Jak chranit DNA pred zarenim
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Abstrakt:
Cilem této prace bylo zjistit, zda jsou glycylglycin a ethanol schopny chranit DNA
pted ionizujicim zafenim. DNA byla ozéafena v piitomnosti téchto sloucenin a analyzovana
pomoci agardzové elektroforézy. Radioprotektivni ucinky byly prokazany pouze u ethanolu.

1 Uvod

Pfi ozafeni buiky ionizujicim zafenim (IZ) dochazi k poSkozeni vSech jejich ¢asti.
Z hlediska dopadi zafeni na organismus je zasadnim ter¢em zejména DNA, jejiz poskozeni
muize mit fatdlni nasledky pro konkrétni buiiku i pro cely organismus. Energie 1Z
absorbovand buiikou zplsobi excitace a ionizace atomu a molekul podél stopy Castice.
Vytvorené ionty, radikdly a excitované atomy mohou poskozovat riizné struktury bunky, coz
muze vést ke zménam v celém organismu. Pokud je energie absorbovana piimo v misté cilové
molekuly, mluvime o poskozeni piimém, pokud k poSkozeni dochézi pies produkty
radikélovych reakci vody, jedna se o poSkozeni nepifimé. Vzhledem k malé pravdépodobnosti
ptimého zasahu biomolekul ma nepfimé poskozeni vétsi vyznam [1].

Cilem nasSeho experimentu bylo potvrdit, ze né€které latky (tzv. scavengery) mohou
Skodlivé tucinky volnych radikali redukovat. Ktomu jsme pouzily metodu agar6zové
elektroforézy a zkoumaly jsme G¢inky dvou riznych scavengert: glycylglycinu a ethanolu.

2 Materialy a metody

V experimentu jsme pracovaly s plasmidovou DNA (plasmid pBR322), coz je mensi
kruhova molekula DNA vyskytujici se predevsim v cytosolu nékterych bakterii, ktera se
samostatn¢ replikuje a nese doplitkové informace. Velikost plasmidii se pohybuje mezi 1 000
a 200 000 bazi. Normalni formou plasmidové DNA je forma stocena (viz Obr. 1). Vlivem 1Z
v ni mize dojit ke zlomim, které jeji strukturu zmeéni. Pokud dojde k jednomu zlomu na
jednom vlakné dvousroubovice DNA, vznika forma relaxovana (kruhova); pii zlomu obou
vlaken se molekula rozvolni do formy linearni. Po mnohondsobném poskozeni se linearni
forma degraduje.
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; degradovans SSB = single strand-break (jcdno}dLrlchy zlom)
DSB = double strand-break (dvojny zlom)

Jako scavengery jsme pouzily dvé latky — glycylglycin a ethanol. Glycylglycin (viz obr.
2) je jednim z nejjednodussich peptidl; je tvofen dvéma molekulami glycinu. Ethanol (viz
obr. 3) se fadi mezi alkoholy. My jsme k pokusu pouzily ethanol ve formé 50% slivovice.
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struktura glycylglycinu [2]

struktura ethanolu [3]

Elektroforéza je separacni metoda, jejiz princip spociva v rozdilné pohyblivosti
nabitych molekul o rizné velikosti a tvaru v elektrickém poli. Vyuziva se pfi ni gelové nosné
médium, které pohyb molekul zpomaluje a umozZiuje tak vysledek experimentu Iépe sledovat.
V praxi se pouzivaji rizné typy gelu [4], my jsme vyuzily gel agar6zovy.

3 Laboratorni postup

Priprava vzorki

Na spektrofotometru jsme nejprve zméfily absorbanci rozpusténé plasmidové DNA.
Zm¢etend hodnota absorbance na vinové délce 260 nm byla 2,77, coz odpovida mnozstvi 138,5
ng DNA v jednom pl.

Ptipravily jsme si dvandct vzorkl, z nichz vzdy dva mély stejné sloZeni — z této
dvojice jsme jeden vzorek ozafovaly, druhy byl kontrolni. VSechny vzorky obsahovaly
ptiblizné 100 ng DNA, coz odpovidalo objemu 0,8 ul. K Sesti vzorkim jsme dale ptidaly
glycylglycin o tfech riznych koncentracich — 0,1 mM, 1 mM a 10 mM, ke ¢tyfem jsme piidaly
1 nebo 5 pl ethanolu. VSechny vzorky jsme doplnily destilovanou vodou na objem 10 pl (viz
Tabulka 1).



Tabulka 1 SloZeni vzorkii

Oz. — ozateny vzorek, neoz. — neozatreny vzorek, glygly0,1(1, 10) — glycylglycin o koncentraci 0,1 (1, 10) mM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0z./neoz. | neoz. | oz. neoz. neoz. neoz. 0z. 0z. o0z. neoz. neoz. 0z. 0z.
DNA (ul) | 08 |08 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Aditivum 3,2 3,2 3,2 3,2 3,2 3,2 1 5 1 5

(ul) - - glygly0,1 | glyglyl | glyglyl0 | glygly0,1 | glyglyl | glyglyl0 | ethanol | ethanol | ethanol | ethanol
Voda
(ul) 92 |92 6 6 6 6 6 6 8,2 42 8,2 42

Priprava gelu

Jako nosné¢ médium pro elektroforézu jsme pouzily 1% agar, ktery jsme pfipravily
20,4 g suSen¢ho agaru a 40 ml pufru 0,5x TAE (20 mM Tris, 10mM octan sodny, 1mM
EDTA, pH = 8). Roztok jsme povafily a ptidaly jsme do n&j fluorescenéni barvivo SYBR
Green |. Poté jsme roztok vlily do formy, piikryly alobalem, abychom zamezily piistupu
svétla, a nechaly ztuhnout.

Ozarovani vzorku

Vzorky jsme ozafovaly na zdroji ®°Co s polotasem rozpadu 1 925,5 dne ve vzdalenosti
0,278 m za pokojové teploty davkou 5 Gy. Pro vypocet pottebné doby ozareni (29 min 8 s)
D
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Elektroforéza

Ztuhly gel jsme piesunuly do horizontalni 1azné s 0,5x TAE pufrem. Do kazdého
vzorku jsme piidaly 2 pl nanaseciho barviva a vzorky co nejrychleji nanasely do jamek v gelu.
Elektroforézu jsme ptipojily ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu o napéti 100 V a
nechaly hodinu migrovat. Poté jsme gel vytahly zlazn€, umistily na UV-transilumina¢ni
stolek a vyfotily digitalnim fotoaparatem.

Vyhodnoceni vysledki

Fotografii vysledku elektroforézy jsme prevedly do cernobilého formatu a vyhodnotily
pomoci programu Luthien, ktery umoziuje spocitani plochy pikt na gelu. Z téchto hodnot
jsme poté ur€ily vytézky jednoduchych zlomtit DNA v jednotlivych vzorcich.

4 Vysledky

Pod UV byly na gelu u kazdého vzorku viditelné dva piky (viz Obr. 4): spodni
ptedstavoval neposkozenou (stocenou) formu DNA, horni formu relaxovanou. Linearni forma
nebyla na gelu pfitomn4, protoze pouzita ozafovaci davka nebyla dostate¢né vysoka.




kruhova forma

sto¢ena forma

Obrazek 4 Vysledny gel

Zastoupeni jednotlivych forem DNA ve vzorcich je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2 Vysledky experimentu

Neozareny vzorek Ozareny vzorek
Slozeni vzorku Stoéena forma e dhodushe Stoéena forma Ul e
(o DN (poéjtll?::g};mid) (B DA (poé:tllc:orl?;mid)

DNA 89.23 0.114 914 0.090

DNA + glygly (0,1 mM) 95.12 0.050 82.93 0.187
DNA + glygly (1 mM) 86.7 0.143 74.1 0.300
DNA + glygly (10 mM) 92.77 0.075 80.65 0.215
DNA + 1 pl ethanolu 93.12 0.071 94.06 0.061
DNA + 5 pl ethanolu 95.01 0.051 93.74 0.065

5 Diskuse a zavér

O obou pouzitych latkach (glycylglycinu 1 ethanolu) jsme ptedpokladaly, Ze chrani
DNA pied IZ. Nami namétend data to ale prokazala jen u ethanolu, u kterého byly vytézky
jednoduchych zloml shodné u ozafenych 1 neozarenych vzorki. U glycylglycinu se nam
ochranné G¢inky potvrdit nepovedlo. Pravdépodobné to bylo zptsobeno nevhodné zvolenou
(ptili§ nizkou) koncentraci pouzitého glycylglycinu, niz$i pouzitou davkou zéatfeni a také
moZnymi nepiesnostmi pifi piipravé vzorkll. Pro potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy, ze
glycylglycin je Gi€innou radioprotektivni sloueninou by bylo tieba provést dalsi experimenty.
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