Ochrani alkohol DNA pted zafenim?

M.Grunerova', B. Odlozilik?, J. Vondragek®
! Gymnazium Broumov, Hradebni 218, Broumov
? Ekogymnazium Brno, Labska 27, Brno
3 Gymnazium D&&in, Komenského namésti 4, D&&in

martina.grunerova@seznam.cz, B.odlozilik@seznam.cz, j.vondracekk@centrum.cz

Zkoumali jsme vliv ethanolu na ochranu DNA pied ionizujicim zéfenim. K vyzkumu jsme
pouzili metodu agar6zové elektroforézy. Vytvorili jsme Ctyfi sady po Sesti vzorcich. Ve
vzorcich se nachéazely rtzné koncentrace ethanolu. Kazdou sadu jsme ozafovali riznou
davkou ionizujiciho zafeni. Zjistili jsme, ze rostouci koncentrace ethanolu je ucinnou
ochranou poskozeni DNA.

1 Uvod

Molekula DNA je nositelkou genetické informace, a tudiz na mife jejiho poskozeni zavisi
preziti bunky, respektive celého organismu. lonizujici zateni poskozuje DNA bud’ ptimo, tj.
interakci ionizujici ¢astice s molekulou DNA, nebo nepiimo prostiednictvim produktii
radiolyzy vody. Vysledkem jsou v obou ptipadech zlomy DNA (jednoduché i dvojité), ale
také poSkozeni bazi, cross-linky uvniti DNA nebo mezi DNA a proteiny. Protoze burika je z
velké casti tvofena vodou, vétSina poskozeni vznikd nepfimo v disledku pfitomnosti
hydroxylovych radikalii, které vznikaji pifi radiolyze vody. Nepfiznivé plisobeni volnych
radikalti mize byt redukovano pomoci tzv. vychytavacl (scavengerti), napiiklad vitaminy C a
E, nebo alkoholy.

2 Materialy a metody

Plasmid je extrachromozomalni, samostatné se replikujici kruhovda DNA. Zpravidla ji tvofi
1000 az 400 000 bazovych part. My jsme pouzili plasmid pcDNA3 obsahujici 5446 bazovych
pard, viz. obr. 1.

Obr. 1 Plasmid pcDNA 3 [1]

Ozafovani probihalo na zdroji °Co umisténém na Oddéleni dozimetrie zateni ODZ UJF AV
CR. Kazdy vzorek obsahoval 100 ng plasmidu pcDNA3 v 10 mM fosfatovém pufru. Vzorky v
polypropylenovych tubickach byly ozatovéany pii pokojové teploté.

Agardzova gelova elektroforéza je jedna ze zékladnich metod v radiobiologii. U plasmidoveé
DNA lze po ozéfeni rozlisit tii formy:



e Stoc€ena bez zlomu (supercoiled)
o Relaxovana s jednoduchym zlomem (SSB Single-strand break)
e Linearni s dvojitym zlomem (DSB double-strand break)

Tyto formy se liSi svou pohyblivosti v elektrickém poli na agar6zovém gelu. Se zvySujici se
davkou zéfeni ptibyva zloml DNA, pfibyvaji i relaxované a linedrni formy.

3 Laboratorni postup

3.1 Priprava vzorkiu

Ptipravili jsme si Ctyfi sady po Sesti vzorcich. Kazdy vzorek obsahoval 0,6 pl roztoku
plasmidové DNA s optickou hustotou 2.5, 1 ul 10 mM fosfatového pufru, 1 pl ethanolu o
ruzné koncentraci (viz. Tabulka 1) a doplnime do 10 pl autokldvovanou destilovanou vodou.

Tabulka 1 Pouzité koncentrace roztoku ethanolu

Vzorek C. Koncentrace ethanolu

1 1%

2 0,1%

3 0,01%

4 0,001%
5 0,0001%
6 0,00%

3.2 Ozarovani vzorku

Vzorky jsme ozatovali na zdroji ®’Co nésledujicimi davkami ve vzdalenosti 0,293 m na
vzduchu za pokojové teploty. (viz. Tabulka 2)

Tabulka 2 Davky ozéfeni jednotlivych skupin vzorki

y e % , 60 )4 v e
Série vzorku ¢. Davka ""Co Cas ozarovani

[ 0 Gy 0

11 2,5 Gy 7 min. 20 sek.
[11 5 Gy 14 min. 40 sek.
vV 10 Gy 29 min. 20 sek.




3.3 Elektroforéza

Ptipravili jsme 100 ml 1% agar6zového gelu v 0,5 x TAE. Roztok jsme za stalého michani
vafili dokud se nestal ¢irym. Poté jsme ho nechali zchladnout na 60°C. Déle jsme pfidali
barvivo SYBR Green [ v poméru 1 : 10 000 a promichali. Gel jsme nalili do formy a nechali
ztuhnout. Ztuhly gel jsme pfesunuli do horizontalni 1lazné, kterou jsme vyplnili 0,5 x TAE
pufrem. Do kazdého vzorku jsme piidali 2ul nandseciho pufru a rychle jsme nanéseli vzorky
na gel v pfedem uréeném poradi. Elektrody zapojime tak, aby DNA migrovala ve spravném
sméru. DNA ma zaporny naboj a bude se tedy pohybovat smérem ke katod¢. Napéti jsme
nastavili na 100 V. Elektroforéza trvala cca hodinu. Poté jsme gel opatrné vyndali z lazn¢ a
vyfotili v temné komote na UV svétle.

4 Vysledky a diskuse

Vysledky jsme vyhodnotili programem Image Quant. Nékteré vzorky ozatené 5 a 10 Gy se
nezobrazily kvili $patné aplikaci. Uvedeme tedy pouze vysledky vzorkl ozatenych 2,5 Gy
(viz. Obrazek 2).
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Obréazek 2 Pomér forem DNA po ozareni 2,5 Gy

Z vysledku, které¢ vidime na grafu je patrné, ze pii klesajici koncentraci ethanu piibyva
poskozené DNA. Mezi poskozenou DNA pievladd kruhova forma (circular) s jednim
zlomem. Pfi nizSich koncentracich ethanolu se objevuje linearni forma se dvéma zlomy.

Pokus ukazal, ze ethanol ma vliv na ochranu DNA pied ionizujicim zafenim — vzorky s vyssi
koncentraci ethanolu byly mén¢ poskozeny nez vzorky s nizsi koncentraci.
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