Jak chranit DNA pied zafenim
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Abstrakt:

Pti ozateni DNA ionizujicim zafenim muize krom ptimého poskozeni, kdy je energie
absorbovana molekulou DNA, dojit k neptimému poSkozeni vzniklymi volnymi radikaly,
jejichz negativni u¢inky mohou byt omezeny tzv. vychytavaci (scavengery). Nas cil byl zjistit
mozné vyuziti etanolu (vodky 40%) jako vychytavace. K zjisténi stupné poskozeni DNA pfi
vyuziti rizné koncentrace ethanolu jsme vyuzivali metody agar6zového elektroforetického
systému s neutralnim pufrem. Z nasich vysledkd vyplyva, Ze ethanol (vodka 40%) ma
schopnost chranit DNA pifed nepfimymi u¢inky ionizujiciho zafeni.

1 Uvod

Nejzavaznéjsi dopad ionizujiciho zafeni je na mfm
DNA. V ptipad¢ poskozeni dojde k fatalnim ) }
nasledkim, nebot' pravé DNA je nositelem / tocend \
genetické informace, jiné latky (napf. :
proteiny) jsou nahraditelné, DNA nikoliv.

Jsou dva mozné typy ucinku ionizujiciho = =
zafeni, a to pfimé ¢i nepiimé. Riziko ptimého (e L /
poskozeni, tedy ionizaci samotného DNA, je /
nevelké. V nasem vyzkumu jsme se zaobirali 8 -
druhym typem, a to nepfimym poSkozenim. Xruhava linGEmi
Nepiimé poskozeni je zplsobeno ionizaci ( T 'T‘ )
vody a naslednym napadenim DNA radikaly. ' - N 58
Utinek zafeni miZe znepoikozené formy '
plasmidu bez zlom1 (sto¢end) vytvofit plasmid
kruhovy s jednim jednoduchym zlomem na gegracavand
jednom vldkné, anebo linedrni s jednim
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dvojnym zlomem na obou vlédknech, viz obrazek 1.
Pokusime se zjistit jaky vliv ma ethanol na nepfimy ucinek ionizujiciho zafeni, tedy rozsah
poskozeni plasmidu.

2 Experiment

Experiment prob&hl v radiobiologické laboratoii Oddéleni dozimetrie zafeni, Ustav jaderné
fyziky AV CR pod vedenim Ing. Katetiny Pachnerové Brabcové, Ph.D.. S velkou peclivosti a
piesnosti bylo pfipraveno devét vzorkt, na kterych néasledné probéhlo testovani.

Metodika:

Ptipravili jsme si devét vzorkt, obsahujicich 50 ng neposkozeného plasmidu pBR322 a 2 pul
fosfatového pufru draselného. Do osmi z nich jsme pfidali rizné koncentrace vodky, viz
tabulka €. 1.

vzorek vodka obj c ethanolu (%)

1 7 ul 40 obj% 20
2 2.35 ul 40 obj% 10
3 7 ul 4 obj% 2
4 2.35 ul 4 0bj%

5 7 ul 0.4 obj% 0.2
6 2.35 ul 0.4 obj% 0.1
7 7 ul 0.04 obj% 0.02
8 2.35 ul 0.04 obj% 0.01
9 - 0

Tabulka 1

Nasledn¢ jsme vzorky ozéfili zdrojem gama zéteni %Co davkou 50 Gy ze vzdalenosti 268
mm na vzduchu za pokojové teploty.

K separaci jednotlivych forem plasmidové DNA dle rozsahu poSkozeni jsme pouzili metodu
agardzového elektroforetického systému s neutrdlnim pufrem. Tato metoda je zalozena na
principu rozdilné pohyblivosti rizn¢ velkych nabitych molekul na gelu v elektrickém poli.
Ptipravili jsme si 1% agarézovy gel v TAE pufru pro elektroforézu s fluorescenénim
barvivem SYBR Green I v poméru 1:10000.

Fluorescen¢ni barvivo se po pfidani vzorku s plasmidy navaze na DNA a umozni nam
sledovat pod UV lampou jeji posun, viz obrazek 2.



Narist poskozeni

kruhova
Smér
W hybu
linearni pony
stocena
L 4
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Vysledky:

Praci jsme vyhodnotili za pomoci programu Luthien. Tento program se pouziva na analyzu
dat, vyobrazeni v grafech a vyhodnoceni danych grafu.

&islo vzorku koncentrace stoCeny kruhoyy lineérpi
ethanolu (%) plasmid (%) |plasmid (%) |plasmid (%)

1 20 73 19 9
2 10 72 18 10
3 2 68 22 10
4 1 69 23 8
5 0,2 49 42 8
6 0,1 40 54 7
7 0,02 11 79 9
8 0,01 11 83 6
9 0 5 89 6

Tabulka 2



Graf zavislosti procentudlniho zastoupeni kruhové a stocené formy
plasmidu na koncetraci ethanolu ve vzorku
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Z grafu (obrazek 3) vyplyva, Ze ethanol chrani plasmidovou DNA pied nepfimymi ucinky
ionizujiciho zafeni, pfi¢emz k vyraznému zvySeni ochrany dochédzi pii koncentraci zhruba
0,02 %.

/4 W
3 Zavér
Vysledek nasi prace ukazuje, Ze ethanol snizuje mozZnost poskozeni makromolekuly DNA
pred nepfimymi ucinky ionizujiciho zafeni, pfi¢emz k evidentnimu nértstu ochrany dochazi
pfi koncentraci zhruba 0,02 %.
Je nutné podotknout, Ze momentalné je tato metoda v praxi nevyuzitelnd, slouzi pouze
k védeckym ucelim. V budoucnosti by vSak mohlo byt voditkem k ochrané DNA proti

ionizacnimu zafeni (pf. jaderna katastrofa, ochrana kosmonautti ve vesmiru proti kosmickému
zaieni).
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