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Abstrakt:

Ionizujici zatfeni muze vést k poskozeni DNA. Abychom tomu zabranili, mizeme vyuZzit jeden
z nasledujicich postupii: zvysit vzdéalenost od zdroje, odstinit zdroj zatfeni, nebo snizit dobu
piisobeni zafeni. Uginnou ochranou mohou byt také tzv. scavengery, tedy latky schopné
vychytavat volné radikdly. V naSem experimentu jsme si jako ochranu zvolili ethanol a
sledovali jsme, jak se s jeho zvySujici koncentraci snizuji Skodlivé vlivy zéfeni na plasmid.
Jako metodu jsme si zvolili agarézovou elektroforézu, kterd ndm umoznila odliSit jednotlivé
konformace plasmidové DNA. Provadény vyzkum nasi hypotézu potvrdil a oteviel tak cestu
dal$im vyzkumlm, vénujicim se vyuziti scavengera.

1 Uvod

Ionizujici zafeni pifedstavuje riziko poskozeni vSech Zzivych organismi. OhroZeny jsou
bunék a k néaslednému rakovinnovému bujeni. Potecionalni hrozbu ptedstavuji rentgenova a
radioizotopova lékaiska vySetfeni, jaderné vybuchy nebo stavebni materidly. Zatimco
organismim na Zemi poskytuje pfirozenou ochranu atmosféra, astronauti jsou vystaveni také
kosmickému zafeni a lidstvo tak stoji pfed nelehkym ukolem najit zptisob, jak se mu branit.
Existuji dva mechanismy poSkozeni DNA. Pokud je energie absorbovéna pfimo v molekule,
jde o poskozeni ptimé. KdyZ ale poskozeni zprostiedkovavaji produkty radikalovych reakci
vody, jednd se o nepiimé poskozeni. VEtsi vyznam maji nepfimé ucinky. A jak se mizeme
branit? Moznym feSenim je pouZiti tzv. vychytavaci (scavengeru), tedy latek, které jsou
schopné vychytavat volné radikaly. Mezi tyto vychytavace patti vitaminy C, E, thioly, ethanol
atd. My jsme pouZili ethanol. NaSim tkolem bylo zjistit miru ochrany DNA pted ionizujicim
zafenim s rostouci koncentraci ethanolu. Pro naS experiment se nejlépe hodi plazmidova
DNA, jako model buriky.

2 Experiment

Materialy a metody

Abychom ovéfili hypotézu, Ze ethanol zmensSuje riziko poSkozeni DNA nepfimym ionizujicim
zétenim zvolili jsme metodu elektroforézy. Pro zjednoduSeni experimentu jsme misto
chromozonni DNA pouzili DNA plazmidovou. Zacali jsme ptipravou gelu pro elektroforézu.



Gel jsme pfipravili z agardzy, pufru a barviva SYBR Green |. Poté jsme pfipravili vzorky z
plazmidu 100 ng, pufru 2ul, a ethanolu o rtizné koncentraci. Latky jsme ozafovali na gama
zdroji kobaltem 60 po dobu 10 min 51 s. Vzorky tak absorbovali davku o velikosti 50 Gy. Po
jejich schlazeni jsme nanesli vzorky na gel. Nasledné jsme piesli k elektroforéze.
Elektroforéza je metoda k oddéleni nékterych latek (DNA, bilkoviny a jejich fragmenti). Je
zalozena na rizné pohyblivosti nabitych molekul v elektrickém poli. Elektroforéza probihala

pod napétim 100 V 75 min, po jejim ukonceni jsme vyfotili gel pod UV zafenim a sledovali
vysledky.

Vysledky
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Obrazek 1- Sledované vzorky na gelu pod UV lampou

Vidime, ze se vlivem elektroforézy vzorky DNA rozdélily do tii linii. Nahote je plazmid
v kruhové konformaci, uprostied v linearni konformaci a dole v stocena konformaci.
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Obrdazek 2 - Zastoupeni jednotlivych forem plazmidu v 1. vzorku



Formy plazmidu v zavislosti na koncentraci alkoholu
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PROCENTALNI ZASTOUPENI JEDNOTLIVYCH

KOMCENTRACE ETHANOLU V PROCENTECH

Obrazek 3 - Zastoupeni forem plazmidu v zavislosti na koncentraci alkoholu

Z grafli vyplyva, ze linedrni konformace plazmidli je minimalné zastoupena a s klesajici
koncentraci ethanolu mirné stoupd. Stocena forma plazmidi je u vySSich koncentraci
procentudlné nejvice pocetnd, ale u nizsich koncentraci klesa, az je témét nulové zastoupena.
Naopak kruhova forma plazmidi Se u vysokych koncentraci pohybuje okolo 20-30 %,
postupné nartista az piesahne hodnotu 90 %.

Dle ostatnich vysledkll na pracovisti ta usuzujeme, Ze chyba méfent je asi 10-15 %.

Hodnoceni vysledki

Dle naSich vysledkt je jednoznaéné jisté, Ze ethanol pisobi jako scavenger a plisobi ¢astecnou
ochranu pfed neptimym poskozenim DNA z ionizujiciho zafeni. Mize se zdat, ze 1ze pouzit
ethanol 1 na lidech, ale neni to mozné, protoZe néco jiného je aplikovat ethanol na plazmid a o
hodné odlisné je timto chranit Clovéka. Nejdiive je potieba provést uspéSny test na
plazmidech, poté na bunkach, tkanich, zvifatech a teprve poté az je dané téma dobie
prozkoumano. I kdyby to fungovalo i na ¢loveéka, musel by pravdépodobné mit v Krvi pfili§
vysokou hodnotu alkoholu. Je zfejmé, Ze tato problematika neni vyfesena.

3 Shrnuti

Dospéli jsme k zavéru, Ze ethanol je G¢innou ochranou plazmidu pted ionizujicim zafenim. V
experimentu s plasmidovou DNA se potvrdilo, Ze ¢im je koncentrace ethanolu vyssi, tim vetsi
je procentualni zastoupeni neposkozené-tedy stocené-konformace plasmidu. Dostatecné
ucinnou pro ¢loveka se vsak ochrana ethanolem ziejmé stava az pii jeho vysoké koncentraci,
ktera je pro lidsky organismus neredlna. Navic jsme pokus pro jeho zlevnéni a zjednoduSeni
provadeli s plasmidovou DNA, a nikoliv s chromozomalni DNA a také jsme zanedbali
pfitomnost ostatnich ¢asti bun¢k s obrannymi mechanismy a tedy je na vysledek tfeba nazirat
se znaCnou rezervou.
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