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Abstrakt:
Ionizujici zafeni poskozuje biologické struktury Zivych organismil, zejména jejich DNA. Nasim
cilem bylo prozkoumat moznou ochranu DNA pomoci ethanolu. K tomu vyuzijeme roztok
plasmidové DNA reprezentujici buiiku. Po ozafeni jsme pouzili elektroforézu pro analyzu
poskozeni. Ethanol se ukazal jako ¢inny vychytavac.

Uvod
Jadernd katastrofa je jednou z nejvice obavanych udalosti poslednich sta let. Ionizujicimu zafeni
vSak nejsme vystaveni jen v tomto piipadé, setkavame se s nim pii 1é€b¢ nekterych druhii nadort,
pfi rentgenovém vySetieni, vyskytuje se v radioaktivnich izotopech prvku jako je uran, radon a
mnoha dalSich a také ve slunecnim i kosmickém zéfeni z vesmiru. Zemé¢ je pred timto zaifenim
chranéna diky stinéni atmosféry a magnetickému poli. To vSak neplati pro kosmonauty ve
vesmiru, které ohrozuje na zivote.
Ionizujici zéafeni poskozuje biologické struktury zivych organisml, nebot vede k ionizaci
molekul, tedy k odtrzeni elektronti z elektronového obalu atomi. Ionizaci mizeme rozdélit na
pfimou a nepfimou, pfi¢emz ucinky piimé ionizace vychazi z ptimé absorbce ionizacni energie
jadrem bunky. K nepfimé ionizaci vede uvoliovani volnych radikalt z vody, které téz reaguji s
bun&énymi strukturami’. Nepfimé zafeni je pravdépodobn&jsi, a proto pro nas piedstavuje vetsi
hrozbu.
mutace. Pfi ionizaci hrozi poSkozeni béazi (adenin, guanin, cytosin, thymin) a jejich nespravné
propojeni (cross-linky uvnitt DNA nebo mezi DNA a bilkovinami) a také zlom na vldknech
DNA. V tomto piipad¢ pracujeme s plasmidem, sto¢enou ¢asti DNA o velikosti 4361 bazovych
paru, ktera je v prokaryotickych burikach. U plasmidové DNA rozlisujeme jednoduchy a dvojny
zlom. Jednoduchy zlom vede ke kruhové formé molekuly, dvojny zlom k linerarni®.
Existuji zplisoby, jak ionizaci organizmu zabranit (stinéni, velkd vzdalenost od zdroje zateni, ¢i
vyckani, dokud radiace neklesne). Dal$i moznosti je uziti scavengerd, neboli vychytavaci, které
omezuji volné radikaly a jejich vznik (napf. thioly, vitamin E, vitamin C, alkoholy).
V nasem experimentu jsme vyuZili plasmid a ethanol v rozlicné koncentraci. Za vyuZziti
elektroforetické metody prozkoumame rizné formy poskozeni DNA na zakladé jejich
pohyblivosti v gelovém nosném médiu.

Postup

Projekt byl realizovan na Oddéleni dozimetrie zateni, Ustavu jaderné fyziky AVCR.

Pro ovéfeni hypotézy, zda ethanol ovliviiuje riziko poskozeni DNA pii vystaveni ionizujicimu
zéafeni, jsme pouzili metodu agar6zové elektroforézy. Principem této separacni metody je pohyb
zaporn¢ nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem k anod¢, molekuly DNA se odd¢€luji
na zakladé rozdilnych rychlosti, nepfimo imérnych jejich struktufe a velikosti®. Jako modelovy
vzorek DNA jsme pouzili plasmidovou DNA, ktera se nachazi u bakterii (plasmid pBR322).
Nejprve jsme si piipravili agar6zovy gel pro elektroforézu, do néjz jsme piidali TAE pufr a
fluorescen¢ni barvivo SYBR Green 1. Nasledné jsme se vénovali pfipravé vzorkli plasmidové
DNA, ke kterému jsme pfidali riznd mnozstvi ethanolu o rozli¢nych koncentracich (tab. 1),
fosfatového pufru draselného a vody. Poté jsme vzorky plasmidi ozafili davkou 50 Gy gamma



zdrojem ®Co. Po 11 minutach a 9 vtefinich ozafovani jsme dali vzorky chladit a pokradovali s
vytvoifenym gelem. Do pfedem vytvofenych jamek jsme nanesli stejnd mnozstvi vzorki plasmidu
a pokracovali elektroforézou, ktera trvala 60 minut, béhem kterych doslo k migraci jednotlivych
forem plasmidd, do vzdalenosti, ktera odpovida mife poskozeni plasmidové DNA. Vysledny stav
gelu z elektroforézy jsme digitalizovali z obrazku vyfoceného pomoci UV zafeni. Néasledné jsme
vysledné hodnoty vyhodnotili v programu Luthien, kde jsme zintegrovali gel a vypocetli plochu
pikt spekter.

Tabulka 1 Koncentrace etanolu v jednotlivych vzorcich plasmidu
Vzorek plasmidu | Ethanol (objemova procenta)
25,000
10,000
2,500
1,000
0,250
0,100
0,025
0,010
0,000
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Na obrazku 1 vlevo gelu se zviditelnénymi plasmidovymi DNA pomoci fluorescenéniho barviva
muzeme vidét jednotlivé konformace, které vznikly nasledkem poskozeni ionizujicim zafenim,
kazda odpovida riznému stupni poSkozeni. StoCena DNA migrujici nejvyss$i rychlosti je
neposkozena, kruhova, nejpomalejsi konformace vznikla nasledkem jednoho zlomu a linearni
konformace je vysledkem dvojného zlomu. S klesajici koncentraci ethanolu vymizi stoena
forma plasmidu a naopak se objevi forma linearni.

Na obrazku 1 vpravo je ptiklad spektra vzorku s koncentraci 1 objemové % ethanolu. Pik 2
odpovida kruhové formé, pik 4 odpovida forme linearni a pik 6 formé stocené.

w= |Linearni
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Obrazek 1 Gel s jednotlivymi konformacemi plasmidu po ozafeni v zavislosti na koncentraci
ethanolu (klesajici ve sméru Sipky). Vpravo je ukazka spektra s 1 obj. % ethanolu.

Graf na obrazku 2 shrnuje zastoupeni plasmidovych konformaci pro pouzité koncentrace
ethanolu.
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Obrazek 2 Zastoupeni forem plasmidu v zavislosti na koncentraci alkoholu

Zavér
Dospéli jsme k zavéru, Ze ethanol zvySuje odolnost plasmidové DNA vuci ionizujicimu zafeni
diky své schopnosti vychytavat produkty hydrolyzy vody a tim potlacovat neptimy efekt zafeni.
Tento zavér se vSak neda obecné vztahnout na ¢lovéka uzivajiciho alkohol, proto bychom si
nevsadili v ptipadé¢ jaderné katastrofy na alkoholika.
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