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Sezndmime se s metodou agarozové elektroforézy. Prozkoumdme, jak pritomnost riznych
sloucenin (scavenger() zmensuje riziko poskozeni plasmidové DNA ionizujicim zdrenim.

DNA, velice strucny zaklad

Bunka, zakladni stavebni a funkéni jednotka Zivych systéml, se dd kratce popsat jako velmi
zfedény vodny roztok. Obsahuje 60 az 90 % vody, anorganické latky a z organickych zejména
bilkoviny, sacharidy, tuky a nukleové kyseliny. Z hlediska dopadd zareni na organismus je
zasadnim teréem zejména DNA, jejiz poskozeni mlze mit fatdlni ndsledky pro konkrétni
buriku i pro cely organismus, zatimco radia¢ni poskozeni bilkovin a dalSich soucdsti buriky je
vétsSinou rychle kompenzovano syntézou novych molekul.

Patefi DNA neboli deoxyribonukleové kyseliny je opakujici se sekvence sacharidu
deoxyribdzy a fosfatu. Na kazdy sacharid se vaze jedna ze ¢tyf moznych dusikatych bazi, bud’
purinovych (adenin A, guanin G), nebo pyrimidinovych (cytosin C, thymin T). Trojice skladajici
se ze sacharidu, fosfatu a baze se nazyvd nukleotid. Dva komplementdrni fetézce jsou
spojeny vodikovymi muUstky mezi prislusnymi komplementarnimi pary nukleotidd (Obr. 1) a
prostorové stoCeny do charakteristické Sroubovice. Diky vnitfnim vazbdm i vazbdam
s bunéénymi bilkovinami je vldkno DNA prostorové uspofadano a stabilizovano do slozitych
vysSich struktur. Pro nase ucely rozliSme chromozomadlni DNA (delsi vldkna nesouci hlavni
Cast genetické informace) a plasmidovou DNA (mensi kruhové molekuly vyskytujici se
predevsim v cytosolu nékterych bakterii, samostatné se replikujici a nesouci nékteré
doplrikové informace).
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Obr. 1 Parovani komplementarnich bazi DNA
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Radiacni poSkozeni DNA

Energie ionizujiciho zafeni (1Z) absorbovand burnkou zpUsobi excitace a ionizace atomuU a
molekul podél stopy &astice (fyzikdlni stadium, 10™* — 10™% s). Vytvorené ionty, radikaly a
excitované atomy interaguji sami se sebou a s dalsimi molekulami, pficemz mohou
poskozovat rizné struktury bufiky (chemické stadium, 10° — 10 s). Tato poskozeni mohou
vést ke zmé&nam v celém organizmu (biologické stadium, stovky sekund az roky)"™.

Pokud je energie absorbovana pfimo v misté cilové molekuly, mluvime o poskozeni pfimém,
pokud k poskozeni dochdzi zprostfedkované pres produkty radikalovych reakci vody, jedna
se o poskozeni nepfimé. Vzhledem k malé pravdépodobnosti pfimého zdsahu biomolekul,
zejména u zareni gama, ma nepfimé poskozeni vétsi vyznam.

Molekuly vody jsou ionizujicim zafenim ionizovany [1] a excitovany [2] nasledujicim
zptisobem'?

H,0—2>H,0" +e” [1]
H,0—2—>H,0" [2]

Pokud maji vyrazené elektrony dostate¢nou energii, mohou excitovat a ionizovat dalsi
molekuly vody. Excitovand molekula i radikdlovy kation vody se okamzité rozkladaji dal. Po
prvni sérii reakci vznikaji tedy hydratované elektrony e,,, vodikovy a hydroxylovy radikdal H®
a OH®, molekuly vodiku H,, peroxidu H,0,, a hydratované protony H;0"?. Za nejvétsi gkody
je zodpovédny hydroxylovy radikal OH®, ktery je velmi reaktivni a prakticky okam?Zité reaguje
s molekulami ve svém okoli tak, ze z nich vytrhava atomy vodiku. Jeho Zivotnost je asi 107 s
(v savcich bunkach), takZe vétsina reakci se odehrdva pfimo v misté vzniku radikalu.

Nepriznivé pusobeni volnych radikald maze byt redukovano pritomnosti tzv. vychytavacu
neboli scavengerl. Mezi Gcinné scavengery patfi napf. thioly, vitamin E, vitamin C, alkoholy a
mnoho dalsich.

Vci oxidaénimu poskozeni je, jak uz bylo rfeceno, citliva zejména DNA. Zareni mlzZe vyvolat
zlomy na fetézcich dvojsroubovice — bud pouze jednoho, tzv. jednoduchy zlom, ktery vede
k rozvolnéni vysSich struktur DNA, nebo obou, tzv. dvojny zlom, po kterém vznikaji
fragmenty DNA s nizSi molekulovou hmotnosti. PoSkozeni dusikatych bazi vede vétSinou
k uvolnéni plvodnich vodikovych vazeb, pficemZz mohou vznikat nové vazby, bud uvnitf
jedné molekuly, anebo mezi vice molekulami DNA (tzv. crosslinks). Drtiva vétSina oxidacnich
posSkozeni DNA je opravena, ale pokud nejsou, mohou zpUsobit mutace a chromozomalni

poékozeni(3).

Elektroforetické metody

Pfi studiu radiacnich poskozeni DNA i bilkovin se vedle iontové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie casto vyuzZivaji elektroforetické metody. Jejich princip spociva v rozdilné
pohyblivosti nabitych molekul v elektrickém poli. Pfi separaci bilkovin a nukleovych kyselin
nebo jejich fragmentl je to nejpresnéjsi dostupnda metoda. Za objev elektroforetické
separace bilkovin krevniho séra obdrzel v roce 1948 svédsky chemik Arne Tiselius Nobelovu
cenu.
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Elektroforetickd pohyblivost p je definovana jako rychlost pohybu nabité molekuly
v elektrickém poli s jednotkovou intenzitou E. Na takovou molekulu pusobi jednak elektrickd
sila F; = Q.E, kde Q je naboj, a jednak sila odporu prosttedi F, = kv, kde je k je koeficient
zavisly na tvaru a velikosti Cdstice a téz na viskozité prostredi. Se vzrlstajici rychlosti
molekuly, roste i odpor prostredi, az se obé sily vyrovnaji a je dosazeno rovnovahy. Molekula
se potom pohybuje konstantni rychlosti a jejich pohyblivost |ze vyjadfit vztahem

v_Q [3]

E Kk

V pfipadé pouze castecné disociovanych molekul, jako jsou bilkoviny ¢i nukleové kyseliny,
musime uvaZovat tzv. efektivni pohyblivost e, ktera je jeSté zavisla na stupni disociace a
podle

et = pet [4]

Stupen disociace lze ovliviiovat volbou pH pufru, ve kterém je molekula disociovdna, a tim
také ménit separacni moznosti systému.

Difuze vzorkd, kterd by probihala ve volném prostredi, je u elektroforetického systému
potlatena volbou gelového nosného média. Podle druhu gelu rozliSujeme Ctyfi

elektroforetické systémy: Skrobovy, polyakrylamidovy, acetylcelulézovy a agarézovy™.

V agardzovém elektroforetickém systému lze separovat rlizné formy plasmidové DNA
vznikajici rznym stupném poskozeni:

W stocena (forma bez zloma)

/ stotend \ kruhova neboli relaxovand (s jednim
558 DSB zlomem na jednom vlakné nebo s vice
l[ \ takovymi zlomy v dostate¢né vzdalenosti
od sebe)
linearni s jednim zlomem na obou
— DB —> , (s ]
vlaknech)
SSB*
) o Po mnohonasobném poskozeni se linedrni
kruhova linedrni .
( } ) forma degraduje.
SSB / K SSB
SSB*
blizko plvodni SSB degradovana’

SSB = single strand-break (jednoduchy zlom)
DSB = double strand-break (dvojny zlom)
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V elektrickém poli za nasSich podminek tyto formy
migruji rGznou rychlosti a to v poradi:

kruhova (nejpomalejsi)
linedrni

stoCena forma (nejrychlejsi)

Uloha

Rozhodnéte, ktery scavenger (ethanol, dimethyl sulfoxid, glycylglycin) je nejucinnéjsi pfi
ochrané plasmidové DNA ped riiznymi davkami zafeni gama ®Co.
K Uloze jsou pfipravené nasledujici chemikalie:

destilovana H,0

ethanol

DMSO (5 M)

GlyGly (1.5 M)

plasmid pBR322 (0.5 pg/ul)

fosfatovy pufr (pH 8, 0.1 M)

agarosa

TAE pufr (pH 8, 50x)

SYBR Green |

nanaseci (loading) pufr

1. Priprava vzorku

Pfipravte si tfi sady po tfech vzorcich, které budou vidy obsahovat 100 ng DNA v 20 mM
fosfatovém pufru a celkovy objem vidy doplnite vodou do 10 pl. Prvni vzorek nebude
obsahovat zadny scavenger, dalsi dva rGzné koncentrace vychytavaci dle tabulky:

sada €. scavenger koncentrace
1 C;Hs0H 0,01a0,1M
2 DMSO 0,01a0,1M
3 GlyGly 0,01a0,1M

2. Priprava gelu pro elektroforézu
Pfipravte si 40 ml 1 % agardzovy gel v 0.5 x TAE. Roztok pfikryjte alobalem a dejte za stalého
michani povafit, dokud se nevycefi. Poté nechte chladnout az na 60 °C. Pridejte
fluorescencni barvivo SYBR Green | vpoméru 1: 10000 a promichejte. Poté vlijte do
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prislusné formy, zamezte alespon ¢astecné pristupu svétla (SYBR je citlivy na svétlo) a nechte
tuhnout.

3. Ozarovani vzorku kobaltem 60

Vzorky ozatujte na zdroji ®°Co davkou 10 Gy ve vzdélenosti 0.293 m na vzduchu za pokojové
teploty.

vy e o At _ In2
Vypoctéte doby ozarovani, vite-li, ze — =e *al=—",kde

Ao
b
Ao je aktivita zdroje k 1.1.1997 (aktivita je poCet pfeménénych jader za sekundu)
At je aktivita zdroje k 17.6.2013 (tj. po ¢ase t = 6011 dni)

A je pfeménova konstanta a Ty, je polocas rozpadu (oboje vyjadfuje miru aktivity, Ty,
kobaltu 60 je 1925,5 dn().

Déle vite, Ze pfikon zdroje ve vzdalenosti 1 m k 1.1. 1997 byl 0,0032497 Gy/s, vypoctéte tedy
a) jaky je nyni prikon zdroje ve vzdalenosti 1 m
b) jaky je nyni pfikon zdroje ve vzdalenosti ozafovani
c) jak dlouho trva ozéfit v této vzdalenosti vzorky 10 Gy.

Napovéda: pfikon zdroje je umérny aktivité a klesd s druhou mocninou vzdalenosti.

Spravna odpovéd: ....

4. Elektroforéza

Ztuhly gel pfesuneme do horizontalni 1azné, kterou vyplnime 0.5 x TAE pufrem. Do kazdého
vzorku priddme 2 pl nanaseciho (loading) pufru a rychle nanasime vzorky na gel
v definovaném potadi (kazdy do jedné jamky). Elektrody zapojime tak, aby DNA migrovala na
gelu ve spravném sméru. Nastavime 100 V napéti tak a zapneme elektroforézu. Migrace trva
hodinu, ¢as aktivné vyplnime obédem.

Otazka: Jaky naboj ma DNA a kam se v elektrickém poli tedy bude pohybovat?

5. Zobrazeni gelu
Gel opatrné vyndame z lazné a vyfotime v temné komore na UV stolku.

6. Vyhodnoceni vysledki

Vysledky vyhodnotte pomoci programu Luthien. Sestavte protokol a prezentaci, kde
diskutujte vlastni méreni. Protokol bude mimo jiné obsahovat: kratky popis jednotlivych
scavengerl vcéetné vzorcl, vypocet doby ozareni, graf vyhodnoceni zmén stocené formy
plasmidové DNA, hezké obrazky, predevsim gelu.
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