Jak chranit DNA pred zafenim

G. Speldoval, M. Hyblova?, F. Randak®, L. Melcher®

1Gymnazium Jifiho z Podébrad, Studentska 166, 290 01 Podébrady
?Gymnazium Ceska a Olympijskych nadgji, Ceska 64, 370 21 C.
Bud¢jovice
3Sportovni gymnazium Kladno, Plzetiska 3103, 272 01 Kladno
*Gymnazium Christiana Dopplera, Zborovska 45, 150 00 Praha 5

lgspeldova@seznam.cz, “marie.hyblova2@seznam.cz,
3filip.valdek@seznam.cz, “Imelcherl@gmail.com

Abstrakt:

V této védecké praci jsme ovétrovali radioprotektivni schopnost riznych latek chranit
deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) pted nepiimym ucinkem ionizujiciho zafeni, pficemz
jsme si pro experiment vybrali ethanol a 50% moravskou slivovici. Vzorky DNA
s potencialnim radioprotektivem o riiznych koncentracich jsme vystavili gama zafeni *°Co.
Zméfili jsme poskozeni DNA v jednotlivych vzorcich. Z naSich vysledkti vyplyva, ze obé
vybrané latky maji schopnost chranit DNA pted nepfimymi G€inky ionizujiciho zafeni.

1 Uvod

V piipad¢ ozafeni bunky (zakladni stavebni jednotky zivych organismi) ionizujicim
zatenim (l1Z) dochéazi k poskozovani vsSech jejich casti.
Nejvetsimu poskozeni podléhd zejména jeji nejcitlivejsi cast, a DNA
to DNA. Poruchy jsou zplsobeny pifimym ¢i nepfimym
U¢inkem zéafeni. PHmym u¢inkem rozumime pfimou ionizaci 90" ‘*\
i AN

makromolekuly DNA. Nepfimy ucinek je zpisoben volnymi
radikaly, které vznikaji zasazenim molekul H,O ionizujicim

zatenim. Pravdépodobnost ptimého zasazeni DNA je velmi Thyimis
mald. Budeme se tedy zabyvat Gfinkem nepfimym, ktery lze ‘\'@) N
N

modifikovat riiznymi chemikaliemi. SN

N
Obr. 1 Struktura DNA s dusikatymi bazemi
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2 Experiment

Experiment prob&hl v laboratofi Ustavu jaderné fyziky AV CR. S velkou peélivosti a
piesnosti bylo piipraveno 20 vzork, na kterych nasledné probéhlo testovani.

Materialy a metody

V roztoku jsme ozatovali plasmidovou DNA (plasmid pBR322), coz je kruhova molekula
DNA vyskytujici se pfedevsim v cytosolu nékterych bakterii. Kazdy vzorek o objemu 10ul
obsahoval 90ng DNA v 100mM fosfatovém pufru. Jako vychytavace (scavengery) volnych
radikall jsme pouzili ethanol a jeho 50% roztok, komeréné nazyvany slivovice. Vybrali jsme

rizné koncentrace vychytavace uvedené v tabulce.
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Obr. 2 Strukturni vzorec ethanolu

Ethanol Slivovice 50%

Vzorek | Koncentrace | Zfedénost Vzorek | Koncentrace | Ziredénost
1 M 5x 1 M 2,5X
2 1M 5x 2 1M 2,5x
3 0,1M 50x 3 0,1M 25X
4 0,1M 50x 4 0,1M 25X
5 0,01M 500X 5 0,01M 250x
6 0,01M 500x 6 0,01M 250X
7 0,001M 5000x 7 0,001M 2500x
8 0,001M 5000x 8 0,001M 2500x
9 oM 9 oM
10 oM 10 oM

Tab. 1,2 Koncentrace vychytava¢u v jednotlivych vzorcich

Vzorky byly vystaveny Géinkiim 1Z *°Co (absorbovana davka ve vzorcich byla 10Gy) a poté
byly aplikovany do 1% agarového gelu. Abychom oddélili rizné konformace DNA, uzili jsme
elektroforetické metody. Jedna se o metodu zaloZzenou na rozdilné rychlosti migrace rizné
poskozené DNA ve stejnosmérném elektrickém poli. Do gelu jsme ptidali fluorescencni
barvivo SYBR Green I, které umoznuje pozorovat rozmisténi DNA ve vzorcich pod UV
zatenim.

Obr.3 Vysledny gel s ethanolem pod UV Obr.4 Vysledny gel se slivovici pod UV



Vysledky

Analyzou obr. 3 a obr. 4 pomoci softwaru
Luthien jsme ziskali procentudlni zastoupeni
jednotlivych konformaci DNA. Konformace DNA
mohou byt sto¢ené, kruhové (SSB) ¢i linearni (DSB)
dvousroubovice (obr. 5). Zpoméra plochy
jednotlivych  pikt  jsme  stanovili  vytézky
jednoduchych a dvojnych zlomi DNA. Vysledky

uvadime dale v tabulce a grafu.
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Obr. 5 Zlomova poskozeni DNA

Ethanol
Vzorek | Koncentrace Stoéena | Linearni SSB DSB

1 1M 90,16 0 0,103584 0

2 1M 85,31 0,79 0,166747 | 0,007963
3 0,1M 70,4 1,8 0,368817 | 0,01833
4 0,1M 81,59 2,63 0,229424 | 0,02701
5 0,01M 53,05 0,8 0,641903 | 0,008065
6 0,01M 57,3 1,77 0,574415 | 0,018019
7 0,001M 47,79 0,37 0,742047 | 0,003714
8 0,001M 447 0,49 0,810085 | 0,004924
9 oM 28,49 1,27 1,268237 | 0,012863
10 oM 34,88 0,57 1,05894 | 0,005733

Slivovice
Vzorek | Koncentrace | Stofena | Linearni SSB DSB

1 oM 43,09 1,9 0,861 0,019

2 oM 43,26 0,52 0,843 0,005

3 1M 90,51 0 0,100 0,000

4 1M 94,99 0 0,051 0,000

5 0,1M 74,98 6,56 0,351 0,070

6 0,1M 85,83 1,6 0,169 0,016

7 0,01M 68,17 1,31 0,396 0,013

8 0,01M 66,81 1,16 0,415 0,012

9 0,001M 51,78 1,51 0,673 0,015
10 0,001M 70,54 1,45 0,363 0,015

Tab. 3, 4 Procentualni zastoupeni jednotlivych struktur DNA a odpovidajici mnozstvi SSB a DSB
Legenda k tabulkdm
SSB - single strand-break — jednoduchy zlom
DSB — double strand-break — dvojny zlom
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Obr.6 Zavislost mnozstvi jednoduchych zlomi na koncentraci vychytavace

3 Shrnuti

Na gelu po ozéateni UV se vyobrazily tfi piky (viz Obr. 3, 4). Dolni pik znazorfioval formu
stocenou (neposkozenou DNA), horni pik formu relaxovanou a stfedni formu lineéarni.

Dle nasich ptedpokladti chrani ethanol i slivovice lidskou DNA pied ioniza¢nim zarenim.
V bézném zivoté neni mozné chranit DNA slivovici ani jinym typem alkoholu, nebot by
¢lovéka diive zabil alkohol nez pronikajici zateni (alkohol by se méfil v procentech, nikoli
v promile).
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