Poskozeni DNA vlivem ionizujiciho zateni
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Abstrakt:

Cilem vyzkumu bylo zjistit, jaky dopad mé ionizujici zafeni na strukturu dvouSroubovice
DNA, kterd je povazovana za primarni ter¢ ionizujictho zéafeni. Metodou agarozové
elektroforézy byl zjistovan pocet jednoduchych a dvojnych zlomi s rostouci davkou zareni.
Me¢éieni bylo provadéno na raznych typech plazmidové DNA ve vodném roztoku. Vzorky
byly vyhodnocovany pomoci softwaru ImageQuant. Pocet jednoduchych zlomi roste pfimo
umérné s davkou zéfeni. Vyskyt dvojnych zlomt neni v rozsahu pouzitych davek vyznamny.

1.Uvod
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DNA je jedinetnou nositelkou genetické informace w::m ’
o struktufe a funkei buniky. Zakladnim stavebnim kamenem DNA ® i (g%
je tzv. nukleotid, ktery se sklada z fosfore¢ného zbytku, )
péetiuhlikového cukru deoxyriboza a purinové (A - adenin a G - v i 'Y
Guanin) nebo pyrimidinové dusikaté baze (T - thymin a C - %)Q"
cytosin). DNA se v organismu uchovava ve form¢ pravotocivé u " §
dvousroubovice, ve které se nachéazeji dva proti sobé jdouci 'é\(ﬂ%
fetézce nukleotidd. Jeji poSkozeni muze mit vazné dusledky ' 2
nacely organismus. Obnoveni struktury a funkce DNA Obr.1

v biologickych systémech po ozéafeni je pro organizmy jednim ze

, > ) : N Primarni struktura DNA
zékladnich a nenahraditelnych mechanizmu [1].

Ionizujicim zafenim nazyvame takové zareni, které je
schopno vyrazet elektrony z atomového obalu a tim latku ionizovat. lonizujici zafeni
poskozuje DNA bud’ pfimo, tj. interakei ionizujici ¢astice s atomem molekuly DNA, nebo
nepiimo prostfednictvim produkti radiolyzy vody. Vysledkem je pfedevSim produkce zlomu
fetézce (jednoduchych i dvojitych), vznikaji vSak také poskozeni bazi, cross-linky uvnitt
DNA nebo DNA-protein, lokalni denaturace apod.



2.Materialy a metody

Poskozeni DNA vlivem ionizujiciho zafeni bylo zkoumédno metodou horizontalni
agarozové elektroforézy. Byla pouzita plazmidova DNA typu pcDNAj3 a pBS. Plazmid je
extrachromozomalni (vyskytujici se mimo bunétné jadro) samostatné se replikujici
kruhova DNA. Zpravidla ji tvofi 1000 az 400 000 bazovych part. Neposkozeny plazmid se
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nachazi ve smotané (supercoiled) formé. Jestlize dojde uc¢inkem ionizujiciho zateni ke zlomu
jednoho fetézce (tzv. single strand break - SSB), plazmid relaxuje do kruhové formy. Pokud
dojde ke zlomu obou fetézcti (double strand break — DSB), vznikne linearni forma plazmidu
(Obr.2). Vzorky byly studovany ve vodném roztoku, jehoZz vyhodou je absence reparacnich
mechanismi pfitomnych v bufice, coz umoziiuje sledovat vytézky poskozeni primarné
zpisobené ionizujicim zatrenim.

Vzorky obsahovaly 100 ng DNA v 10 mM fosfatovém pufru a konecny objem vzorku byl
10 pl. Ozafovani probihalo na zdroji ®*Co o davkovém piikonu 3,2 mGy/s (tato hodnota je
z 1.1.1997) do 75 Gy po 15 Gy (coz odpovida ptiblizn¢ 20 minutam). Vzorky byly ozafovany
v tubach Eppendorf o objemu 1,5 ml. Ozafené vzorky byly deponovany do 0,8 %
agarozového gelu s fluorescencnim barvivem Sybr Green I a pH bylo stabilizovano pufrem
TAE 0,5x. Vzorky migrovaly dvé hodiny pii napéti 100 V. Metoda agarozové elektroforézy
umoznuje odseparovat vyse zminéné tfi formy DNA (Obr. 3), nebot’ v gelu migruji riznou
rychlosti.
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Gel byl umistén pod UV lampu a vyfotografovan pres zelatinovy filtr. Procentualni
zastoupeni jednotlivych forem DNA bylo kvantifikovano pomoci softwaru ImageQuant.
Pocet jednoduchych a dvojnych zlomt na jeden plazmid byl vypocten pomoci vztaht [2]:

x=In[(1-L")/S"]
y=L"/1-5"),

kde x je stiedni hodnota poc¢tu jednoduchych zlomt, y je stfedni hodnota dvojnych
zlomu, L' je zastoupeni linearni formy DNA, S’ je zastoupeni smotané formy DNA.

3.Vysledky a diskuse

Bylo ovéteno, ze s rostouci davkou roste vytézek SSB a DSB. V grafu 1 je vynesen pocet
SSB a DSB na plazmid pii ozafovani pcDNAj (série 1). Zatimco pocet SSB linedrné roste,
vyskyt DSB neni v rozsahu pouzitych davek vyznamny. Vzhledem k tomu, ze vySe uvedené
vzorce pro vypocet pocet zloml na plazmid jsou pouzitelné, pouze pokud jsou detekovany
vSechny tfi formy, nemohly byt hodnoty vypocteny pro 75 Gy.

Série 1 Série 2 Série 3

Nartst poétu SSB s davkou byl pozorovan také pro plazmid pBS (série 3). Pocet
dvojnych zlomt zistava v rozsahu pouzitych davek velmi nizky. Je to zplisobeno tim, Ze
ptuvodni plazmid se nachézel v roztoku s vysokou koncentraci tzv. scavengert, coz jsou latky,
které jsou schopny vychytavat radikaly vzniklé pfi radiolyze vody.

Kdyz byl ozéten plazmid pBS ptivodné rozpustény ve vod¢ (série 2), jiz pti davee 15 Gy
byla vSechna DNA poskozena a od davky 45 Gy byla jiz tak fragmentovana, Ze nebyla
pozorovatelna.
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Na snimku gelu bylo také patrno, jak velikost plazmidu ovlivituje rychlost migrace —
plazmid pBS o velikosti 3,5 kb domigroval vyrazné dal neZ pcDNA3 o velikosti 5,4 kb.

4.Shrnuti

Ionizujici zafeni vyznamné posSkozuje strukturu molekuly DNA. Bylo ovéfeno, Ze
s rostouci davkou zareni roste pocet zlomti molekuly DNA piesné podle hypotézy.
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