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Abstrakt:

Nas miniprojekt zkoumal, jak alkohol ovliviiuje poskozeni plasmidu pBR322,
reprezentujiciho DNA, ionizujicim zafenim. PouzZili jsme agar6zovou elektroforézu k
analyze deviti vzorkd s riznymi koncentracemi ethanolu a jeden kontrolni vzorek,
ktery nebyl podroben ozatovani. Vysledky miniprojektu naznacuji, ze alkohol muize
do urcité miry pasobit jako radioprotektivum.

1 Uvod

lonizujici zateni (IZ) pochdzi z radionuklidli a vyskytuje se vSude kolem nds. MizZeme
uvést kosmické zareni nebo radon. Existuji, ale i umélé formy 1Z jako jsou: radioterapie nebo
zobrazovaci vySetfeni. IZ miiZze ionizovat atomy nebo molekuly, coz predstavuje problém
hlavné pro DNA, ktera je citlivd na poskozeni. DNA je sloZzena ze dvou komplementarnich
fetézcl propojenych vodikovymi mustky mezi bazemi, a jeji poskozeni mize vést k vaznym
biologickym nasledkim.

Poskozeni DNA muze byt pfimé (energie je absorbovana piimo v molekule DNA) nebo
nepiimé (zpusobené radikalovymi produkty vody, zejména hydroxylovym radikalem OH-).
Neptimé poskozeni je Castéjs$i a milize zpusobit vyznamné zmény v DNA. Ptikladem je
jednoduchy zlom, kdy se ze stoéného fetézce stane kruhovy, avSak Castéj$im piipadem byva
zlom dvojity, kdy se fetézec méni na lineérni. Pfechod na linearni DNA muize prob&hnout
ptimo nebo pii dvou na sobé nezavislych zlomech.

Radioprotektiva jsou latky, které chrani DNA pted nepfimym posSkozenim. Ethanol je
jednim z téchto radioprotektiv, protoze vychytava hydroxylové radikaly. NaSe hypotéza je, ze
lidé s vyssi hladinou ethanolu v t€le mohou byt Iépe chranéni pied 1Z.
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2 Télo prispévku

2.1 Materialy a metody

Na piipravu agar6zového gelu pro elektroforézu jsme pouzili 0,4 g agaru a 40 ml TAE
pufru. Ve jsme smichali v k&dince a gel jsme nechali vafit, dokud nebyl prizraény. Poté jsme
ptidali 4ul fluorescen¢niho barviva SYBR Green I. Nasledné jsme smés premistili do forem a
nechali zatuhnout. Mezitim jsme si piipravili vzorky kazdy o objemu 12 ul. V kazdém vzorku
bylo 100 ng plasmidu a 2ul fosfatového pufru draselného( 0,1M). Do kazdého vzorku jsme
ptidali pfislusné mnozstvi ethanolu( viz tab.1l). VSechny vzorky jsme nasledné doplnili
destilovanou vodou do nami stanoveného objemu 12ul.

Tabulka 1

Vzorek ¢. . Obj. %
ethanolu

0

25

10
2,5

1
0,25
0,1
0,025
0,01
0

Vzorky jsme podrobili ddvce ozafovani o délce 27 minut, pti kterém byly vzorky vystaveny
zateni 50Gy ze zdroje ®°Co, ktery vyzaiuje gama zafeni v podobé fotonil. Nésledn& jsme do
kazdého o vzorku piidali 2 pl pufru, obsahujiciho glycerol, diky némuz se vzorek udrzel
v agarové jamce. Agarovy gel jsme ptemistili do horizontalni 1azné vyplnénou 0,5x TAE
pufrem. Nanesli jsme vzorky do jamek a vystavili elektroforéze pii napéti 100 V, diky které
jsme byli schopni rozlisit poskozeni plasmida. Elektroforéza funguje na principu schopnosti
vzorku migrovat v elektrickém poli k anod¢. Nakonec jsme vzorky podrobili UV zatenim a
vysledky zpracovali.
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2.2 Vysledky

Pod UV svétlem jsme jasné vidéli rizné pohyblivosti a posSkozeni forem plasmidové DNA
v agrarozovém elektroforetickém systému( viz. obr 2). DNA je zde diky fluorescenénimu
barvivu zviditelnéna.

Obréazek 2



Analyza intenzit a migrace vzorki ukazala, Ze se zvySujici koncentraci ethanolu se snizovalo
poskozeni DNA(viz. graf 1)
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2.3 Diskuze

Provedli jsme experiment odpovidajici na otazku, zda alkohol v téle ¢lovéka chrani pied
IZ pii jaderné katastrofé. Na tuto otazku nemuze plné odpovédét, nebot’ nas miniprojekt byl
proveden pouze na reprezentativnim modelu buiiky v podobé plasmidu a zatim nebyl proveden
pokro¢ilejsi vyzkum. V porovnéni vysledki z minulych let dokazuj, Ze ethanol muiZze pusobit
do jisté miry jako radioprotektivum. Avsak i nadale zbyvaji nezodpovézené otazky na mnoho
dulezitych faktort pii jaderné katastrofé. Do jaké miry by bylo rozdilné chovani alkoholika
oproti abstinentovi? Do jaké vyse radiace by byl alkoholik schopen fungovat?

3 Zavér

Na zjednoduseném modelu buiky jsme zjistovali, zda ethanol funguje za vysokych
koncentraci v plazmidu jako radioprotektivum. Nemuizeme s jistotou fici, jestli takto funguje i
v lidskych bunkach, jak jsme jiz v piispévku vyse vysvétlili.
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