Jak chranit DNA pied zafenim
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Abstrakt:
Seznamili jsme se s metodou agardézové elektroforézy. Prozkoumali jsme, jak pfitomnost
riznych slou€enin (vychytavaci) zmenSuje riziko poSkozeni plasmidové DNA ionizacnim
zafenim.

1 Uvod

Rakovina je jedna z nejcastéjsich pficin umrti. Jeden z faktort ovliviiujicich vznik rakoviny je
také ionizujici zafeni, jehoZ nezanedbatelnym zdrojem je kosmické zafeni. V dneSnich
dobach, kdy ¢loveék chce objevovat vzdaleny vesmir na vlastni kiizi, je tfeba zkoumat metody
jak ochranit kosmonauty pied nasledky zareni.

Z hlediska dopadt zafeni na organismus je zasadnim terCem zejména DNA, jejiz poskozeni
muze mit fatdlni nasledky pro konkrétni bunku i pro cely organismus, zatimco radiacni
poskozeni bilkovin a dalSich soucasti bunky je vétSinou rychle kompenzovano syntézou
novych molekul. Existuji dva druhy poSkozeni DNA. P¥imé poskozeni (tj. pfima interakce
DNA s y zfenim) je relativné malo Cetné. Nepiimé poskozeni je poSkozeni zprostiedkované
pies produkty radikalovych reakci vody. Nepiiznivé ptisobeni volnych radikali mize byt
redukovéano pfitomnosti tzv. vychytdvacl neboli scavengerd. Schopnost zachytit volné
radikaly jsme otestovali u slou¢enin: dimethyl sulfoxid, kumarin-3-karboxylova kyselina a

glycylglycin.
2 Materialy a metody

Pti studiu radiacnich poskozeni DNA 1 bilkovin se vedle iontové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie Casto vyuzivaji elektroforetické metody. Jejich princip spoc¢iva v rozdilné
pohyblivosti nabitych molekul v elektrickém poli. Pii separaci bilkovin a nukleovych kyselin
nebo jejich fragmentl je to nejpresnéjsSi dostupna metoda. Za objev elektroforetické separace
bilkovin krevniho séra obdrzel v roce 1948 Svédsky chemik Arne Tiselius Nobelovu cenu.
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3 Laboratorni postup

Priprava vzorku

Pripravili jsme si tfi sady po tfech vzorcich, které obsahovaly 100 ng DNA v 20 mM
fosfatového pufru a celkovy objem jsme vzdy doplnili vodou do 10 pl. Prvni vzorek
neobsahoval Zadny vychytava¢, dalsi dva ruzné koncentrace vychytavaci (scavengerd) dle
tabulky:

sada €. scavenger koncentrace
1 K3KK 0.001Ma0.01 M
2 DMSO 0.1MalM
3 GlyGly 0.l1MalM

Priprava gelu pro elektroforézu

Ptipravili jsme si 40 ml 1 % agarézového gelu v 0.5 x TAE pufru. Roztok jsme piikryli
alobalem a za stalého michani povafili, dokud se nevycefil. Poté jsme ho nechali chladnout az
na 60 °C. Pfidali jsme fluorescen¢ni barvivo SYBR Green I v poméru 1:10 000 a promichali,
vlili do pfislusné formy, zamezili ptistupu svétla, protoze SYBR je citlivy na svétlo, a nechali
ztuhnout.

Ozarovani vzorku kobaltem-60

Vzorky jsme ozafovali na zdroji ®°Co s pologasem rozpadu 1925,5 dni davkou 10 Gy ve
vzdalenosti 0,293 m na vzduchu za pokojové teploty, pficemz . Pro vypocet doby potiebné k
ozafovani vzorku (28 minut a 8 sekund) jsme pouZili nasledujici vztah:
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Elektroforéza

Ztuhly gel jsme ptresunuli do horizontalni ldzn¢ s 0.5 x TAE pufrem. Do kazdého vzorku jsme
piidali nanaseci barvivo. Poté jsme nanaSeli vzorky na gel v definovaném potadi. Elektrody
jsme zapojili tak, aby DNA migrovala na gelu ve sprdvném sméru. Nastavili jsme 100
V napéti. Elektroforéza trvala 60 minut. Gel jsme opatrné vyndali z 1azné a vyfotili v temné
komoie na UV stolku (Obr. 2).
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4 Vysledky a diskuse

Seznamili jsme se s metodou elektroforézy a dokazali jsme, Ze zkoumané latky do jisté miry
ochrani plasmidovou DNA pted zafenim. Tato schopnost neni linedrné zavisla na koncentraci
scavengeru. (Obr. 3). Pii vyhodnocovani gelu (Obr. 2) programem Luthien v8ak mohlo dojit k
chybé zplsobené nepiesnosti agarézové elektroforézy. Vzorky bez vychytavact se pomérné
dost lisi, coz je pravdépodobné zplisobeno nasi chybou pfi nanaSeni vzorkl na gel.

NepoSkozena DNA

100.00%

90.00% —

80.00% —

70.00% —

60.00% | [=clygly
50.00% — |BK3KK
40.00% — [BDMSO
30.00% - —

20.00% - —

10.00% -+ —

0.00% -
0 mensi VEtSi
koncentrace

Obr. 3



5 Zavér
Skutecnost, ze nékteré latky jsou schopné pohlcovat radikaly vzniklé pii ozéfeni nam
umoziuje chranit DNA v prostiedi se zvySenym rizikem vyskytu zateni. Z nami zkoumanych
latek byl nejucinngjSim scavengerem kumarinovy derivat. A¢ z grafu vyplyva, zZe
nejucinngjsim je DMSO, je tieba si uvédomit, Zze kumarinovy derivat byl uzit ve stokrat mensi
koncentraci.

6 Podékovani

Chtéli bychom podékovat nasi supervizorce Ing. Katefiqé Pachnerové Brabcové, PhD. za ochotu a
pomoc pii projektu a také Oddéleni dozimetrie zafeni UJF AV CR a poradatelim Tydne védy.

7 Reference:

1. Kuna, P. and Navrétil, L.: Klinicka radiobiologie Manus, Praha 2005.
2. Garfin, D.E.: Electrophoretic methods, Academic Press, 2000.,



