforézy - obr. 16.

Analyza plazmidové DNA izolované z bunék WP2 po ozateni davkou 2,4 kJ/m” a nasledné
rekultivaci v LB médiu pomoci vazby HMGB1b7 proteinu byla provedena také pomoci retardace

prislusného komplexu na agar6zovém gelu. Do experimentu bylo vzato pouze 50 ng izolované

-50 -



plazmidové DNA pii zachovani stejného mnozstvi proteinu (160 ng), tudiz byl zvySen pomér
protein : DNA. To se projevilo zvySenou retardaci na gelu a dovolilo pfesnéji urcit i malé zmény
v elektroforetické pohyblivosti komplexu. Vysledek ozateni plazmidové DNA, pfipravené z
bunék E. coli WP2, UV svétlem in situ a jejich rekultivace v LB médiu je uveden na obr. 18. Lze
pozorovat, ze s prodluzujici se dobou kultivace, tudiz plisobenim repara¢nich procest v buitkach
ptislusného kmene WP2, se posun mezi prouzky na gelu zmensuje (obr.18 linie 4, 6, 8, a obr. 19).

Pocet DNA aduktt, na které se vaze protein HMGB1b7, se tedy snizuje.

1234 5678

< komplex DNA + protein

sc DNA -
HMGB1b7 - + - + - + - +

prodluzujici se doba reparace

Obr.18: Interakce proteinu HMGB1b7 s plazmidovou sc DNA pUC19 z bun¢k E. coli WP2
(pUC19) po in situ ozafeni bunék UV svétlem (davka 2,4 kJ/m?) a rekultivaci v LB médiu. (1)
DNA pUC19 z bun&k E. coli WP2 (pUC19) UV in situ ozafeni UV 2,4 kJ/m” a rekultivaci v LB
médiu po dobu 0 min bez HMGB1b7 a (2) s HMGB1b7; (3) reinkubace 60 min, bez HMGB1b7 a
(4) s HMGBID7. (5) rekultivace 90 min, bez HMGB1b7 a (6) s HMGB1b7. Rekultivace 120 min,
bez HMGBI1b7 a (8) s HMGB1b7. Mnozstvi HMGB1b7 proteinu: 160 ng v objemu 20 pl reakéni
smési, DNA v mnozstvi 50 ng. Ostatni podminky vazebné reakce a elektroforézy viz. kap. 4.5.13.
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12 —»—\\
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doba reparace [min]

A ... zména pohyblivosti DNA na gelu po vazb¢ na protein

Obr.19: Grafické vyjadieni zmény pohyblivosti komplexu proteinu HMGB1b7 se superhelikélni
DNA izolovanou z bun¢k kmene WP2 ozafenych UV 2,4 kJ/m*v zavislosti na dobé rekultivace
v LB médiu. Udaje z agar6zové elektroforézy - obr. 18.

Aby byl vyloucen vliv superhelikdlniho vinuti pti vazbé proteinu HMGB1b7 na DNA,
ozéafenou UV svétlem, byla nejprve piipravena UV svétlem ozarend linearni forma plazmidové

DNA pUCI19. Pti interakci linearizované plazmidové DNA pUC19 s proteinem HMGB1b7 lze na
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agarozovém gelu sledovat slaby posun prouzkt, ktery se zvysujici se davkou UV zéieni mirné
zvétsuje (obr. 20). Méné vyrazny posun linearizované DNA v zavislosti na davce UV zareni
pravdépodobné souvisi s velikosti molekuly DNA plazmidu pUC19 (2686 bp) a aplikaci metody
EMSA na tento typ relativné velkych molekul.

1 2 3 45 67

PR ==
'l!

lin. DNA N 1_ < komplex DNA+protein

+ HMGB1b7

zvySujici se davka UV zareni

Obr.20: Interakce proteinu HMGB1b7 s linearizovanou plazmidovou DNA pUC19 po in vitro
ozateni UV svétlem. (1) Kontrolni neozéiend sc DNA pUCI19 po $tépeni EcoRI. DNA pUC19

z bunék E. coli WP2 (pUC19) po in vitro ozafeni UV svétlem a inkubaci s proteinem HMGB1b7,
davka UV (2) 0 kJ/m?; (3) 0,6 kI/m%; (4) 1,2 kI/m?; (5) 1,8 kJ/m?; (6) 2,4 kJ/m? a (7) 4,8 kJ/m’.
Mnozstvi HMGB1b7 proteinu: 160 ng v objemu 20 pl reakéni smesi, DNA v mnozstvi 250 ng.
Ostatni podminky vazebné reakce a elektroforézy viz. kap. 4.5.13.

Sledovani procesu reparace v buitkach WP2 po ozareni UV na modelovém objektu
plazmidové DNA pUC19 kultivaci bun¢k po UV ozafeni bylo provedeno také na linearizované
formé DNA pUC19, a to sledovanim interakce s proteinem HMGB1b7 na gelové elektroforéze
(obr. 21). Na trovni linearizované DNA po inkubaci s proteinem HMGB1b7 nebyly pozorovany
vyrazné zmeény v pohyblivosti komplexu svédcici o probihajicich reparacnich procesech v UV
svétlem ozafenych bakteridlnich buiikach. Davka UV zafeni 2,4 kJ/m’ je pro reprodukovatelné
zachyceni zmén na Grovni plazmidové DNA ziejm¢ pomé&rné nizka a z tohoto experimentu nelze

jednoznacéné sledovat pribéh reparace na plazmidové DNA za podminek in vivo.

1 2 345
L8
| < komplex DNA+protein
lin DNA  — |
[ —

prodluzujici se doba reparace

Obr.21: Interakce proteinu HMGB1b7 s linearizovanou plazmidovou DNA pUC19 z bungk E.
coli WP2 (pUC19) po in situ ozateni UV svétlem (2,4 kJ/m?) a rekultivaci v LB médiu. (1)
Kontrolni neozarena sc DNA pUC19 po stépeni EcoRI. (2) Neozarena DNA pUC19 +HMGB1b7.
(3) HMGB1b7+ DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) po in situ ozateni UV (2,4 kI/m?) a
rekultivaci v LB médiu po dobu 0 min; (4) 60 min a (5) 120 min. Mnozstvi HMGB1b7 proteinu:
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160 ng v objemu 20 pl reakeni smesi, DNA: v mnozstvi 80 ng. Ostatni podminky vazebné reakce
a elektroforézy viz. kap. 4.5.13.

5.1.4. Analyza exprese proteinii v pribéhu reparace bunék po in situ ozareni UV svétlem

V nasledujicich experimentech byla sledovana moznost zachyceni exprese nekterych
reparacné dilezitych proteinti v buné¢nych lyzatech UV svétlem ozatenych bunék E. coli
v prub¢hu reparacnich procesti na DNA.

U bungk E. coli WP2 (pUC19) inkubovanych v LB médiu do exponencialni faze a poté bud'to
rekultivovanych v ¢erstvém LB médiu po dobu 0, 60, 120 a 180 minut nebo ozafenych UV
svétlem davkou 1,2 kJ/m* nebo 2,4 kJ/m? a rekultivovanych v Eerstvém LB médiu po dobu 0, 60,
120 a 180 minut byla po lyzi provedena analyza celkovych proteinii pomoci jednorozmérné
denatura¢ni SDS-PAGE (kap.4.5.12.). Spektrum proteinti u bunék ozarenych UV svétlem (obr.
23) je bohatsi nez u bunék neozaienych (obr. 22), ackoliv tato zména neni prili§ vyrazna.

Ve spektru proteinit bunék ozatfenych UV svétlem se objevuje velmi slaby prouzek v oblasti
ptiblizné 66 kDa (obr. 23 linie 4, 5, 8, 9) v Case rekultivace neyméné 120 minut, ktery se
neobjevuje u bunék neozatrenych (obr. 22, linie 5). Pravdépodobné se jedna o protein svou

velikosti odpovidajici proteinu UvrC (66 kDa).

1 2 3 4 5

205 kDa b <
116 kDa N—
97 kDa S—
84 kDa -
66 kDa —
55 kDa —
45 kDa - :
36 kDa —
29 kDa -
24 kDa pEe—
m—— -

Obr.22: Kontrolni SDS-PAGE lyzati z bun¢k E. coli WP2 (pUC19) kultivovanych v LB médiu
do exponencialni faze, poté rekultivovanych v ¢erstvém LB médiu po dobu 0, 60, 120 a 180
minut. (1) standard molekulovych hmotnosti; (2) vzorek z kmene E. coli WP2 (pUC19)
rekultivovany po dobu 0 min., (3) 60 min., (4) 120 min. a (5) 180 min. Podminky SDS-PAGE:
viz. kap. 4.5.12.
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Obr.23: SDS-PAGE lyzati z bun¢k E. coli WP2 (pUC19) po in situ ozateni UV svétlem davkou
1,2 kJ/m? a 2,4 kJ/m?, poté rekultivovanych v ¢erstvém LB médiu po dobu 0, 60, 120 a 180 minut.
(1) standard molekulovych hmotnosti; vzorky lyzati z kmene E. coli WP2 (pUC19) po in situ UV
1,2 kJ/m? a rekultivaci (2) 0; (3) 60; (4) 120 a (5) 180 minut a po in situ ozafeni UV 2,4 kJ/m? a
nasledné rekultivaci po dobu (6) 0; (7) 60, (8) 120 a (9) 180 minut. Podminky SDS-PAGE: viz.
kap. 4.5.12.

Predchazejici vysledkova Cast prokazala zejména metodické moznosti i jejich omezeni pii studiu pribéhu
reparacnich procesu v repara¢né proficientnich butikach kmene E. coli WP2 na urovni plazmidové DNA za
podminek in vivo. Ve vyse uvedenych experimentech UV zafeni slouzilo jako ptivodni a pfirozeny zdroj
poskozeni DNA a indukce reparacnich procest, zachranujicich jak poskozenou chromozomalni, tak i
plazmidovou DNA. Po ptedchazejici sérii experimentti a ziskani praktickych zkusenosti bylo pfistoupeno ke
studiu in vivo repara¢nich mechanizml plazmidové DNA po pusobeni cisplatiny s vyuzitim kmene WP2 a jeho
mutanty WP2uvrA.

5.2. Sledovani reparacnich procesii bunék E. coli po pisobeni cisplatiny

5.2.1. Mikroskopie bunék E. coli po in situ modifikaci cisplatinou

Buiky E. coli WP2 (pUC19) byly modifikovany 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18
hodin (kap. 4.5.6.). Po modifikaci byla cisplatina odmyta a bunky byly rekultivovany v Cerstvém
LB médiu po dobu 0; 30; 60; 90 a 120 minut. Poté byla provedena mikroskopie nativniho
nebarveného preparatu pii pouziti kontrastu dle Nomarského (kap. 4.5.3). Mikroskopie byla
provadéna i u bunek nemodifikovanych, inkubovanych 18 hodin ve sterilni destilované vodé
za Gcelem pozorovani morfologie bunék E. coli WP2 (pUC19) po dlouhodobé modifikaci 50 uM
vodnym roztokem cisplatiny a sledovani, zda dochazi k morfologickym zménam v prvnich dvou
hodinach kultivace po modifikaci, tedy v dob¢, kdy je aktivita reparacnich procesii vysoka a
soucasné nejméne 1% cisplatiny je inkorporovano v internim prostiedi burky.

Pohyb bun¢k byl zaznamenan u bunék nemodifikovanych i u bun¢k modifikovanych a

rekultivovanych, a to ve vSech Casovych intervalech. Mezi nemodifikovanymi buiikami a
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buitkami modifikovanymi, které nepodstoupily rekultivaci v LB médiu (0 minut), nebyl patrny
vétsi rozdil v morfologii (obr. 24 A,B). Ptiblizn€ po 90 minutach rekultivace modifikovanych
bun¢k v LB médiu lze pozorovat pouze morfologické zmény predstavujici ptipravu bun¢k na
déleni. Na zaklad¢ studia morfologie bunék reparacné proficientniho kmene WP2
modifikovanych cisplatinou byla naznacena optimalni doba pfiblizné do 2 hod. pro intenzivni

reparacni buné¢éné procesy.

A B C D E F

Obr.24: Morfologie bunék E. coli WP2 (pUC19) in situ modifikovanych cisplatinou v prabéhu
reparace in vivo. (A) Buniky nemodifikované. Buiiky modifikované in situ 50 uM roztokem
cisplatiny a rekultivované v LB médiu po dobu (B) 0; (C) 30; (D) 60; (E) 90 a (F) 120 minut.
Zvétseni 10x100.

5.2.2. Rust bunék E. coli po in situ modifikaci cisplatinou a nasledné rekultivaci v LB médiu

Bunky E. coli WP2 a E. coli WP2 (pUC19) z 250 ml exponencialni kultury byly 18 hodin
inkubovany v 10 uM nebo 50 uM roztoku cisplatiny. Po odstranéni roztoku cisplatiny a promyti
bunécného sedimentu byly rekultivovany v Cerstvém LB médiu po dobu 0, 30, 60, 90 a 120 minut.
Byl hodnocen pocet zivotaschopnych bunék (CFU/ml) kultivaci na agarovych plotnach
bezprostiedné po in situ modifikaci (0 a 30 min) a v ¢asovych intervalech 0, 30, 60, 90 a 120
minut rekultivace byly také odebirany vzorky pro méteni hustoty zakalu pii A = 600 nm. Z téchto
hodnot byly sestaveny ristové kiivky (obr. 25 B). Jako kontrola slouzi bunky E. coli WP2 a
E. coli WP2 (pUC19) z 250 ml exponencialni kultury inkubované 18 hodin ve vodném prostiedi
bez cisplatiny a rekultivované v LB médiu (obr. 25 A). Srovnavany byly také riistové kiivky E.
coli WP2 (pUC19) a WP2uvrA (pUC19) po in situ modifikaci 50 uM roztokem cisplatiny a
rekultivaci v LB médiu (obr. 25 C).

Pro ovéteni, zda nedochazi ke ztraté plazmidu v priitbéhu modifikace a reparace, byly buiiky
E. coli WP2 (pUC19) vysety jak na agarové plotny s ampicilinem (50 pg/ml), tak na plotny bez
ampicilinu. Pocty kolonii na agarovych plotnach byly témét shodné, ke ztraté plazmidu tedy

nedochazelo.
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Burnky inkubované ve vodé a in situ modifikované bunky byly Zivotaschopné a ptiblizné po
dvou hodinach rekultivace v LB médiu schopny riistu (obr. 25 A, B, C).

Byl hodnocen pocet Zivotaschopnych bunék bezprostiedné po in situ modifikaci cisplatinou
(10 a 50 pM) a po 30 minutach rekultivace v LB médiu (obr. 26). Buiiky po modifikaci 50 uM
roztokem cisplatiny vykazuji nizsi zivotaschopnost nez buiiky modifikované 10 uM roztokem

cisplatiny.
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Obr. 25: Rustové kiivky bunek E. coli WP2 a E. coli WP2 (pUC19) (A) po 18 h inkubaci ve vodé
a rekultivaci v LB médiu, (B) po modifikaci 10 uM a 50 uM roztokem cisplatiny a rekultivaci

v LB médiu, (C) E. coli WP2 (pUC19) po 18 h inkubaci ve vod¢, E. coli WP2 (pUC19) a E. coli
WP2uvrA (pUC19) po modifikaci 50 uM roztokem cisplatiny a rekultivaci v LB médiu.
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Obr. 26: Pocet zivotaschopnych bunék E. coli WP2 a WP2 (pUC19) po in situ modifikaci
(A) 10 uM a (B) 50 uM roztokem cisplatiny a rekultivaci v LB médiu.

5.2.3. Transformace kmeni E. coli WP2 a E. coli WP2uvrA plazmidovou DNA pUC19

modifikovanou cisplatinou

Jednou z experimentalnich moznosti pro sledovani reparace 1ézi na plazmidové DNA po
pusobeni cisplatiny je moznost transformace in vitro poskozené DNA do ptislusnych
bakterialnich bun¢k a sledovani G¢innosti transformace.

Kompetentni buiiky E. coli WP2 a E. coli WP2uvrA byly transformovany (kap. 4.5.1.)
plazmidovou DNA pUC19 in vitro globalné¢ modifikovanou 0,1 uM ciSDDP po dobu 16 hodin a
kontrolni nemodifikovanou DNA pUC19. Po transformaci byly buiiky kultivovany v LB médiu
po dobu 1; 6,5 a 20 hodin, vysety na LB agarové plotny s ampicilinem (50 pg/ml) a kultivovany
ptes noc pii 37°C. Poté byla stanovena ucinnost transformace bun¢k transformovanych
modifikovanou a nativni plazmidovou DNA.

U obou kmeni transformovanych nativni plazmidovou DNA pUC19 byla transformace
uspésna jiz po 1 hodiné kultivace v LB médiu. U bun¢k transformovanych DNA modifikovanou
se transformanti objevuji aZ po 6,5 hodinach kultivace. U¢innost transformace byla vyssi

u deficientniho kmene E. coli WP2uvrA (tab. 4).
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Tab. 4: Transformace kment E. coli WP2 a WP2uvrA plazmidovou DNA pUC19
nemodifikovanou a globaln¢ modifikovanou 0,1 pM roztokem cisplatiny.

U¢innost transformace [po¢. transformantii / png DNA]
Kmeny E. coli 1 hod *) 6,5 hod 20 hod
WP2/M ™ - 2:10° mnoho
WP2/N ™ 5,75-10° mnoho mnoho
WP2uvrA /M - 12,5-10° mnoho
WP2uvrA /N 138:10° mnoho mnoho

*) doba kultivace transformovanych bunék
**) buiky transformované modifikovanou DNA (0,1 pM cisDDP)
**%) bunky transformované nemodifikovanou DNA

5.2.4. Sledovani reparaé¢nich pochodi v buiikach E. coli po in situ modifikaci plazmidové

DNA cisplatinou

V piedchazejici praci (HyrSova, 2004) bylo ukazano, ze po in situ modifikaci a nasledné
rekultivaci v ¢erstvém LB médiu dochazi v bunkach, zejména reparacné proficientniho kmene
E. coli WP2, k bouflivé aktivité proteinti a konvenénimi metodami se z malého mnozstvi bunék
nepodafilo ziskat dostate¢né mnozstvi plazmidové DNA. Bylo vyzkouseno n€kolik postupt pro
miniizolaci plazmidové DNA, vétsinou byl ale vytézek plazmidové DNA z bungk po in situ
modifikaci velmi nizky. Na zaklad¢€ ziskanych experimentalnich zkuSenosti byl navrZzen postup,
ktery pracuje se srovnatelnym poctem bun€k v pribéhu reparacniho procesu a soucasné jim lze
ziskat dostatecné mnozstvi izolované plazmidové DNA vyuzitim specidlniho High speed kitu
(QIAGEN) na bazi chromatografickych kolon se zachovanim reprodukovatelnosti izola¢niho
postupu.

Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi plazmidové DNA z bun¢k E. coli WP2 (pUC19) a E. coli
WP2uvrA (pUC19) v pribéhu reparace a sledovani DNA repara¢nich procest in vivo byla
optimalizovana metoda rekultivace bunék po in situ modifikaci. Schéma této metody je
znazornéno na obr. 27.

Buiky po in situ modifikaci cisplatinou (kap. 4.5.6.) byly dikladné promyty, resuspendovany
ve 20 ml sterilni miliQ vody a rozd€leny na stejné objemové ekvivalenty o objemu 5 ml. Jeden
podil suspenze slouzil pro kontrolu izolace plazmidové DNA po in situ modifikaci a dalsi 5 ml
podily bunécné suspenze byly pouzity jako inokulum pro rekultivaci bun¢k v ¢ertsvém LB médiu
s ampicilinem (100 pg/ml) a kultivovovany pii 37°C za stalého tiepani (140 rpm) po dobu 2,4 a 6
hodin (resp. 30, 60, 90 a 120 minut). Buiiky byly poté centrifugovany, promyty a byla z nich
izolovana DNA pomoci vyse zminéného kitu od firmy QIAGEN.
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Obr. 27: Schéma in situ modifikace bunék cisplatinou a nasledné rekultivace v LB médiu pro
pripravu plazmidové DNA.

5.2.4.1. Stanoveni vytéZku plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli v pribéhu reparaénich

procest

Z bunék E. coli WP2 (pUC19) po in situ modifikaci 10 uM a 50 uM roztokem cisplatiny a
nasledné rekultivaci v LB médiu byla izolovana plazmidova DNA pUCI19 a byl stanoven jeji
vytézek.

Plazmidova DNA byla izolovana z 250 ml bakterialni kultury kmene E. coli WP2 (pUC19).
Bunky byly kultivovany do exponencialni faze, poté promyty ve vod¢ a inkubovéany v 10 a 50 uM
roztoku cisplatiny po dobu 18 hodin. Nasledné byla odmyta cisplatina a bunky byly rekultivovany
v ¢erstvém LB médiu po dobu 30, 60, 90 a 120 minut. Z bun¢k byla izolovana plazmidova DNA
pUC19 pomoci kitu od firmy QIAGEN a spektrofotometricky byl stanoven jeji vytézek (kap.
4.5.8.).

U obou koncentraci cisplatiny 1ze po 120 minutach rekultivace pozorovat zvySené mnozstvi
plazmidové DNA. Replikace plazmidové DNA zacina u bunék inkubovanych v obou
koncentracich cisplatiny po piiblizn€ stejné dobé. Mnozstvi izolované plazmidové DNA bylo

niz8i u bun¢k inkubovanych v 50 uM roztoku cisplatiny.
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Tab.5: Vytézek plazmidové DNA pUC19 izolované z bunék kmene E. coli WP2 (pUC19) po
modifikaci 10 uM a 50 uM roztokem cisplatiny (18 hodin) a nasledné rekultivaci v LB médiu po
dobu 30, 60, 90 a 120 minut. Izolace byla provadéna z 250 ml bakterialni kultury.

VYTEZEK PLAZMIDOVE DNA
koncentrace cisplatiny . .
kmen (M| doba rekultivace [min]
30 60 90 120
E. coli WP2 (pUC19) 10 35ug | 35ug | 50 ug 110 pg
50 23 pug | 28 ug | 35ug 70 ug

=
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o

=
o
o
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Obr. 28: Vytézek plazmidové DNA pUC19 izolované z bun¢k kmene E. coli WP2 (pUC19) po
modifikaci 10 uM a 50 uM roztokem cisplatiny (18 hodin) a nasledné rekultivaci v LB médiu po
dobu 30, 60, 90 a 120 minut. Izolace byla provadéna z 250 ml bakterialni kultury.

5.2.4.2. Analyza plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli po in situ modifikaci cisplatinou

a nasledné rekultivaci v LB médiu v pribéhu in vivo reparace

Bunky kment E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19) z 250 ml exponencialni
kultury byly modifikovany 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18 hodin a nasledné rekultivovany
v ¢erstvém LB médiu po dobu 0, 2, 4 a 6 hodin. Byla z nich izolovana plazmidova DNA pomoci
kitu od firmy QIAGEN.

Kvalitativni analyza plazmidové DNA pUC19 byla sledovana na 1% agar6zovém gelu. U
vsech vzorki izolované DNA pUC19 modifikované in situ je pfitomna sc a dimerni forma
plazmidu (obr. 29). U vzorkti modifikovanych 50 uM roztokem cisplatiny za podminek in Situ
bylo na gelu pozorovano odvijeni superhelikalni plazmidové DNA, které bylo rezistentni vaci
teplotni denaturaci (obr.29 linie 7, 8, 9, 10), je tedy zfejmé, ze se nejedna o fragmenty DNA
obsahujici oteviené konce, ale o topoizomery superhelikalni DNA. Byla provedena kontrolni
inkubace bun¢k E. coli WP2 (pUC19) ve vod¢ bez ptitomnosti cisplatiny, aby bylo ukazano, ze

k odvijeni superhelikalnich otacek plazmidové DNA pUC19 nedochazi intracelularnim
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pusobenim cisplatiny, ale diisledkem inkubace v hypotonickém prostfedi a dlouhodobého
hladovéni bunek. Topoizomery superhelikalni DNA pUC19 byly pozorovany i po inkubaci téchto
buné¢k ve vodném prostiedi bez pritomnosti cisplatiny (obr. 29 linie 2) a byly potvrzeny
dvourozmérnou elektroforézou v pritomnosti chloroquinu (kap. 4.5.5.). Z toho plyne, Ze distribuce
topoizomerd DNA pUC19 souvisi s inkubaci bun¢k E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA
(pUC19) ve vodném hypotonickém prostredi a neni vysledkem u¢inku samotné cisplatiny na
plazmidovou DNA.

Z obr. 29 je dale patrné, ze s prodluzujici se dobou rekultivace bun¢k v LB médiu
po modifikaci cisplatinou dochazi k opétovnému névratu plazmidové DNA ke kompaktni sc
formé, a to mnohem vyraznéji u proficientniho kmene WP2 (pUC19) (linie 3-6 a 11-14).
U reparac¢né deficientniho kmene WP2uvrA (pUC19) Ize odvijeni sc plazmidové DNA pozorovat
jeste po 6 hodinach rekultivace, zatimco u WP2 (pUC19) v tomto Case topoizomery jiZ nejsou
patrné. Je tim demonstrovéana odlisna dynamika bunécnych procesti kmene WP2 ve srovnani

s mutanim kmenem WP2uvrA.

1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 14

Obr. 29: Gelova elektroforéza plazmidové DNA pUCI19 z bun¢k E. coli WP2 (pUC19) bez
denaturace a po denaturaci DNA a z bunék E. coli WP2uvrA (pUC19) modifikovanych in situ
50 uM roztokem CiSDDP po dobu 18 hodin a nasledné rekultivovanych v LB médiu. (1) sc DNA
pUC19 z WP100 (pUC19); (2) pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) inkubovanych 18 hod.

v H,0; (3) DNA pUC19 z E. coli WP2 (pUC19) po modifikaci 50 uM cisDDP a rekultivaci Oh;
(4) 2h; (5) 4h a (6) 6h. (7) Denaturovana DNA pUC19 z E. coli WP2 (pUC19) po modifikaci

50 uM cisDDP a rekultivaci Oh; (8) 2h; (9) 4h a (10) 6h. (11) DNA pUC19 z E. coli WP2uvrA
(pUC19) po modifikaci 50 uM cisDDP a rekultivaci Oh; (12) 2h; (13) 4h a (14) 6h. Podminky
elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.1., pro vétsi rozliSeni dobarveno SYBR Green.

Na gelu s plazmidovou DNA pUC19 izolovanou z buné¢k E. coli WP2 (pUC19) po inkubaci
v 10 uM a 50 uM roztoku cisplatiny a rekultivovanych v LB médiu sledujeme vice ¢i méné

vyrazny prouzek tésné u startl (obr. 30). Prouzek je vyraznéjsi u plazmidové DNA z bun¢k
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inkubovanych v 10 uM roztoku cisplatiny a jeho intenzita vzrista s prodluzujici se dobou
rekultivace. Nevyskytuje se u DNA z bunék kmene WP2 (pUC19) bezprostiedné¢ po modifikaci a
u DNA z bun¢k deficientniho kmene WP2uvrA (pUC19) (obr. 29). Tento prouzek se vyskytuje

ziejme v souvislosti s aktivitou proteinu RecA, tj. nadsledkem homologni rekombinace.

HR?® —
dimer —
s¢c DNA —

*) HR = homologni rekombinace

Obr. 30: Gelova elektroforéza plazmidové DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19)
modifikovanych v 10 uM a 50 uM roztoku cisDDP po dobu 18 hodin a rekultivovanych v LB
médiu po dobu 30, 60, 90 a 120 minut. (1) Kontrolni DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19)
inkubovanych 18 hodin ve vod¢. (2) DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) modifikovanych
10 uM cisDDP a rekultivovanych v LB médiu po dobu 30; (3) 60; (4) 90 a (5) 120 minut. (6)
DNA pUC19 z bunék E. coli WP2 (pUC19) modifikovanych 50 uM cisDDP a rekultivovanych

v LB médiu po dobu 30; (7) 60; (8) 90 a (9) 120 minut. Podminky elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.1.

5.2.4.3. Detekce IECL aduktii pomoci alkalické denaturacni gelové elektroforézy

Za pomoci alkalické denaturacni elektroforézy byla zjistovana ptitomnost IECL aduktt
cisplatiny na plazmidové DNA izolované z bun€k E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA
(pUC19) modifikovanych za podminek in situ 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18 hodin (kap.
4.5.6.) a rekultivovanych v Cerstvém LB médiu po dobu 0, 2, 4 a 6 hodin.

Plazmidova DNA byla nejdfive linearizovana restrikénim enzymem EcoRI. Inhibice
restrikéniho §tépeni EcoRI v disledku in situ modifikace a vytvoreni IACL aduktti v misté Sté€peni
nebyla pozorovana. Po pfesraZeni a rozpusténi vzorkit DNA pUC19 v alkalickém pufru byly
vzorky naneseny na alkalicky denaturacni gel (obr. 31). Na alkalickém denatura¢nim gelu
vykazuji molekuly DNA pUC19 s IECL adukty snizenou elektroforetickou pohyblivost.

IECL adukty cisplatiny byly prokazany u obou kmenti (obr. 31), s prodluzujici se dobou
rekultivace v LB médiu se snizuje mnozstvi IECL aduktti na plazmidové DNA. Procentualni
zastoupeni IECL aduktti bylo stanoveno denzitometricky. U kmene WP2 (pUC19) dosahuje
procentudlni zastoupeni IECL aduktii bezprostiedné po modifikaci 32% (viz. tab.6, obr.32),

u kmene WP2uvrA (pUC19) je to 39%, tudiz ptiblizné stejné mnozstvi u obou kmend.
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U reparacné proficientniho kmene WP2 (pUC19) se s prodluzujici se dobou rekultivace vyrazné
snizuje mnozstvi [IECL aduktl nasledkem repara¢nich procest v burikach. Po 6 hodinach
rekultivace jiz nebyly detekovany zadné IECL adukty. Oproti tomu u deficientniho kmene
WP2uvrA byla po 6 hodinach rekultivace detekovana 32 % IECL adukti, coz je jen o 7% méné

nez bezprostfedné po inkubaci v roztoku cisplatiny.

IECL —

lin. DNA —

Obr. 31: Alkalickd denaturacni elektroforéza linearizované plazmidové DNA pUC19 z bun¢k

E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19) po in situ modifikaci 50 uM ciSDDP po dobu
18 hodin a rekultivaci v LB médiu. (1) DNA pUCI19 z E. coli WP2 (pUC19) po in situ modifikaci
50 uM cisDDP a rekultivaci po dobu Oh; (2) 2h; (3) 4h a (4) 6h. (5) DNA pUCI19 z E. coli
WP2uvrA (pUC19) po in situ modifikaci 50 uM cisDDP a rekultivaci po dobu Oh; (6) 2h a (7) 6h.
Podminky elektroforézy: viz. kap. 4.5.9.2.

Tab. 6: Mnozstvi IECL adukti ciSDDP na plazmidové DNA v hostitelskych kmenech E. coli
WP2 a E. coli WP2uvrA po in situ modifikaci cisplatinou a nasledné rekultivaci v LB médiu.

éas IECL DNA pUC19 IECL DNA pUC19
(hod) (WP2) (WP2uvrA)
0 32% 39%
2 25% 34%
4 13% 33% "
6 <1% 32%

" odeéteno z grafu

T ]

20 | —=— [ECL DNA pUC19
(WP2uvrA)

—e— IECL DNA pUC19 (WP2)

mnozstvi IECL [%]

0 2 4 6

doba rekultivace [hod]

Obr. 32: Mnozstvi IECL adukt ciSDDP na plazmidové DNA v hostitelskych kmenech E. coli
WP2 a E. coli WP2uvrA po in situ modifikaci cisplatinou a nasledné rekultivaci v LB médiu.
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5.2.4.4. Interakce plazmidové DNA pUC19 modifikované cisplatinou s proteinem
HMGB1b7

Pomoci gelové retardacni analyzy (metoda EMSA, kap. 4.5.13.) byla zkoumana linearni
forma plazmidové DNA pUC19 izolované z bun¢k E. coli WP2 (pUC19), které byly
modifikovany in situ (kap. 4.5.6.) 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18 hodin a rekultivovany
v ¢erstvém LB médiu po dobu 0, 2, 4 a 6 hodin. K linearizaci byl pouzit restrikéni enzym EcoRI.
Inhibice restrikéniho sté€peni EcoRI nebyla pozorovana. Vzorky linearizované DNA byly
rozpustény ve TE pufru, k nim bylo pfidano ptislusné mnozstvi vazaciho pufru a proteinu
HMGBI1b7. Takto ptipravené vzorky byly inkubovany v ledu po dobu 1 hodiny a naneseny na
agarozovy gel. Na agar6zovém gelu vykazuje komplex DNA pUC19 s proteinem HMGB1b7
snizenou elektroforetickou pohyblivost (obr. 33).

Protein HMGB1b7 rozeznava distorze ve dvousroubovici DNA a pfednostné se vaze na mista
poskozeni na DNA po platinaci. Mnozstvi poskozeni na DNA je reflektovano stupném vazby
proteinu na DNA a je umérné rozdilu vzdalenosti mezi prouzky na elektroforetickém gelu
u vzorku inkubovaného s proteinem HMGB1b7 (komplexu) a bez proteinu HMGB1b7 (volné
DNA).

Nejvetsi zpomaleni (retardaci) komplexu na gelu 1ze pozorovat bezprostfedné po modifikaci
(obr. 33 linie 3 a 4). Vzdalenost mezi prouzky vzorkii DNA inkubované bez proteinu HMGB1b7
a s proteinem se snizuje s prodluzujici se dobou rekultivace, tudiz ubyva strukturné zménénych
mist na DNA rozeznavanych proteinem HMGB1b7. ZmenSujici se rozdil v elektroforetické

pohyblivost, tj. v mnozstvi DNA aduktil, je zndzornéno na obr. 34.

komplex
lin. DNA

HMGBI1b7 o+ - o+ -+ -+ -+

| >
prodluzujici se doba reparace

Obr.33: Interakce proteinu HMGB1b7 s linearizovanou plazmidovou DNA pUC19 z bunék

E. coli WP2 (pUC19) po in situ modifikaci 50 uM ciSDDP po dobu 18 hodin a rekultivaci v LB
médiu po dobu 0, 2, 4 a 6 hodin; vzorky bez pridani a po ptidani proteinu HMGB1b7 (dale b7).
(1) Nemodifikovana DNA pUC19 z E. coli WP2 (pUC19) bez b7 a (2) s b7; (3) DNA pUC19 z E.
coli WP2 (pUC19) po rekultivaci 0 h bez b7 a (4) s b7. (5) DNA pUC19 z E. coli WP2 (pUC19)
po rekultivaci 2 h bez b7 a (6) s b7. (7) DNA pUC19 z E. coli WP2 (pUC19) po rekultivaci 4 h
bez b7 a (8) s b7. (9) DNA pUCI19 z E. coli WP2 (pUC19) po rekultivaci 6 h bez b7 a (10) s b7.
Mnozstvi proteinu HMGB1b7: 160 ng v objemu 20 pl reakéni smési, DNA v mnozstvi 100 ng, u
linie 3 a 4 80 ng. Ostatni podminky vazebné reakce a elektroforézy viz. kap. 4.5.13.
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A ... zména pohyblivosti DNA na gelu po vazbé na protein

Obr. 34: Zména elektroforetické pohyblivosti plazmidové DNA z bun€k v pribéhu reparace po
vazbé na protein (DNA pUC19 z bunek E. coli WP2 (pUC19) in situ modifikovanych cisDDP a
rekultivovanych v LB médiu). Udaje z agardzové elektroforézy: obr. 33.

5.2.4.5. Analyza exprese proteini v prubéhu reparace modifikovanych bunék E. coli

Buiky E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19) modifikované 50 uM roztokem
cisplatiny po dobu 18 hodin za podminek in situ byly rekultivovany v ¢erstvém LB médiu po
dobu 0, 60, 120, 180, 210, 240, 270, 300 a 360 minut. Z 900 pul bakterialni kultury z uvedenych
¢ast byl ptipraven lyzat proteinti a provedena SDS-PAGE (kap. 4.5.12.). U vzorkli pochazejicich
z bunék E. coli WP2 (pUC19) rekultivovanych v LB médiu (obr. 35A) se objevuje prouzek, ktery
chybi u vzorkd izolovanych z bunék E. coli WP2uvrA (pUC19) (obr. 35B). Jeho velikost byla
stanovena na cca 65 kDa. To pftiblizné¢ odpovida velikosti proteinu UvrC (Mr = 66 kDa).
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Obr. 35 A,B : SDS-PAGE lyzatt z buné€k kmend E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA
(pUC19), které byly in situ modifikovany 50 uM cisDDP po dobu 18 hodin a nasledné
rekultivovany v LB médiu po dobu 0, 60,120, 180, 210, 240, 270, 300 a 360 minut. (A) (1)
Standard molekulovych hmotnosti ; (2) vzorek z bun¢k kmene E. coli WP2 (pUC19)
modifikovanych cisDDP a rekultivovanych v LB médiu 0 ; (3) 60; (4) 120; (5) 180; (6) 210; (7)
240; (8) 270; (9) 300 a (10) 360 minut.

(B) (1) Standard molekulovych hmotnosti ; (2) vzorek z bun¢k kmene E. coli WP2uvrA (pUC19)
modifikovanych cisDDP a rekultivovanych v LB médiu 0 ; (3) 60; (4) 120; (5) 180; (6) 210; (7)
240; (8) 270; (9) 300 a (10) 360 minut.
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6. DISKUZE

Tato diplomova préce je zamétena na studium reparacnich procesti v bunikach izogennich
kment E. coli po pisobeni UV zéfeni a cisplatiny s vyuzitim modelového systému plazmidové
DNA pUC19, ktera byla do bun¢€k transformovana. Plazmid pUC19 byl zvolen diky podobnosti
jeho ¢isla vinuti (Lko = 258) a superhelikalni denzity (o = -0,055) s eukaryotickou chromozomalni
DNA in vivo (Serban a kol., 2002). Genotyp jednotlivych kment byl kontrolovan pomoci UV
testu (kap. 4.5.2.).

Experimenty, které se zabyvaly sledovanim reparace plazmidové DNA po pisobeni UV
zafeni, slouzily pfedevSim pro ovéfeni a optimalizaci metod vhodnych ke studiu reparacnich
procesu na trovni plazmidové DNA pUC19 po piisobeni cisplatiny za podminek in vivo.

Pro experimenty sledujici reparaci in vivo bylo nezbytné ziskat dostate¢né mnozstvi
plazmidové DNA z bunék in situ modifikovanych cisplatinou v pribéhu rekultivace v LB médiu.
Naroky na mnozstvi preparatu plazmidové DNA pUC19 souviselo s dal$imi analytickymi postupy
pro detekci poskozeni zpisobenych cisplatinou za podminek in situ a nasledné monitorovani
reparacnich procesii probihajicich v buiice na trovni plazmidové DNA.

Uvodni experimenty, vyuzivajici UV zéfeni jako zdroj poskozeni DNA, v sob& spojovaly
nékolik vyhod. Jednak vyuziti UV zafeni jako pfirozeny zdroj poSkozeni DNA a induktor exprese
UvrABC endonukleazy v buiikach E. coli (Grossman a kol., 1998), jednak vyuziti pti ovéfeni
narokii na mnozstvi plazmidové DNA pro dalsi analyzy (kap. 4.5.9.2., 4.5.13.). Tteti vyhoda
spocivala v moznosti pokracovat v experimentech pifimo po ozareni plazmidové DNA UV
svétlem za podminek in vitro bez dalSich purifika¢nich kroki odstranujicich nezreagované
chemické agens. Izolace plazmidové DNA z malého mnozstvi bun€¢k ozafenych UV svétlem byla
provadéna nekolika zpisoby s cilem zachytit v pribéhu reparace piechod superhelikalni DNA do
formy oteviené kruhové po pusobeni UvrABC endonukledzy za podminek in vivo.

Ukazalo se, ze fenol-chloroformova extrakce plazmidové DNA (kap. 4.5.4.3.) a stejn¢ tak i
priprava za nedenatura¢nich podminek (kap. 4.5.4.4.) jsou metody ne pftilis vhodné pro ucely
tohoto vyzkumu, nebot’ mnozstvi plazmidové DNA piipravené z 1 ml bunék neni dostatecné pro
dalsi analyzy. Pfevedeni téchto izolacnich postupti do vétSich objemt by také bylo pomérné
problematické a obtizné reprodukovatelné. V dalSich experimentech bylo pouZzito pro ziskani a
purifikaci plazmidové DNA komercnich kit od firmy QIAGEN (kap. 4.5.4.1. 2a4.5.4.2.)
(www.qiagen.com), které¢ umoziuji rychlou a reprodukovatelnou ptipravu preparati plazmidové
DNA piedevsim z nativnich bun€k. Pro nase ucely, tedy pro ucely prace s buitkami po ozaireni UV
svétlem nebo modifikaci cisplatinou, nesou tyto kity také urcité nevyhody. Ty spocivaji

pfedevsim v tom, ze pro ziskani plazmidové DNA z bunéénych lyzati vyuzivaji metodu
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zalozenou na principu alkalické lyze (Maniatis, 1982), pfi které je z preparatu odstranéna nejen
chromozomalni DNA, ale také plazmidova DNA obsahujici preruSeni fosfodiesterové vazby
jakozto dusledek aktivity reparacnich procesti a odstrani také intracelularni komplexy protein-
DNA vzniklé diky pisobeni cisplatiny (obr. 5). Vytéznost plazmidové DNA po in situ modifikaci
cisplatinou je proto ve srovnani s pfipravou plazmidové DNA z bun€k normalnich pti zachovani
stejnych objemul bunécné suspenze podstatné nizsi (obr. 28, tab. 5), a to jednak diky ztratdm
plazmidové DNA v dusledku in vivo §tépeni komplexem UvrABC endonukleazy v buikach
reparacné proficientniho kmene WP2, jednak diky tvorb& komplexu protein—-DNA indukované
cisplatinou ( Brabec, 2002). Pii inkubaci bungk s cisplatinou se toto ¢inidlo vaze jak na DNA, tak
1 na proteiny, tudiz pfi inkubaci v roztoku o vyssi koncentraci cisplatiny dochazi také ke vzniku
vétSiho mnozstvi komplext DNA-protein. Ty jsou v purifikaénich krocich pfi izolaci plazmidoveé
DNA odstranény. Pro maximalni eliminaci ztrat pii zachovani reprodukovatelnosti bylo navrzeno
schéma postupu izolace plazmidové DNA, ktera byla poté vyuzita v experimentech sledujicich in
Vivo reparaci v burice hostitele (kap. 5.2.4.). Uvedeny postup, ktery pouziva stejné objemy bunék
in situ modifikovanych cisplatinou jako inokulum pro rekultivaci, byl pouzit k ziskani preparati
plazmidové DNA pUC19 pro nésledujici analyzy.

Pro detekci mezifetézcovych kiizovych vazeb (IECL) indukovanych ptisobenim UV zateni
nebo cisplatiny na plazmidovou DNA pUC19 byla pouzita alkalicka denatura¢ni elektroforéza
(kap. 4.5.9.2.). U plazmidové DNA in vitro ozafené UV svétlem (Nejedly a kol., 2001) byly IECL
adukty pozorovany jiz pti davee 0,6 kIm™ (obr. 15 A), kdezto ve vzorcich plazmidové DNA
z buné&k in situ ozafenych davkou 2,4 kJIm™ IECL detekovany nebyly (obr. 15 B, linie 1).

Ve srovnani s mnozstvim IECL v plazmidové DNA pUC19 ozafené UV svétlem in vitro stejnou
davkou (obr. 15 A, linie 5) byl prokazan vyrazny protek¢ni vliv prostiedi bunky pied vnéjsimi
stresovymi faktory prostiedi. Pokud IECL po ozéfeni 2,4 k/m™ na plazmidové DNA pUC19

za podminek in situ vznikaji, pak v mnozstvi, které je pod hranici detekovatelnosti této metody.
IECL na plazmidové DNA pUCI19 tudiz nebylo mozné detekovat ani v preparatech ziskanych
rekultivaci ozarenych bun¢k hostitele WP2 (obr. 15B, linie 2-4).

Dalsi metodou pouZivanou pro detekci posSkozeni na DNA po zasahu vnéjSich Cinitelt (UV
zafeni, cisplatina) je elektroforetickd metoda EMSA (kap. 4.5.13), tj. metoda retardacni analyzy,
ktera vyuziva specifické vazby proteinii na DNA (Laniel a kol., 2000). V této praci byl
pti aplikaci metody EMSA pouzit rekombinantni protein HMGB1b7 pfipraveny v laboratoii
molekularni biofyziky a farmakologie na BFU AV CR, u kterého bylo jiz dfive za podminek
in vitro experimentt prokazano, Ze rozpoznava cisplatinové adukty na DNA a vaze se na mista
poskozeni (Kasparkova a kol., 2003). Z vyse uvedenych diivodi nés zajimalo, zda bude protein

HMGB1b7 rozpoznévat také plazmidovou DNA ozéaienou UV svétlem a zda miize byt pouzit jako
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citlivy nastroj detekce poskozeni DNA. Bylo potvrzeno, ze protein HMGB1b7 za podminek
usporadani metody EMSA citlivé rozpoznava baze nesparované v dusledku superhelikalniho
vinuti plazmidové DNA a dokaze reagovat i s dlouhou (2686 bp) linearni plazmidovou DNA,
zcela v souhlase s jiz diive publikovanymi vysledky (Stros a Muselikova, 2000). Protein
HMGBI1b7 se véze jak na sc formu plazmidové DNA, tak na formu linearizovanou (obr. 16, linie
2; obr. 20, linie 2). Pfesto nas zajimalo, zda bude tento protein preferovat poskozeni na DNA

po ozareni UV svétlem. Ukazalo se, Ze se zvySujici se davkou UV zareni, které pisobi

na plazmidovou DNA pUC19 za podminek in vitro, se zvySuje retardace komplexu protein-
scDNA, a to az do davky 2,4 kJm™ (obr. 16, linie2, 4, 6, 8, 10). P¥i davce UV zafeni 4,8 kJm™
retardace komplexu nebyla jiz tak vyznamna (obr. 16, linie 12). Metoda retarda¢ni analyzy je
ovlivnitelnd mnoha faktory (Laniel a kol., 2000) a zejména uspotadani agar6zové elektroforézy

s mén¢ citlivym barvenim EtBr oproti radioaktivné znacené DNA se Casto ukdzalo byt limitujicim
faktorem. Pfesto i za téchto experimentalnich podminek protein HMGB1b7 citlive reagoval

s DNA ozafenou UV svétlem. Z vysledkil téchto experimentli v§ak nelze usuzovat se kterymi typy
DNA aduktd vzniklych po UV zareni (kap. 2.2.1.) reagoval.

Ve vysledcich dalSiho experimentu (obr. 18 a 19) byla pomoci vazby proteinu HMGB1b7
na plazmidovou DNA pUCI19 piipravenou z ozafenych bun¢k rekultivovanych v LB médiu
poprvé detekovana reparace po UV zafeni za podminek in vivo, a to tim, ze s prodluzujici se
dobou rekultivace se snizovala vazba tohoto proteinu na plazmidovou DNA (obr. 19). Dle
vysledkt téchto experimentli Ize soudit, ze pii vyuziti proteinu HMGB1b7 nebo nékterych dalsich
proteint (napf. proteinu XPA ucastniciho se NER u eukaryot) a ptipadné pii vyuziti znacené
DNA, by bylo mozné elegantné monitorovat ubytek poskozeni na DNA v pribéhu reparacnich
pochodt probihajicich v bunkach.

Aby byl eliminovan vliv superhelikalniho vinuti pfi interakci proteinu s DNA, vzorky
plazmidové DNA byly linearizovany pomoci enzymu EcoRI. U plazmidové DNA in vitro
ozafené davkami 0; 0,6; 1,2 ; 1,8 ; 2,4 a 4,8 kIm™ se pii zvySovani davky UV zafeni mnoZstvi
DNA aduktii zvy3uje (obr. 20). Pfi ozafeni 4,8 kJm™ je davka UV zafeni jiZ tak vysoka,
ze mnozstvi DNA adukta inhibuje aktivitu proteinu HMGB1b7 (obr. 20, linie 7) stejn¢ jako
ve vzorcich se superhelikdlni DNA (obr. 16, linie 12). U plazmidové DNA z bun¢k ozarenych
in situ davkou 2,4 kJm™ a rekultivovanych v &erstvém kultivaénim médiu se snizuje retardace
komplexu protein-DNA, tudiz se da usuzovat, Ze se mnozstvi DNA aduktl snizuje s prodluzujici
se dobou rekultivace (obr. 18). To by mohlo byt odrazem probihajicich reparacnich procest
v burice. O aktivité a expresi reparacnich proteinti by mohla svédcit i analyza spekter proteinti
z lyzath bun€k ozafenych UV svétlem (obr. 22 a 23) metodou SDS-PAGE. Porovnanim vysledkii

elektroforeogramil Ize pozorovat, Ze spektra proteinti bunék ozarenych 1,2 kim? a 2,4 kJm™ jsou
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bohatsi a vyraznéjsi nez spektra proteint z bunék neozatenych. Ve spektru proteinti bunék
ozatenych UV svétlem, zejména davkou 2,4 kJm™, se objevuje slaby prouzek proteinu v oblasti
mol. hmotnosti pfiblizné 66 kDa. Mohlo by se jednat o protein UvrC, jehoz velikost je pravé

66 kDa. Zmény ve spektru proteinti neozarenych a ozarenych bunék nejsou tak vyrazné patrné
diky pomérné nizkym davkam UV zéfeni, které byly v experimentu pouzity, a které
pravdépodobné nejsou dostateCnymi induktory exprese reparacnich proteind u reparacné
proficientniho kmene E. coli WP2 (pUC19) v souhlase s tim, Ze na plazmidové DNA pUC19

po in situ davce 2,4 kJm™ nebyly detekovany zadné IECL (obr. 15 B ). Pouziti vyssich davek UV
zafeni na bunky by vSak mé¢lo zna¢né€ negativni vliv na jejich zivotaschopnost.

Zamefeni této Casti prace prokazalo moznost studia reparace plazmidové DNA pUC19
za podminek in vivo a moznost vyuziti metody retardacni analyzy ve spojeni s proteinem
HMGB1b7 pro detekci zmén na DNA vzniklych v disledku zasahu vnéjSich Cinitelti (UV zateni).

V procesu in Vivo reparace po in situ modifikaci cisplatinou a nasledné rekultivaci byla
sledovana morfologie bun¢k E. coli WP2 (pUC19). Buiiky byly modifikovany 50 uM roztokem
cisplatiny a mikroskopicky byl sledovan jejich riist v prab&hu prvnich dvou hodin rekultivace
v Cerstvém LB médiu, tedy v dobé&, kdy v buiikdch intenzivné probihaji reparacni procesy. Bylo
zjisténo, ze bunky po modifikaci cisplatinou jsou pohyblivé, Zivotaschopné a do dvou hodin jsou
schopny vyrovnat se se stresem zptisobenym modifikaci cisplatinou a inkubaci v hypotonickém
cisplatiny tvofi filamenta (Roat-Malone, 2002). Bylo také prokazano (HyrSova, 2004),
ze prodlouzeny rust vykazuji i buniky E. coli WP2 a E. coli WP100 (uvrA’, recA’), a ze vliv
na prodlouzeni bunék ma i transformace plazmidem pUC19.

Byly téz sledovany rustové kiivky kmeni E. coli WP2 a E. coli WP2 (pUC19) po in situ
modifikaci dvéma riznymi koncentracemi cisplatiny (10 uM a 50 uM). Srovnavany byly rovnéz
kmeny WP2 (pUC19) a WP2uvrA (pUC19) po in situ modifikaci 50 uM roztokem cisplatiny.

In situ modifikované buriky byly ve vSech piipadech Zivotaschopné a ptiblizn¢ po dvou hodinach
inkubace v ¢erstvém LB médiu schopny rustu (obr. 25 A, B, C). Modifikace in situ v 50 uM
roztoku cisplatiny ptisobi na bunky v pritb¢hu rekultivace vice inhibi¢né a naopak nizsi, 10 pM
koncentrace cisplatiny, nevykazovala na bunky vyrazngjsi inhibi¢ni ucinek. Buinky kmentt WP2

v
1

a WP2uvrA s transformovanym plazmidem pUC19 se jevily ,,aktivnéj$i* a sndze se vyrovnavaly
se stresovymi podminkami in situ modifikace cisplatinou ve srovnani s kmeny bez plazmidu
(obr. 25). Otazkou ziistava, jak se transformace plazmidu pUC19 celkové projevi na funkci bunék
v kmenech recA". V této a v praci HyrSova 2004 bylo pozorovéano, ze kmen WP2uvrA (pUC19)

ma vyssi transformacni aktivitu a po modifikaci 50 uM roztokem cisplatiny je jeho riist
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srovnatelny s kmenem WP2 (pUC19). Mutace v genu UVrA se tudiz neprojevila na celkové
viabilité tohoto kmene, geneticky odvozeného od kmene WP2 wt.

Sledovani zZivotaschopnosti bun¢k kmentt WP2 a WP2uvrA po in situ modifikaci 10 a 50 uM
roztokem cisplatiny (¢as 0 min) a po 30 minutach rekultivace v LB médiu pozorovanim tvorby
kolonii na agarovych plotnach prokézalo, Ze buniky po modifikaci 50 uM roztokem cisplatiny
koncentraci. To odpovida vétsi mife poskozeni, kterou buiice zplisobi vyssi koncentrace tohoto
¢inidla. Zajimavé bylo zjisténi, ze buiiky transformované plazmidem pUC19 pfti obou pouzitych
koncentracich cisplatiny in situ vykazovaly po 30 minutach rekultivace podstatné vyssi viabilitu
nez buiiky bez plazmidu. Z ptedloZzenych vysledkl vyplyva, ze je nutné vénovat pozornost
zménam ve funkci bunék po transformaci plazmidy. Zda se, ze uz samotna pritomnost plazmidové
DNA v buiice mtize vyrazné ovlivnit nékteré fyziologické funkce hostitelské burky.

Jako jeden z pfistupti k monitorovani reparace DNA v burikach se nabizela moznost sledovani
zmén na plazmidové DNA globaln€¢ modifikované cisplatinou a transformované do bunék WP2
wt a reparacné deficientnich bunék WP2uvrA. Zvoleni tohoto pfistupu vychazelo z pifedpokladu,
7e kmen deficientni v genu kodujicim reparacni protein UvrA se bude hlife vyrovnavat
s transformaci plazmidovou DNA poskozenou cisplatinou, ktera zde nebude reparovana, a bude
mozné sledovat rozdily mezi reparacnimi procesy u UVrA proficientniho a deficientniho kmene.
Niz§i ucinnost transformace plazmidové DNA u kment deficientnich v nékterych genech pro
reparacni proteiny prokazali napt. Popoff a kol. (1986). V nasem piipad¢ byla plazmidova DNA
globalné modifikovana 0,1 uM roztokem cisplatiny a transformovana do hostitelskych kment
E. coli WP2 a E. coli WP2uvrA. Piekvapiveé byla G¢innost transformace vyssi u uvrA
deficientniho kmene (tab. 4), coz by mohlo svédcit o aktivité nahradnich reparacnich drah
v piipadé¢ deficience exprese zdkladniho repara¢niho proteinu UvrA. Vysledek muze byt
ale ¢astecné zkreslen tim, Ze pti globalni modifikaci DNA mohou zistat nékteré molekuly DNA
plazmidu nemodifikovany.

Po naSich zkuSenostech a prvnich experimentech bylo navrzeno jako metodicky piesnéjsi
sledovani reparace transformaci pouze na takové plazmidové DNA, ktera by nesla jeden
definovany adukt cisplatiny na specifické sekvenci, jez by byla vklonovana do plazmidu pUCI19.
Tento postup by zarucil, Ze by vSechny plazmidové molekuly byly modifikované a Gi¢inek
transformace 1épe interpretovatelny; rist kolonii po transformaci souc¢asné s expresi proteinu
modifikovaného genu by pak jednoznacné svédcili o opravé DNA aduktu buiikou hostitele.

V disledku obtiznosti interpretace vysledki transformace plazmidovou DNA globalné
modifikovanou cisplatinou, ve smyslu sledovani reparac¢nich pochodu v buiice, bylo od dalSich

experimentd zatim upusténo. Zatim zlstava nezodpoveézena otazka ptic¢in zvySené ucinnosti
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transformace u mutantniho kmene WP2uvrA ve srovnani s WP2 vzhledem k tomu, ze se jedna
o izogenni kmeny.

Pro sledovani repara¢nich procest v bunikach E. coli byla optimalizovana metoda in situ
modifikace bunék cisplatinou a jejich nasledna rekultivace v ¢erstvém médiu (kap. 5.2.4.).

V priibéhu rekultivace byly odebirany vzorky bunék pro sledovani zmén, které pii reparaci
nastaly, jednak na urovni plazmidové DNA, jednak ve spektru proteinti. Diky této metod¢ 1ze
ziskat dostate¢né mnozstvi plazmidové DNA pro nasledné analyzy.

Hodnota vytézku plazmidové DNA po in situ modifikaci a v pribéhu reparace bunkou
hostitele prokazala, ze jiz po 120 minutach rekultivace se zvySuje mnozstvi plazmidové DNA
(obr. 28), ¢ili i za podminek in vivo je vétSina poSkozeni DNA odstranéna a nastava nejen
replikace plazmidové DNA, ale tak¢é DNA chromozomalni, kterd za¢ind u bun¢k modifikovanych
v obou koncentracich cisplatiny po pfiblizné stejné dob€. Mnozstvi izolované plazmidové DNA
bylo niz8i u bun¢k modifikovanych v 50 uM roztoku cisplatiny, k ¢emuz by mohlo dochazet
v disledku vétsiho mnozstvi biomakromolekul intracelularné atakovanych cisplatinou. Dochazi
zde ke vzniku zejména riznych vazeb protein-DNA, a tedy vétSich ztrat v pribehu izolace.
Cisplatina se v buiice vaze jak na DNA, tak na proteiny, tudiz pfi inkubaci v jejim roztoku o vyssi
koncentraci dochazi také ke vzniku vétsiho mnozstvi DNA-protein aduktt (obr. 5), které jsou
pfi izolaci odstranény. Pro nase ucely by byla pravdépodobné nejvhodnéjsi klasicka piiprava
plazmidové DNA v izopyknickém gradientu CsCl v pfitomnosti interkalacni latky etidium
bromidu (Maniatis, 1982). Tim by bylo mozno ziskat z gradientu i ty molekuly, napf. protein-
DNA nebo molekuly s jednim ptferusenim fetézce apod., které¢ jsou nasledkem alkalické lyze
z preparatu odstranény.

U plazmidové DNA pUC19 izolované z bunék E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA
(pUC19), které byly in situ modifikovany 50 uM roztokem cisplatiny po dobu 18 hodin, bylo
pozorovano rozvijeni superhelikalni DNA a pfitomnost topoizomert (obr. 29, linie 3-6, 11-14).
Kontrolni experimenty prokazaly, ze existence topoizomeru v preparatech plazmidové DNA neni
zpusobena intracelularni pfitomnosti cisplatiny, ale ze se jedna o diisledek inkubace bunék
v hypotonickém prostiedi v prib&hu modifikace (obr. 29, linie 2). Topoizomery ziistaly stabilni 1
po tepelné denaturaci (obr.29, linie 7-10), nejedna se tedy o fragmenty DNA obsahujici oteviené
konce, ale o odvinutou superhelikalni DNA. Je v§eobecné znadmo, Ze odvijeni superhelikalni
plazmidové DNA in vitro je ovlivnéno teplotou, iontovou silou a negativnim vinutim DNA
(Sinden R.R, 1994) a rovnéz bylo prokazano, ze dochézi k odvijeni superhelikalnich otacek
plazmidové DNA po modifikaci cisplatinou za podminek in vitro (Beck a kol., 1985; Popoff
a kol., 1987; Vrana a kol., 1996). V této praci je ukazano, Ze k odvijeni plazmidové DNA

nedochazi primarné v disledku intracelularni modifikace cisplatinou. Ta muze pouze pfispivat
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k odvijeni, ke kterému dochazi v disledku hladovéni bunky, tudiz v disledku deficitu ATP, ktery
je nutny pro aktivni ¢innost pfisluSnych topoizomeraz. Stupent odvijeni plazmidové DNA

za podminek in vitro siln¢ zavisi na stupni modifikace (Vrana a kol., 1996). V této praci je
prokéazano odvijeni superhelikalnich otacek plazmidové DNA za podminek in situ predevsim

v diisledku stresovych podminek. Rekultivaci bun¢k, i nemodifikovanych, v ¢erstvém LB médiu
dochazi k opétovnému zavinuti plazmidové DNA do sc formy. Tim bylo ukazano, ze odvijeni

a zavinuti plazmidové DNA souvisi pfedevSim s hladovénim bun€k béhem nékolikahodinové
inkubace v hypotonickém prostiedi. Na druhou stranu se ale zavinuti plazmidové DNA u bun€k
in situ modifikovanych cisplatinou v priub&hu rekultivace projevilo mnohem vyraznéji u kmene
WP2 (pUC19) nez u deficientniho kmene WP2uvrA (pUC19), kde 1ze topoizomery plazmidové
DNA pozorovat jesté po 6 hodinach rekultivace (obr. 29, liniel4). U WP2 (pUC19) v tomto Case
topoizomery jiz patrné nejsou. (obr. 29, linie 6). Odlisna kinetika zavijeni sc DNA muze
pravdépodobné uzce souviset s rychlosti reparace 1ézi DNA u kmene WP2 wt. Na rozdil

od mutantniho kmene WP2 uvrA ziejmé adukty cisplatiny perzistujici na odvinuté plazmidové
DNA brani ¢innosti topoizomeraz pii zavinuti DNA. Dynamika zmén v topologii superhelikalni
plazmidové DNA v bunikach po pisobeni riznych stresovych faktort neni jesté dostatecné
prostudovana a toto je jedno z prvnich pozorovani.

Pfi analyze vzorkt plazmidové DNA izolované z bunék E. coli WP2 (pUC19) po modifikaci
10 uM a 50 pM roztokem cisplatiny za podminek in Situ pozorujeme na gelu pomérné vyrazny
prouzek DNA tésné u startti (obr. 30). Prouzek je vyraznéjsi u plazmidové DNA z bunék
inkubovanych v 10 uM roztoku cisplatiny a jeho intenzita vzrista s prodluzujici se dobou
rekultivace. Nevyskytuje se u DNA z bun¢k kmene WP2(pUC19) bezprostiedné po modifikaci
a u DNA z bun¢k deficientniho kmene WP2uvrA (pUC19) (obr. 29). Tento prouzek mize
predstavovat dusledek reparacnich pochoda v buiice v prubéhu rekultivace a mtze ziejmé
souviset s aktivitou proteinu RecA, tj. s probihajici homologni rekombinaci, i€astnici se zejména
reparace mezifetézcovych kiizovych vazeb na DNA (Delmas a Matic, 2005) zptisobenych
v naSem piipad¢ cisplatinou.

IECL adukty cisplatiny na plazmidové DNA, ktera byla izolovana z bun¢k E. coli WP2
(pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19), byly prokazany u obou kmenti (obr. 31). S prodluzujici se
dobou reparace se snizuje mnozstvi [IECL aduktt na plazmidové DNA. U kmene WP2 (pUC19)
dosahuje procentualni zastoupeni IECL aduktli bezprostfedné po modifikaci 32% (viz. tab.6),

u kmene WP2uvrA (pUC19) je to 39%, tudiz ptiblizné stejné mnozstvi u obou kment. U WP2
(pUC19) se ovsem s prodluzujici se dobou kultivace vyrazné snizuje mnozstvi IECL aduktd
nasledkem reparacnich procesii v bunikach. Po 6 hodinach rekultivace jiz nebyly detekovany

zadné IECL adukty. Oproti tomu u deficientniho kmene WP2uvrA byly po 6 hodinach rekultivace
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detekovany 32 % IECL aduktt, coz je jen o 7% méné neZ bezprostiedné po inkubaci v roztoku
cisplatiny. Dokazuje to pomérné znac¢ny rozdil v dynamice odstranéni IECL adukti cisplatiny
na plazmidové DNA u uvrA proficientniho a deficientniho kmene (obr. 32).

Pro srovnani a kontrolu byly DNA adukty vzniklé po ptuisobeni cisplatiny u E. coli WP2
(pUC19) detekovany také pomoci metody EMSA. Z vysledku experimentu (obr. 34) je ziejmé,
ze nejvetsi mnozstvi adukti na plazmidové DNA pUC19 pozorujeme bezprostfedné
po modifikaci a jejich mnoZstvi se v pritb&hu reparace snizuje.

U vzorkd bunék E. coli WP2 (pUC19) a E. coli WP2uvrA (pUC19) bylo sledovano spektrum
protein béhem rekultivace, tedy v dob¢ intenzivné probihajicich repara¢nich pochod, a to
pomoci SDS-PAGE. U vzorki z kmene E. coli WP2 (pUC19) (obr. 35 A) byl detekovan protein,
ktery se neobjevil u vzorkli z kmene WP2uvrA (pUC19) (obr. 35 B). Jeho velikost je ptiblizné
65 kDa (stejn¢ jako pfi analyze spekter po pisobeni UV zafeni), coz by mohlo odpovidat
pritomnosti UvrC proteinu (66 kDa) (zda se jedna skute¢né o expresi proteinu UvrC, by bylo
nutné potvrdit imunoblotingem s piislusnou protilatkou). Znamenalo by to, Ze pfi procesu
nukleotidové excizni reparace u bunék in situ modifikovanych cisplatinou dochazi jiz v prvni
hodiné reparace k expresi proteinu UvrC. Tuto domnénku podporuje fakt, ze tento protein
nevidime ve vzorcich DNA z uvrA deficientnich bun¢k a protein UvrC je, jak znamo z literatury
(Grossman a kol., 1998), exprimovan jen v pfitomnosti komplexu UvrA,B.

V této praci bylo ukazéano, Ze na vhodné zvoleném modelovém objektu plazmidové DNA Ize
zachytit dynamicky proces nukleotidové excizni reparace a soucasn¢ poodhalit vzajemné
souvislosti mezi jednotlivymi reparacnimi drahami pti opravé poskozeni zniklych v buiice
po pusobeni UV zafeni i po modifikaci cisplatinou. Oteviely se tak moznosti pro sledovani oprav
za podminek in vivo i pro nové typy 1éCebnych preparati, interagujicich s DNA zejména
zpusobem tvorby mezifetézcovych kiizovych vazeb, sledovanim jejich kinetiky. I kdyz se jedna
o vyzkum novych latek pro nadorovou terapii lidskych buné€k, ukazuje se, Ze vhodné zvolenym
prokaryotickym modelovym systémem za vyuziti superhelikalni plazmidové DNA lze
za podminek in vivo odhalit dynamiku repara¢nich procesi, které byly dosud studovany
ptedevsim za podminek in vitro pomoci rekonstituovanych reparacnich procesi s proteiny
pripravenymi rekombinantni technologii. Ziskané vysledky opraviuji konstatovat, Zze v ramci této
prace byla naznacena experimentalni cesta pro vyznamné studium negativnich ucinka reparacnich
procest pii hledani cest pro i¢innou nadorovou terapii zalozenou na chemickych latkach

interagujicich predevsim s DNA.
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7. ZAVER

1. Byla vyvinuta a optimalizovana metodika pro monitorovani reparace DNA in vivo v bunikach
E. coli po pisobeni cisplatiny na Grovni plazmidové DNA. Reparacni procesy byly sledovany
na plazmidové DNA pUC19 po ptisobeni UV zafeni a cisplatiny na buiky E. coli za podminek

modifikace in situ a nasledné rekultivace v LB médiu.

2. Buniky E. coli WP2 a E. coli WP2uvrA s transformovanym plazmidem pUC19 i bez né&j jsou
po in situ modifikaci cisplatinou Zivotaschopné a piiblizné po dvou hodinach rekultivace se

zacinaji délit.

3. Pomoci metody navrzené ke sledovani dynamiky repara¢nich procesti in vivo byla zjisténa

kinetika reparace poSkozeni na DNA vzniklych plisobenim cisplatiny.

4. U kmene WP2uvrA bylo pozorovano vyrazné zpomaleni pii odstranovani IECL ve srovnani s
kmenem WP2 wt. U kmene WP2 (pUC19) dosahuje procentudlni zastoupeni IECL aduktii na
plazmidové DNA bezprostfedné po modifikaci 32% a béhem prvnich dvou hodin reparace doslo
k odstranéni jejich naprosté vétsiny, zatimco u kmene WP2uvrA (pUC19) bylo po modifikaci

detekovano 39% IECL a béhem 6 hodin reparace doslo ke snizeni tohoto mnozstvi jen o 7%.

5. Sledovanim exprese proteint byl u bunék E. coli WP2 v pribéhu reparace po modifikaci
cisplatinou detekovan protein o velikosti cca 65 kDa, ktery svou velikosti odpovida reparacnimu
proteinu UvrC. U bunék E. coli WP2uvrA tento protein detekovan nebyl. Tim byl potvrzen

vyznam proteinu UvrA pro zdarny pribéh nukleotidové excizni reparace.
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