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Abstrakt

Bakterialni spory predstavuji formu jednoho z nejodolnéjSich organismi Vv biosféte. Zaroven dokazou
byt nékteré kmeny bakterialnich spor pro cloveéka toxické, coz vede k pozadavku jejich dostatecné
inaktivace ¢i eliminace vhodnymi metodami. Jednim z prostiedk, jak tohoto cile dosahnout je uziti
ionizujiciho ¢i UV zafeni. Diplomova prace se zabyva studiem interakce ionizujiciho zatreni se sporami
kmene Bacillus subtilis a vlivem ozafovani na miru inaktivace téchto spor pii pouziti rtiznych
davkovych piikoni. Teoretickd Cast prace rozebird popis bakterialnich spor a jejich rezistence vuci
ionizujicimu zéfeni. V reSerSni Casti praci jsou podrobné popsany dosud provedené experimenty
S ionizujicim zafenim a diskutovany jejich vysledky. Na zaklad¢ znalosti prvkového rozlozeni v ¢astech
spory Bacillus subtilis je pfedstaven model bakterialni spory a jejich ¢asti. Pomoci tohoto modelu je
simulovana interakce ionizujiciho zafeni ve formé fotoni a elektronti se sporou. Vystupem simulaci jsou
efektivni hmotnostni soucinitelé absorpce pro fotony a hmotnostni linearni brzdné schopnosti pro
elektrony reprezentujici jednotlivé ¢asti spory. V experimentalni ¢asti jsou provedeny ozafovaci
experimenty s plazmidovou DNA k ovéfeni davkového rozsahu u¢inku pouzitého radikalového
vychytavace. Vysledky z téchto méfeni jsou aplikovany v experimentech s urychlenymi elektrony s
nizkym davkovym ptikonem, pfi kterych byly ozatfovany suspenze spor spolu s proménnou koncentraci
vychytavace. Pro studium ucinku vysokych davkovych ptikonti na inaktivaci spor je vyuzit zdroj zafeni
ve vodnim okné&. Tento zdroj je charakterizovan davkovym piikonem dosahujicim 2,9x10' Gy-s™.
Z provedenych experimentl jsou zkonstruovany kiivky preziti a stanoveny hodnoty decimac¢nich davek.
Rozdilné hodnoty decimacnich davek pro rizné pouzité davkové ptikony jsou diskutovany v zavéru
prace.
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Abstract

Bacterial spores represent form of one of the most resistant organisms in the biosphere. At the same
time, some strains can be toxic to humans, which leads to the requirement for their sufficient inactivation
or elimination by appropriate methods. One of the approaches to reach this goal is to use ionizing or UV
radiation. Scope of this thesis is to give a description of the interaction of ionizing radiation with spores
of Bacillus subtilis strain and the effect of irradiation on the extent of inactivation of these spores by
using different dose rates. The theoretical part of the thesis describes bacterial spores and their resistance
to ionizing radiation. The research part of the thesis gives detailed description of the experiments that
has been conducted to date using ionizing radiation and discusses their results. Based on the knowledge
of the elemental distribution in the components of Bacillus subtilis, a model of the bacterial spore and
its parts is presented. Using this model, the interaction of ionizing radiation in the form of photons with
the spore model is simulated. The output of this simulation represents effective mass photo absorption
coefficients for photons and mass stopping power coefficients for electrons for the spore components.
In the experimental part, irradiation experiments with plasmid DNA are performed to verify the dose
ranges of the effect of the radical scavenger used. Results from these measurements are applied in
experiments using accelerated electrons with low dose rates in which spore suspensions were irradiated
along with variable concentrations of the scavenger. To study the effect of high dose rates on the spore
inactivation a source with the emission in the water window is used. This source is characterized by a
dose rate reaching 2.9x10™ Gy-s™. From the experiments performed, survival curves are constructed,
and decimation dose values are determined. The different values of the decimation doses for the different
dose rates used are discussed in the conclusion of the thesis.
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Seznam pouzitych zkratek
CFU — Z anglického ,,Colony Forming Units“, pocet jednotek tvotici kolonie
DPA — Kyselina dipikolinova (pyridin-2,6-dikarboxylova kyselina)
DNA — Deoxyribonukleova kyselina
SP — Z anglického ,,Spore Photoproduct™ (thyminyl-thymin addukt)
SASP — Z anglického ,,Small Acid-Soluble Proteins® (malé, v kyseliné rozpustné proteiny typu o/f)
UV — Ultrafialové zéteni a jeho déleni
UV-A (315-400 nm)
UV-B (280-315 nm)
UV-C (100-280 nm)

STEM/EDS - Z anglického ,,Scanning Transmission Electron Microscopy/Energy Dispersion
Spectroscopy* (transmisni elektronova mikroskopie s energiové disperzni spektroskopit)

SSB a DSB — jednoduchy a dvojny zlom



1 Uvod

V potravinaiském, medicinském a védnim odvétvi je kladen diiraz na sterilitu prostfedi, ktera dopoméaha
ke spravnému provedeni ozkouSenych postupt. Nékteré kontaminanty 1ze eliminovat technologicky
jednoduchymi procesy, ale existuji takové, které odolavaji neptiznivym podminkam po velmi dlouho
dobu. Jednim ze zastupci této kategorie jsou bakterie, které jsou schopné vytvaret spory. Spora je
dormantni faze bakterie, vznikajici v pfipadé nedostatku nutrienti v okoli bakterii, kterd se projevuje
utlumenym metabolismem a nizkym obsahem vody, diky ¢emuz je schopnd odolévat neptiznivym
podminkam.

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSerSi studia inaktivace bakteridlnich spor, predevSim
Bacillus subtilis, riznymi ozafovacimi technikami a ozafovacimi podminkami, provést pocitacové
simulace depozice energie zafeni v jednotlivych ¢astech spory, ozafit divoky kmen B. subtilis riznymi
dostupnymi druhy zafeni a z naméfenych vysledkl zkonstruovat kiivky pfeziti.
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2 Teoreticka cast

2.1. Interakce ionizujiciho zareni s hmotou
2.1.1. Teorie stop

Nabitd castice, ktera proléta danym prostfedim ptedava svoji energii do okoli po kvantech, takze podél
jeji drahy vznika prostor s vysokou hustotou excitaci a ionizaci, pti kterych vznikaji sekundarni
elektrony, které ziskanou energii predavaji dal do okoli. Takova draha Castice v prostfedi se obecné
nazyva stopa. Pfenos energie probiha v riznych energetickych rozsazich, které 1ze délit na: spury (od 6
do 100 eV), bloby (100 az 500 V) a kratké stopy (500 az 5000 eV). Pti predani vétsiho mnozstvi energie
nez 5 keV dochazi ke vzniku sekundarniho elektronu vytvarejiciho vlastni stopu, ktera se oznacuje jako
vétvena stopa [1]. Jednotlivé utvary jsou zobrazeny na Obr. 1.

ls’p""y 7)

T <100 eV 4

Draha primarni £astice
- . >

Jadro stopy
Polostin

Vétvena stopa
Kratka stopa = 5000 eV

< 5000 eV

& - elektrony

Obr. 1: Schéma stopy nabité ¢astice v prostiedi. Pievzato z [2].

Z Obr. 1 je patrné, Ze v zavislosti na velikosti pfedané energie ve stopé se odviji draha doletu
sekundarnich elektrond. V piipadé kratkych stop se sekundarni elektrony nazyvaji delta elektrony a jsou
schopny dale v prostfedi vytvaret svou vlastni stopu, podobn¢ jako primarni Castice, avSak pouze ve
velmi omezené mife, kvlli nizké absorbované energii. U blobl sekundarni elektrony ziskavaji
dostate¢nou energii k ionizace okoli, av§ak nové uvolnéné elektrony ztraci energii nedaleko mista
vzniku, a tim se objem blobti zna¢né snizuje. Spury jsou objemové nejmensi entity, u kterych dochazi
pouze k ionizaci od primarni ¢astice. Dle Mozumder a Magee [3] v pfipadé interakce elektronu o energii
1 MeV s prostiedim 65 % energie vytvoii spury, 15 % bloby a 20 % kratké stopy.

2.1.2. Interakce fotond s hmotou

Interakce fotonového zafeni nebo nabité Castice s prostiedim vede k Siroké skale procest, které jsou
principialné zalozené na piedani kinetické energie okoli. U fotond o energiich v oblastech extrémniho
ultrafialového, mékkého a tvrdého rentgenového nebo zateni gama dochazi k predani kinetické energie
tfemi procesy. Jedna se 0 fotoelektricky jev (tzv. fotoefekt), Comptontiv rozptyl a tvorba elektron-
pozitronového paru. Energie se primarné predava interakcemi fotona s elektrony, které jsou vazany
v prostiedi, pti¢emz pii fotoefektu a tvorbé pard se interagujici foton uplné absorbuje. K vychyleni
fotonu a naslednému poklesu jeho energie dochazi pti Comptonové rozptylu nepruznou srazkou
s elektronem. Celkové zastoupeni téchto procest v elektromagnetickém spektru je znazornéno pomoci
jejich hmotnostnich soucinitel absorpce na Obr. 2.
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Obr. 2: Pribéh hmotnostnich souciniteld absorpce ve vodé v zavislosti na energii dopadajicich fotont.

Z Obr. 2 je patrné, Ze celkovy hmotnostni souéinitel absorpce je tvofen ptispévky jednotlivych procest.
Pro prvky o rizném protonovém C¢isle Z Ize na zakladé prisec¢ikd hmotnostniho soucinitele absorpce
prvka pro jednotlivé procesy vytvofit zavislost, z niz je mozné rozhodnout, ktery z procesa bude pro
danou energii fotonu dominantni. Takovato zavislost je uvedena na Obr. 3.
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Obr. 3: Hraniéni oblasti protonového ¢isla Z a energie fotonu oddé€lujici dominantni procesy absorpce.

Z pohledu zdrojti zafeni uzitych v praktické casti této prace je dileZité se zaméfit pouze na
fotoelektricky jev.

Fotoefekt je dominantnim procesem v oblasti extrémniho ultrafialového a mékkého rentgenového
zateni. Pokud energie dopadajiciho fotonu je rovna ¢i piesahuje vazebnou energii elektronu, vede tato
interakce k emisi daného elektronu z jeho orbitalu do oblasti kontinua. Vyrazeny elektron (fotoelektron)
opousti orbital s kinetickou energii rovnou rozdilu energie dopadajiciho fotonu a jeho vazebné energie.
V piipadé, Ze je elektron vyrazen fotonem z atomu a navic opousti povrch ozafovaného materialu, je
tieba jeste od jeho vysledné kinetické energie potieba odecist tzv. vystupni praci elektronu, kterou Ize
definovat jako energii potfebnou pro prenos elektronu z materialu do vakua [2]. Vakantni misto
v orbitalu je rychle zaplnéno elektronem z vyssich orbitald elektronového obalu za soucasné emise
charakteristického zatreni (fluorescence) ¢i emise Augerova elektronu. Tyto dva procesy si mezi sebou
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konkuruji a jsou zavislé od protonového ¢isla Z atomu, ve kterém probihaji. Pro materidly o nizkém
Z (2-30) je dominantnim procesem emise Augerova elektronu.

2.1.3. Radiolyza vody

Vétsina roztokd a zivych systému obsahuje ve vysokém procentualnim zastoupeni kapalnou vodu, diky
¢emuz se dostala voda do poptedi zajmu studia radiaénich chemie. Interakci ionizujiciho zafeni s vodou
vede K jeji radiolyze. Obecné je radiolyza definovana jako radiaéné chemicky proces, pii kterém
dochazi, vlivem ucinku zafeni, k rozkladnym chemickym reakcim ve studovaném systému a
naslednému vzniku nové chemické latky [4].

Pii seznamovani s radiolyzou vody je vhodné také definovat métitko chemickych zmén zpisobenych
ucinkem ionizujiciho zateni, tzv. radiatn€ chemicky vytézek. Radiacné chemicky vytézek lze definovat
vztahem:

G () =", (2)

kde G (x) [mol-J?] je radia¢né chemicky vytézek, n (x) [mol] je latkové mnoZstvi entit X, u kterych doslo
k n¢jaké zméné predanim stfedniho mnozstvi energie & [J] [2].

Radiolyza vody se Casové rozd€luje do tii po sobé nasledujicich fazi, podle procesu, které zrovna
probihaji, pficemz cely proces lze zapsat souhrnné:

H20—> egq,HO ',H',H202,H30+,0H_,H2,H02 " (2)

kde €5, H- @ HO" jsou povazovany za nejvice reaktivni produkty.

Prvni faze se nazyva fyzikalni a probiha do 10*° s od pocatku radiolyzy. Tato faze se vyznaluje
pocatecni ionizaci, ukladanim energie a naslednou rychlou relaxaci molekul. Béhem této faze vznikaji
ionizované molekuly vody (H,0"), excitované molekuly vody (H.O") a volné elektrony (e").

Nasleduje fyzikalné-chemicka faze, ktera probiha v ¢ase 10°° az 1012 s po interakci. Béhem fyzikalng-
chemické faze dojde k solvataci volného elektronu z fyzikalni faze:

e” = eaq @)

k iontové-molekulové reakci ionizovanych molekul:
H,0* + H,0 » HO -+ Hy0* (4)
a disociaci excitovanych molekul:
H,0* » HO-+H-. )
Posledni faze trvajici 1072 az 10 s se nazyva chemickd. Latky v této fazi reaguji sami se sebou ve

stopach, ze kterych nésledné difunduji do roztoku, kde mohou reagovat s okolnimi molekulami.
Celkové schéma radiolyzy vody je znazornéno na Obr. 4 [5].
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Obr. 4: Schéma radiolyzy vody. Ptelozeno z [5].

Schéma na Obr. 4 Ize povazovat pouze za orientacni, protoze radiolyza vody je zavisla na pH, teploté,
pritomnosti kysliku a jinych faktorech, které¢ vedou k rozdilim dil¢ich reakci, av§ak primarni vytézky
produktti radiolyzy jsou v rozpéti pH 2-12 konstantni [6].

Naptiklad rozdilné reakce lze pozorovat v kyselém prostiedi, kde dochazi k rychlé reakci oxoniového
iontu se solvatovanym elektronem dle rovnice

eqq + H;0" - H -+ H,0. (6)

Tuto extrémné& rychlou reakci, jejiz rychlostni konstanta dosahuje 2,3x101° Mgt

Frickeho dozimetr, o kterém se v textu prace zminim pozdé&ji [7].

vyuzivd napf.

2.1.4. Chemicka dozimetrie

Ke stanoveni deponované davky ionizujicim zafenim v materialu jsou v radia¢ni chemii vyuzivany
rtizné dozimetrické metody. Jednou z takovychto metod je vyuziti chemickych systému, ve kterych po
absorpci ionizujiciho zafeni dochazi ke vzniku definovanych reakci. Tyto systémy se nazyvaji chemické
dozimetry. Aby bylo mozné takovéto dozimetry ke sledovani deponované davky pouzit, je vhodné, aby
byl radiacn¢ chemicky vytézek konstantni neboli koncentrace produktti radiolyzy linearn¢ rostla
S absorbovanou davkou. V piipadé, ze by tato podminka nebyla splnéna, je nutné nejprve vytvofit
kalibra¢ni kfivku, pomoci které 1ze nasledn¢ dany dozimetr kalibrovat. PrestoZe byla objevena velka
fada takovychto chemickych systémd, pouziti nékterych z nich komplikuji faktory, jako napf.: teplotni
stabilita produktu, davkovy rozsah detekce a stabilita radiaéné chemického vytézku vuci koncentraci
primarni slozky [8]. Vhodnym chemickym dozimetrem, jenz spliiuje vySe zminéné podminky a neni
ovlivnén komplikujicimi faktory je Frickeho dozimetr.
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Frickeho dozimetr je jednim z nejvice vyuzivanych chemickych dozimetrii viibec. Proces detekce je
zaloZen na principu oxidace Zeleznatych iontti (Fe?*) na Zelezité (Fe®") v kyselém prostiedi vlivem
absorpce ionizujiciho zafeni v roztoku dozimetru. Cely proces je mozné zjednodusen¢ popsat
nasledujicimi reakcemi [9]:

OH + Fe?t - Fe3t + OH™, ©)
OH™ + H* > H,0,

HO, - +Fe?* — Fe3* + HO;, 8
HO; + H* = H,0,,

H,0,,+ Fe?* - Fe3* + HO -+ OH™, 9)
OH™ +H* - H,0,

H-+ 0, HO,- (10)

Pfi¢emz je brano v potaz, ze veskeré € g zreaguji s volnymi protony v nadbytku za vzniku vodikového
atomu, viz reakce €. (6). Podle posledni uvedené reakce je diilezité, aby byl dozimetr dostate¢ne nasycen
vzdus$nym kyslikem.

Koncentraci vzniklych Zzelezitych iontli je nasledné mozné spektrofotometricky zjistit méfenim
absorbance pfi vinové délce 304 nm.

Pro vypocet radiacné-chemického vytézku zelezitych ionti Frickeho dozimetru, ktery je nasyceny
kyslikem lze pouzit rovnici:

G (Fe3*) =2G(H,0,) +3[G(H) + G(HO, ") + G(egy) ]+ G(HO ), (11)

V piipadé elektronti o energii 15 MeV, které byly pouzity v této praci, jsem pouzil hodnotu vytézku
zelezitych iontd 1,6 umol-J* [10].

Standardné ptipravovany Frickeho dozimetr obsahuje 1mM FeSO4; 1ImM NaCl, a 0,4M H,SO,. Pted
pouzitim je vhodné roztok dostate¢né dlouho promichat se vzduchem, aby doslo k nasyceni vzdusnym
kyslikem, ktery je esencialni pro samotny proces detekce. Takto piipraveny dozimetr je schopny
detekovat v pracovnim rozpéti davek 5-400 Gy, pro davkovy piikon dosahujici hodnoty 10° Gy-s™.
Nejvétsi nevyhodou Frickeho dozimetru je vysoka citlivost na nedistoty, které mohou byt v roztoku
pritomny, a které ptisobi jako vychytdvace hydroxylovych radikald, coz vede k nelinearni odezve na
davku. Tuto nelinearitu je mozné eliminovat filtraci dozimetru po jeho piipraveni [11], nebo piipadnym
predozarenim na n€kolik desitek Gy.

Pro vypocet davky D [Gy], ktera byla deponovana v daném objemu Frickeho dozimetru lze pouzit vztah

p = Na(d=4o) (12)
Epe3+G(Fe3+) fpl’

kde A je absorbance ozafen¢ho roztoku; Ao je absorbance neozafeného roztoku; &p,3+ jsou molarni
absorpéni koeficienty Fe® iontll (gres+ = 2164 dm3-mol™-cm™ pii 304 nm); f je prevodni koeficient
(6,24-10* eV-JY); p je hustota roztoku (1,024 g-cm™) a | je opticka draha kyvety [cm] (b&Zné 1 cm).
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2.1.5. Pfimy a nepiimy ucinek

V ptipadé poskozeni bun€k ionizujicim zafenim je nutné rozliSovat puvodce poskozeni. K depozici
energie sice dochazi principialné stejné, pomoci excitaci a ionizaci, ale rozdil je v koncovém akceptoru,
kterym muze byt prostifedi nebo piimo biologicka entita. Pokud depozice energie probiha ve vodnim
prostfedi, dochdzi ke vzniku radikald, tak jak bylo popsano vyse, které nasledn€ mohou vstupovat do
reakci, které vedou k poskozeni nebo modifikaci biologicky aktivnich molekul. V takovém ptipade
hovotime o nepfimém ucinku zafeni, téz nékdy oznaCovaném jako radikalovy mechanismus. V pfipadé,
ze k depozici energie a nasledné modifikaci dojde pfimo v entité, jednd se o ucinek primy, n¢kdy
oznacovany jako zasahovy mechanismus. K lepSimu pochopeni je problematika graficky zpracovana na
Obr. 5 pomoci u¢inkti na molekulu DNA.

Molekula DNA

ionizujici » zdfend

'1|:.ru'-;a|: e
PRIMY UCINEK

ZASAHOVY
MECHANISMUS

ionizujici

= % NEPRIMY UCINEK

o ."«.{;}
1| \11.1"1! e
V™ A
\ .
) - racholyza vody

HgO — H*+ OH-

RADIKALOV‘Y
S MECHANISMUS
Obr. 5: Schéma piimého a nepfimého ucinku. Prevzato z [12].

Jak je patrné z Obr. 5, vlivem ptimého ucinku doslo k ionizaci na fetézci DNA, kterda muize vést
k modifikacim bazi ¢i fosfatové kostry. V piipadé nepfimého ucinku zptsobuji posSkozeni piedevsim
hydroxylové radikaly.

Piimy ucinek 1ze rozdélit na dvé mozné cesty poSkozeni, podle procest, které probihaji. Prvnim z nich
je tzv. oxidacni cesta, ktera probiha na principu vzniku paru volného elektronu a diry, zatimco druha
tzv. redukéni funguje na principu elektronového zachytu. Ob¢ cesty jsou znazornény na Obr. 6.
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Obr. 6: Oxidacni a redukéni cesta poskozeni DNA pfimym G¢inkem. Prevzato z [2].

Ke vzniku oxidac¢ni cesty dochazi (horni vétev na Obr. 6) béhem ozafovani DNA, kdy lze pozorovat
ionizaci na vSech bazich a cukr-fosfatovych kostrach, kde dojde k uvolnéni elektronu a vzniku diry.
V piipadé bazi dochazi k rychlému transportu dér smérem K bazi s nejnizsi ionizacni energii (guaninu),
kde se diry stabilizuji a baze timto poSkozuji. Diry, které vznikaji na cukr-fosfatovych kostrach,
zpusobuji deprotonaci deoxyribozy jako konkurenéni reakce k transportu po bazich. Poskozeni cukr-
fosfatové kostry miize vést k jednoduchym (SSB) a dvojnym (DSB) zlomtiim, popfiipadé k tvorbé
abazického mista [13].

Druhym typem je cesta redukéni (spodni vétev na Obr. 6), pii které dochazi k vazbe elektronu na DNA.
V zavislosti na konecném akceptoru a energii elektronu Ize rozliSovat dva mozné ptipady. V prvnim
pripade je elektron zachycen bazemi s nejvétsi elektronovou afinitou, coz je thymin a cytosin. Redukei
téchto bazi vznikaji jejich aniontové radikaly, které vedou k jejich poskozeni. Druhy pfipad plati pouze
pro elektrony o nizsi energii (0-10 eV), které se zachycuji na cukr-fosfatové kostie, kde dochazi k tzv.
disociativnimu zachytu elektronu, ktery nasledné zptisobuje SSB [13].

Tim, Ze je DNA obklopena vodnim prostfedim, je vhodné stanovit pomér efektivnosti inhibice DNA
mezi pfimym a nepfimym u¢inkem. Pomoci matematického modelu [14] bylo odhadnuto, ze 31 %
poskozeni DNA v bufice je zptisobeno pifimym tuc¢inkem. Model je v§ak nutné zptesnit, protoze je v ném
zapocitan vliv hydratovaného elektronu, ktery je v béZném prostiedi pohlcen kyslikem za vzniku
kyslikového aniontu O2". Po korekci bylo stanoveno zastoupeni ptimého uc¢inku na 45 %.

Z hlediska neptimého ucinku je tedy dobré se zaméfit pfedevsim na hydroxylové radikaly, které jsou
zodpovédné za vétSinu poSkozeni. Poskozeni probiha odtrzenim vodiku na libovolném uhliku
deoxyribozy, diky ¢emuz mohou vznikat SSB a DSB [15].

2.2. Bakterialni spora

Pti vzniku nepfiznivych podminek pro riist a mnozeni bakterii mize u nékterych druhit dochazet k tzv.
sporulaci. Sporulace je proces piechodu bakterie z fyziologicky aktivni - vegetativni buiiky na spici -
dormantni, ktera se vyznacuje utlumenym metabolismem a vysokou odolnosti vii¢i vnéjsim vlivam [16].
V tomto stadiu jsou buniky schopny piezit velmi dlouho dobu (az miliony let) bez potieby vnéjsich
nutrientti [17]. Je to dano tim, ze neprodukuji zadné vysoce energetické slozky jako je naptiklad
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adenozintrifosfat (ATP) nebo redukovanou formu nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) a
nevykazuji zadnou metabolickou, ¢i enzymatickou aktivitu [18].

U bakterii je mozné rozliSovat dvé zakladni klidové formy — endospory, vznikajici uvniti materské
buriky, ktera po vytvoreni endospory zanika a exospory, které vznikaji z vné&jsku matetské bunky [16].
V ramci této prace se budu zabyvat pouze endosporami. Endospory vytvari predevs§im zastupci rodt
Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum, které patii do bakteridlniho kmene Firmicutes. Nékteti
zastupci z téchto rodt jsou patogenni, napt. Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium difficile a C.
botulinum, zatimco jini, jako napt. B. subtilis nebo C. acetobutylicum znamky patogenity nevykazuji
[19].

B. subtilis je gram pozitivni rod nepatogennich bakterii tvofici endospory, vyznacujici se vysokou
odolnosti viici teplu a ostatnim nepfiznivym vlivim. Lze je nalézt napiiklad v piidé€, nebo travici
soustavé prezvykavcei a lidi. Rod B. subtilis byl pojmenovan v roce 1872 Ferdinandem Cohnem, ktery
demonstroval schopnost tvofit tepelné odolné spory. Dodnes bylo pozorovano a posbirano nékolik
stovek kment B. subtilis., které jsou schopny produkovat pres dvé desitky unikatnich antibiotik [20],
[21].

B. subtilis mize rist v prostiedi s minimalnim obsahem potiebnych nutrientti, mezi které patii esencialni
soli, uhlik, dusik a fosfor. Jako zdroj uhliku mohou poslouzit jednoduché a slozité cukry, cukerné
alkoholy, popfipad¢ aminokyseliny. Jako zdroj dusiku pak slouZzi nitraty, mocovina, ale také jiz zminéné
aminokyseliny. Jako zdroj fosforu slouzi ptedevsim fosforecnany. Diky témto nenarocnym vlastnostem
se V laboratornim prostiedi ke kultivaci pouzivaji zivnd média obsahujici jako zaklad pfirodni
polysacharid (agar) s pfimési zivnych latek. Jednim ze zastupc mize byt naptiklad LB agar obsahujici
polypeptid pepton, kvasnicovy extrakt a chlorid sodny. Kultivace B. subtilis na LB agaru probiha pfi
teplotach okolo 35 °C.

Aby mohla byt zajiSténa zivotaschopnost a reprodukce organismu je nutné zajistit piijem nezbytnych
zivin. V ptipadé B. subtilis dochazi k pfijimani nutrienti z okoli pomoci transportniho systému
skladajiciho se z n€kolika kanali v bunécné sténé. Pienos cukrd pies bunéfnou sténu zajistuje
predevsim fosfotransferazovy systém tvofeny lipoproteiny a je doprovazen fosforylaci pfenasenych
latek. Priichod kationti ptes bunécnou sténu je fizen elektrochemickym gradientem, ktery je orientovany
smérem dovniti bunky, kde se nachazi parcialni negativni naboj. Tento prichod probiha, dokud neni
v bunice nakoncentrované dostate¢né mnozstvi kationtli ke spravné funkci metabolismu v bunce.
V ptipadé, Ze by doslo k piesyceni buiiky kationty, mohlo by dojit k inhibici buné¢ného metabolismu,
a tim k umrti bunky. V pfipadé aniontli vyZaduje pfenos pies bunécnou sténu slozity transportni systém,
nebot” import do buiiky probiha proti elektrochemickému gradientu. Pro B. subtilis je nejdalezitéjsim
aniontem fosfat, ktery slouzi jako prekurzor nékterych duilezitych koenzymu [22].

Samotny proces sporulace je studovan jiz nékolik desitek let a je morfologicky velmi dobife popsan.
PrestoZe se jedna o plynuly proces trvajici piiblizn€ 10 hodin, byva v literatufe rozdélovan pro vétsi
ptehlednost na nékolik po sob& navazujicich krokl. Grafické znazornéni vzniku spory B. subtilis je na
Obr. 7 a jednotliva stadia jsou zde oznaCeny Fimskymi ¢islicemi [16].
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Obr. 7: Vznik endospory B. subtilis rozdéleny do jednotlivych stadii. Pfevzato z [16].

Proces sporulace zacina bunikou ve vegetativnim stadiu, jejiz jadro se morfologicky méni z kulovitého
tvaru na vlaknity (stddium 0 a I). Poté nasleduje rozdé€leni jadra na dvé asymetrické poloviny pomoci
dvojité cytoplazmatické membrany. V tomto kroku (1) se jadro rozdéli na ptivodni mateiskou buiiku
(vetsi jadro), téz oznaCovanou jako sporangium a budouci sporu (mensi jadro). Néasleduje pohlceni
budouci spory matefskou buitkou a vznik tzv. pfedospory, kterd je jiz samostatnou bunkou uvnitt
matetské. V piipadeé uspésného vzniku piedospory (III) se stava sporulace ireversibilnim procesem,
ktery jiz nelze zvratit vn&js$imi vlivy, napf. zménou nutrientt v prostiedi. Ve stadiu (IV) vznika
V prostoru mezi vné€jsi a vnitini membranou piedospory peptidoglykan, téZ oznacovany jako kortex.
Kortex nejprve vznika na vnitini strané membrany, kde je jeho slozeni shodné s peptidoglykanem
bunééné stény matetské bunky. Z této vrstvy vznika bunééna sténa vegetativni bunky pii kliceni spory.
V této fazi také dochdzi k postupné akumulaci kyseliny dipikolinové (DPA) a kovovych iontd,
piedevsim Ca?* ve spore. Syntéza DPA probiha v matefské bufice pomoci proteini SpoVFA a SpoVFB
a do predospory je pfenaSena pomoci kanali tvofenych ze SpoVa proteind. Pfedposledni stadium (V)
sporulace je doprovdzeno vytvoienim bilkovinné vrstvy nad vnéj$i membranou, kterd vytvari plast
spory. Behem tohoto stadia stale dochazi k akumulaci DPA a kovovych iontl. V posledni fazi (VI)
vznika kompletni dehydratovana spora se svymi typickymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi: refrakce
svétla, odolnost vici vysokym teplotam, vysychani a chemicky toxickym latkam. Sporulace je ukon¢ena
lyzou matetské buiiky a uvolnénim spory ze sporangia. Takto vznikla spora je schopna pfejit znovu do
vegetativniho stadia v piipadé vyhovujicich podminek v okolnim prostiedi [16], [19], [23].
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2.3. Morfologie spory

Vzhledem k rozmérim, které se pohybuji v rozmezi ~0,5 pm na §itku a 0,5 — 1,5 pm na délku, je vhodné
k pozorovani spor vyuzit zobrazovaci metodu, diky niz je mozné identifikovat jednotlivé ¢asti tak, jak
jsou vidét na Obr. 8. Velmi vhodnymi modernimi metodami pro tyto ucely jsou skenovaci transmisni
elektronova mikroskopie (STEM) s mapovanim pomoci energiové disperzni spektroskopie (EDS), nebo
skenovaci transmisni rentgenova mikroskopie (STXM), které jsou schopné spolecné se snimky zaroven
zobrazit prostorovou distribuci prvkového slozeni spory [19].

R

Obr. 8: Snimek spory B. subtilis potizeny elektronovym mikroskopem. Pievzato z [24].

Vlastni struktura spory B. subtilis je schematicky zobrazena na Obr. 9.

Chromozomy
Jadro
Vnitfni membréana

Kortex
Vnéjsi membrana

Bazalni membrana
Vnit¥ni plast
Vnéjsi plast
Pouzdro

Obr. 9: Strukturni popis vrstev B. subtilis. Pfevzato a pielozeno z [24].

Jak je z Obr. 9 patrné, jadro spory je chranéno nekolika riznymi vrstvami. Jadro spory je ¢aste¢né
dehydratované a pfiblizné 70 % vody je v ném nahrazena nerozpustnym komplexem Ca®'-DPA.
Chemicka struktura komplexu Ca?*-DPA je zobrazena na Obr. 10. Koncentrace vépenatych kationtti se
odhaduje az na 1 M, pfi¢emz pomér DPA a dvojmocnych kationtl Ca?* na 1:1, diky ¢emuz dochazi
k imobilizaci biomolekul nachazejicich se v jadie spory. Béhem dormantni faze je pH v jadte udrzovano
ptiblizné na hodnoté 1. Podil DPA ve spofe se pohybuje mezi 5 a 15 % jeji celkové hmotnosti. Pti
prechodu spory do vegetativniho stadia se vyplavuje DPA z jadra do okoli. Ve vegetativni bunce jiz
proto DPA neni pfitomna [16], [18], [24].

Béhem sporulace dochéazi v jadru také k syntéze o/B-malych, v kyseliné rozpustnych (tzv. SASP)
proteinti. Jedna se o proteiny vazajici se do malého zlabku DNA jako dimer, které pfi ptechodu do
vegetativni faze burnky funguji jako zdroj uhliku pro rast [25]. PiestozZe je jejich obsah pfiblizné okolo
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4 % z celkového mnozZstvi proteind, je toto mnozstvi dostatecné pro saturaci DNA. DPA i SASP proteiny
ptispivaji k obrané DNA pied okolnimi vlivy jako je napt. zvySena teplota nebo UV zafeni. [24], [26],
[27].
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Obr. 10: Chemicka struktura komplexu Ca?*-DPA. Pievzato z [26].

Jadro a kortex oddéluje fosfolipidova membrana (vnitini membréna), kterd se béhem germinace stava
bunéénou sténou. Béhem dormantni faze je vnitini membrana stlacena kortexem, coz zpisobuje
snizenou mobilitu lipid{, zaroven je velmi omezena propustnost pro vodu, diky ¢emuz jadro zlstava
v dehydratovaném stavu. [27]

Peptidoglykan (kortex) ma specifickou strukturu, ktera dopomaha k unikatnim vlastnostem spor. Pfi
prechodu buniky do dormantni fize je kortex syntetizovan pomoci proteind nachazejicich se na vnéjsi
membran€ a pii zpétném prechodu rychle zanika. Hlavni modifikaci sporového kortexu je transformace
50 % kyseliny N-acetylmuramové do muramického o-lactamu, ktery nepiimo piispiva ke zvysené
odolnosti spor, a také hlavné slouzi jako determinant pro autolytické enzymy pii degradaci kortexu
beéhem kliceni. Diky transformaci kyseliny N-acetylmuramové se v dormantni formé snizi index zesiténi
piiblizné 10x, coz mize zpusobovat zvysenou tepelnou odolnost [28], [29].

Plast’ spory B. subtilis se sklada ze tii riznych bilkovinnych vrstev: vnitiniho plasté; vnéjsiho plasté a
pouzdra. Plast zastava nékolik zivotné dilezitych funkci pro existenci spory. Naptiklad prispiva
k chemické a fyzické ochrané. K chemické ochrané spory pfispivad vytvafenim pigmentu, ktery je
podobny melaninu, jez chrani sporu pfed Gcinky peroxidii a UV zéfeni. Pigment deaktivuje kyslikové
radikély, které mohou diky dopadu UV zafeni vznikat. Z fyzikalniho hlediska chrani sporu pted
predatory a jinymi moznymi defekty. Dale je zodpovédny za transport nutrientd potiebnych ke kli¢eni
Vv pripade¢ jejich vyskytu v okoli spory. Piestoze je tato funkce spise pasivni, jedna se o klicovou funkci
Vv zivotnim cyklu spory [24].
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2.4. Rezistence spor B. subtilis

Vzhledem K nizké urovni enzymové aktivity a metabolismu, ktera je pro spory typicka, nejsou schopny
spory (v dormantni fazi) opravit poskozeni makromolekul jako jsou napiiklad proteiny nebo DNA.
K opravé makromolekul dochazi az pfi zpétném piechodu do vegetativni faze, kterd je doprovdzena
obnovou metabolismu. V ptipadé, ze béhem dormantni faze dojde k pfili§ velké akumulaci poskozeni,
které piesahne kapacitu opravného systému, dojde k tmrti spory [18].

2.4.1. Gama zareni

Spory jsou vice odolné vii¢i i€inkiim gama zatfeni nez vegetativni buiiky. Pfesto, Ze tato oblast neni jeste
dopodrobna probadana, shoduje se odbornad vetejnost na tom, ze hlavni pfic¢inou niz§iho poskozeni
dormantnich bunék je nizky obsah vody, kvtli kterému dochéazi k omezenému vzniku nebezpecnych
OH radikalt a jejich nasledné difuzi. Omezena produkce OH radikalti maze ptispivat ke snizené tvorbé
zlomu a jinych modifikaci DNA [18].

2.4.2. Ultrafialové zareni

Vzhledem Kk vy$e zminénym vlastnostem jsou spory pfiblizné 10x az 50x vice rezistentni vaci
ultrafialovému (UV) zafeni v porovnani s vegetativnimi buitkami [18]. Vzhledem k tomu, Ze DNA ma
absorpéni maximum v oblasti UV-C zafeni (260 nm), je inaktivace v oblasti UV-C zafeni velmi
efektivni. Kratsi nebo delsi vinové délky jsou v inaktivaci spor také efektivni, avSak k dosazeni stejného
vysledky je tfeba spory vystavit vyssi fluenci zafeni, ¢i zvysit fluencni piikon. Z téchto znalosti se
s velkou vyhodou v laboratornich prostiedich vyuzivaji nizkotlaké rtutové vybojky s hlavni emisni linii
na vinové délce 253,7 nm [30].

Hlavnim d@vodem, pro¢ jsou spory vice rezistentni vi¢i UV zafeni je piredevsim rozdilna fotochemie
DNA bazi ve srovnani s vegetativnimi buikami [18]. Dusledek absorpce zativé energie jednou z bazi
DNA se nemusi projevit lokaln¢, ale vlivem migrace naboje po polynukleotidovém fetézci se muze
projevit v okoli az nékolika part bazi. Jelikoz nejcasteji probihd migrace naboje za ucasti tripletnich
stavil, jejichz energie pro nukleové baze klesa v poradi cytosin (C) > guanin (G) > adenin (A) > thymin
(T), tak nejpravdépodobnéjsim koneénym akceptorem se stava thymin [31]. Praveé diky této skute¢nosti
jsou hlavnimi fotoprodukty pii UV ozatfovani nukleovych kyselin v Zivych buiikach thyminové dimery
spojené cyklobutanovym kruhem a thyminové dimery spojené vazbou na pozici 6 a 4 (6-4 fotoprodukt).
Oba typy fotoproduktii jsou znazornény na obr. 11 [18].
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Obr. 11: Struktura cyklobutanového dimeru (vlevo) a 6-4 dimeru sousednich thyminovych bazi [18].

U spor je situace nepatrné odlisSna. Pfi ozatfovani spor, vzhledem k nizkému obsahu vody, dochazi na
stejném vlakné DNA ke vzniku dimeru 5-thymidyl-5,6-dihydrothyminu (Spore Photoproduct - SP) (viz
Obr. 12) na ukor cyklobutanového dimeru [32]. Hlavnim funkénim rozdilem mezi témito fotoprodukty
je, ze SP je pro spory daleko mén¢ nebezpecny, protoze pii prechodu do vegetativni faze je spora
schopnd tyto thyminové modifikace opravit pomoci enzymd, které prevedou reverzné¢ SP zpét na dva
nezavislé thyminy [33]. Pfestoze je oprava SP dimerti hlavnim divodem zvysSené resistence spor oproti
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vegetativnim bunkam, jsou zde i dalsi faktory, které resistenci piispivaji. Patfi mezi né napiiklad:
saturace DNA SASP proteiny; maly obsah vody a vysoky obsah kyseliny dipikolinové v jadru spory.
[18]
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Obr. 12: Struktura dimeru 5-thymidyl-5,6-dihydrothyminu (SP) [18].

2.5. Zasahova teorie a krivky preziti

V potravinaiském primyslu, ve zdravotnictvi a v dalSich védecko-technickych oborech se k vyjadieni
ucinnosti steriliza¢nich cykld vyuziva sledovani ubytku zkoumaného mikroorganismu v zavislosti na
Case, popt. davce v semilogaritmickém méfitku. Z vysledkd téchto pozorovani lze zkonstruovat tzv.
ktivky preziti, ze kterych lze odvodit, po jaké dobé, popt. davce je prostiedi dostatecné sterilni vici
zkoumanému mikroorganismu, ¢i skupiné mikroorganismt. Mezi sterilizacni procesy, které vedou ke
zni¢eni mikroorganismi patii sterilizace pomoci tepla, pomoci radiace, chemicka sterilizace piipadné
kombinace téchto metod [34].

Cas, popt. davka, které jsou potieba k redukci populace mikroorganismu za danych podminek o jeden
rad, tedy k ubytku populace 0 90 %, se nazyva decimacni redukéni Cas, ¢i davka (Dig). Obecné plati, ze
kazdy mikroorganismus, ktery pfedmétem zkoumani sterilizanich procesii ma vlastni specifickou
hodnotu Dig. Urceni této hodnoty vyzaduje experimenty za pfesné stanovenych podminek, nebot’
hodnota Dio pro jednotlivé mikroorganismy je zavisla na vybraném sterilizatnim procesu a jeho
podminkach [35].

Prubéh ktivek preziti, které jsou vyjadreny jako zavislost efektu na davce (Case) 1ze vysvétlit na zaklade
zasahové teorie. Jedna se o matematické odvozeni absorpce zafeni v hmoté bez ohledu na biologickou
formu ozafované latky. K odvozeni se vyuziva nasledujiciho predpokladu: dochazi k ozafovani
biologické jednotky o objemu V [cm?] ddvkou D, ktera je méfena v poctech zasahii na 1 cm?® (za zasah
lze povazovat interakci s latkou, pii které dochdzi k ionizaci, excitaci, popf. jinym procestim).
V biologické jednotce tedy probéhne V X D zasaht, avSak zareni neni homogenni, takze distribuce
zasaht sleduje Poissonovo rozdéleni. Urceni pravdépodobnosti P, Ze dany objem V byl zasazen n zasahy
pii ptedpokladaném poétu V X D zasahi, je mozné na zakladé rovnice [36]:

n ,-VD
oo (VD)nle | (13)

Souctem analogickych jednotek, které byly zasazeny riznym poctem zasahti (n=1, 2, 3,4 ...) lze ziskat
zlomek jednotek, které nebyly zasazeny vickrat nez (n-1):

N D 9
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V ptipadé, ze ke zniceni kazdé ¢asti citlivého objemu je potieba pravé jeden zasah, tedy n = 1, pak lze
rovnici (2) pro ¢ast populace, ktera je zasaZena, zjednodusit do tvaru:
N* (15)

—=(1- —va'
No=-e™™

kde m je pocet cilil. Pro ¢ast populace, ve které se zasazeni neprojevilo ve tvaru:

N _ o b (16)
m_1 (1—evPym,

Z kiivek (15) a (16) Ize snadno odecitat konstanty v a m, pficemz ziskané vysledky, jak jiz bylo uvedeno,
jsou vynaseny v semilogaritmické zavislosti. Pro m = 1 lze ziskat pfimku, ktera protiné osu Y v bodé
N/No = 1, coz odpovida 100 % ptezivsich. Pro hodnoty m # 1 lze ziskat kiivku, ktera v oblasti vysokych
davek ma tvar pfimky (exponencialy), pfi¢emz pii rozvinuti fady a zanedbani vyssich mocnin piechazi
rovnice (16) do tvaru:

N
log— = logm — vD loge. (17)
Ny

Z vyse uvedené rovnice je patrné, ze Vje smérnice piimky zavislosti log N/No na davce D (Case).
V piipadé, Ze se D = 0, poté ptimka protina osu Y v bodé€ log m. Soucin vD lze vyjadfit jako v = 1/Dy,
kde Do znaéi davku potiebnou k usmrceni potiebného mnozstvi zkoumané populace. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, vyuzivame Dao, ktera vypovida ubytku populace o 90 % [36].

V ptipad€ samotného tvaru kiivek preziti 1ze rozeznat n€kolik tvard, které jsou zobrazeny na Obr. 13.
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Obr. 13: Ukazka ruznych tvar semilogaritmickych ktivek preziti - zavislosti logaritmu ubytku
relativni koncentrace zkoumané latky na Case t. Dostupné z [34].

Kfivky A a B na Obr. 13 maji takzvané rameno. Tuto vlastnost vykazuji vétSinou sav¢i buniky. Ke vzniku
,ramena“ dochazi naakumulovanim poskozeni ptedtim, nez dojde ke ztraté schopnosti reprodukce
bun¢k a tim k jejich zaniku. K#ivka C se nazyva sigmoidni, t¢Z nékdy oznacovana jako s-kiivka. S-
kiivka je idealnim modelem vSech sterilizacnich cykld. K#ivka D nejvice odpovida chovani mnoha
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biologickych molekul pii pouziti ozafovani jako sterilizatniho procesu. Z tvaru kiivky D lze
predpokladat, ze v ozafovaném systému dochazi k mirnému Gmrti jiz pfi podani nizkych davek [37].

2.6. Soucasny stav problematiky

V této Casti se budu vénovat popisu experimentalnich praci, které sledovaly odezvu spor B. subtilis
vystavenym ucinklim ionizujiciho a neionizujiciho zéafeni v riiznych podminkach.

2.6.1. UV a extrémni ultrafialové zareni

V praci autort Munakata a kol. [38] bylo ozafovano pét typu B. subtilis tfinacti riznymi vlnovymi
délkami v rozsahu 50 az 300 nm a poté byly z namétenych vysledkli zkonstruovany kiivky preziti
pomeérem poctu piezivsich ozatenych vici poctu ptivodnich neozatenych. Kmeny oznacené¢ UVS a UVP
mely inaktivovany reparacni mechanismus, kmeny oznacené RCE a RCF mély inaktivovany
rekombina¢ni mechanismy, kmen oznaceny UVR je divokého typu. Ozafovani probihalo v suché forme
ve vakuové komote, vzdy po 6 vzorcich. Nejprve byla pfipravena kapalnd sporova suspenze o
koncentraci 2 x 107, ze které bylo odebrano 5 pul na obdéInikové sklicko o rozméru 3 x 5 mm. Ozafovéani
probihalo pomoci synchrotronového zateni. K filtraci vinovych délek byl vyuzit monochromator.

Vyhodnocovani probihalo nejprve ponofenim ozafenych sklicek do 1 ml vody. Vrstva spor byla v této
suspenzi narusena pomoci ultrazvuku pti 75 °C po dobu 15 minut. Poté byla ¢ast rozetfena na agarové
misky. Z naméfenych kiivek pieziti pro jednotlivé vinové délky byly vytvofeny inaktivaéni spektra,
ktera jsou zobrazena na Obr. 14.
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Obr. 14: Inaktiva¢ni spektra pro jednotlivé kmeny spor B. subtilis. Ptevzato z [38].

Z vysledku studie autor Munakata a kol. [38] vyplyva, Ze k nejvétsi inaktivaci dochazi v oblastech od
150 do 170 nm a poté v oblasti od 220 do 270 nm, avSak zaleZi na typu spor. Napiiklad v oblasti 135-
170 nm Ize pozorovat velké rozdily mezi jednotlivymi druhy. Maximum v oblasti 260 nm napovida, ze
by hlavnim ucinkem inaktivace mohla byt modifikace ¢i poskozeni DNA, ktera vykazuje maximum
absorpce pravé v tomto spektralnim oboru. VSechny ziskané kiivky preziti vykazuji exponencialni
pokles bez vzniku ramena nebo podobnych utvart. V ¢lanku bohuZel nejsou uvedeny hodnoty Dig, takze
neni mozné vysledky porovnat s pracemi jinych autord.
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Na predchozi pozorovani 1ze navazat praci autor Moeller a kol. [39], kde byly prezentovany kiivky
preziti riznych typu B. subtilis, které byly ozafovany v suché monovrstvé pomoci UV zafeni v rozsahu
vlnovych délek 254 - 400 nm a rentgenového zateni. Spory byly imobilizovany na kfemennych
skli¢kach o praiméru 7 mm v koncentraci 2 x 107 spor na sklicko. V piipadé UV byly vzorky ozafovany
monochromatizovanym zafenim pochazejictho z nizkotlaké rtutové lampy s hlavni emisni linii
V 254 nm, poptipadé polychromatickym zatenim, pro které byla vyuzita xenonova vybojka o vykonu
1000 W. K dosazeni potiebnych vinovych délek byly vyuzity optické filtry. Rentgenové zareni bylo
generovano pomoci rentgenky Mueller MG 150 (150 keV).

Po ozéfeni byla sklicka prekryta 10% roztokem polyvinylalkoholu. Po vysuSeni byl vznikly film setfen
a preveden do 1 ml sterilni destilované vody. Nasledné byl roztok ziedén na potfebnou koncentraci a
ockovan na agarové misky. Misky byly ponechény inkubaci pfes noc pfi 37°C. Po inkubaci byly
spocteny kolonie ptezivSich a byl vypocten pomér N/No. Namétené kiivky preziti jsou zobrazeny na
Obr. 15A a 15B.
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Obr. 15A: Kfivky preziti pro rizné kmeny B. subtilis pfi ozafovani vinovymi délkami 254-nm (A);
290 — 400 nm (B) a 320-400 nm (C), kde osa oznaéena piezivsi zna¢i pomér N/No. Pfevzato a
ptelozeno z [39].

Z Obr. 15A je vidét, ze v ptipadé UV-C (A) dochazelo k rychlé inaktivaci v§ech kment B. subtilis.
Nejvyssi hodnoty D1 byly pozorovany u piirodniho kmene B. subtilis, u nichz doslo k inaktivaci pii
273,1 J'm™. Priblizné trikrat nizsi a zaroven nejnizsi hodnoty Do byly pozorovany u kmenu splB, kde
inaktivace 90 % populace bylo dosazeno po vystaveni 91,7 J-m™. V piipadé vyssich vinovych délek (B
a C) byl pozorovan obdobny trend, co se vzdjemného chovani kmeni tyce, avSak k inaktivaci dochazelo
po mnohonasobné vyssim davkovém piikonu. Naptiklad v pfipadé kombinace UV-B a UV-A (B) bylo
hodnoty D10 dosazeno pro ptirodni typ pii 11,4 kJ-m™ a v piipadé UV-A 364,5 kJ-m™. Pro spIB tyto
hodnoty ¢inily 2,2 (UV-A) a 43,9 kJ'm? (UV-B). Zvysena odolnost v piipadé vyssich vinovych délek
je zpasobena jinym fotochemickym procesem, kdy nedochazi k vyznamnému vzniku SP produktd, ale
k jednoduchému nebo dvojitému zlomu na vlaknu DNA.
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Obr. 15B: Ktivky pieziti pro rizné kmeny B. subtilis vystavené rentgenovému zafeni, kde osa
oznacena piezivsi znaci pomér N/No [39].

Jak je vidét z Obr. 15B, u ozafovani rentgenovym zafenim nedochazi u zadného z kmenu k linearnimu
poklesu ptezivsich jako tomu bylo v ptipadé UV. V ptipadé piirodniho kmene je u kiivky preziti patrny
lehky ndznak ramena. Vzhledem k charakteru rentgenového zareni, kdy dochazi k pfimému ucinku nebo
vzniku radikald, tak inaktivace spor probiha pomoci jednoduchych nebo dvojnych zlomt na vlaknech
DNA. Nejvyssi hodnota D1, ktera byla pozorovana u divokého typu spor, dosahuje 840 Gy, nejnizsi
147 Gy naopak u spor typu yKoU a yKoV, které mély neaktivni reparaéni mechanismus pro
nehomologni spojovani konct.

2.6.2. Gama a rentgenové zareni

V praci Munakata a kol. [40] byly ozafovany tfi kmeny B. subtilis ve vakuu mékkym rentgenovym
zatenim. Oznaeni spor odpovidalo experimentu s UV zafenim [38].Ozafovani probihalo
synchrotronovym zafenim v rozsahu vinovych délek 0,1 nm (12,4 keV) az 0,6 nm (2,066 keV). Spory
byly ozatovany v suchém stavu na membranovych filtrech. Po ozéafeni byly spory ziedény a ockovany

na agary, kde byly ponechany k rstu. Po vyhodnoceni bylo sestaven inaktivacni spektrum, které je na
Obr. 16.
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Obr. 16: Inaktiva¢ni spektra pro jednotlivé kmeny spor B. subtilis. Ptevzato z [40].
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Z Obr. 16 je patrné, Ze se zvysujici se vlnovou délkou se zvysuje efektivnost inaktivace. Na spektru 1ze
také zaznamenat dvé lokalni maxima, které odpovidaji absorp¢éni K-hrané fosforu (0,578 nm; 2145 eV)
a vapniku (0,307 nm; 4038 eV). Z téchto pozorovani autofi usuzuji, ze k inaktivaci spor v tomto rozpéti
vlnovych délek dochazi pfedevsim diky absorpci zafeni témito prvky piitomnymi ve spofe v jadie (Ca?*-
DPA) a v DNA (fosfatova kostra).

Z nekterych dosud shrnutych poznatkli v odbornych pracich, které pouzivaly k inaktivaci ionizujici
zafeni vyplyva, Ze nezalezi na davkovém ptikonu, popt. na druhu zdroje zateni, ale na davce deponované
na sporach. Jednou z takovych praci je japonska studie [41], v niz autofi ozafovali B. subtilis na
laboratornich sklickach tfemi riznymi zdroji zafeni. K ozatfovani pouzili zdroje vy, B~ a rentgenového
zateni. Po vyhodnoceni dosli k zavéru, ze decimaéni davka Dio Se pohybuje v rozmezi 1,4 — 1,5 kGy
nezavisle na druhu pouzitého zaieni.

Druhé pozorovani [42], které se provadélo se suspenzemi bakterialniho kmene B. pumilus, doslo
k podobnému zavéru. Bylo vyzkouseno nékolik ozafovacich metod, konkrétné ozatrovani: °°Co; 80, 100
keV a 10 MeV elektrony a brzdné zafeni generované urychlenymi elektrony s energii 7 MeV. Po
vyhodnoceni byly sestrojeny kiivky preziti, které Ize vidét na Obr. 17. Z jejich pozorovani vyplyva, ze
decimacni davky se pohybuji kolem hodnoty 2 kGy, coZ opét naznacuje, ze poskozeni neni zavislé na
druhu pouzitého ionizujiciho zafeni, ale celkové deponované davce.

Vzhledem k tomu, Zze hodnoty decimacénich davek publikované v téchto dvou obsahlych studiich,
provedenych jak na suchych sporach, tak na suspenzich, jsou velmi podobné (~2 kGy), a je tedy vysoce
pravdépodobné, ze mira nepiimého ucinku v procesu poskozeni bakterialni spory ve vodnim prostiedi
je zanedbatelna.

Tuto hypotézu lze jednoznaéné potvrdit ozafovanim suspenzi s rostouci koncentraci libovolné latky
slouzici jako efektivni vychytava¢ OH radikalt. Pii dosti vysoké koncentraci vychytavace jiz budou
veskeré OH radikaly odstranény reakci s vychytavacem a jediné mozné poSkozeni bude zprostfedkovano
pfimym uéinkem. Takovéto studie byly provedeny se suspenzemi B. megaterium s
ptimésemi methanolu, ethanolu, glycerolu nebo mravencanu [43].
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Obr. 17: Vysledné kiivky preziti naméiené v [42], pielozeno.
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2.6.3. Urychlené elektrony

Odezvu preziti spor B. subtilis po ozateni urychlenymi elektrony byl pozorovan naptiklad v praci autort
De Lara a kol. [44]. Kiivky pteziti byly méfeny nejprve po ozafeni elektrony a poté byla vyzkouSena
kombinace elektrond a zvySené teploty. K ozafeni byl pouzit jeden kmen B. subtilis. Jako zdroj spor
byly pouzity misky s dvéma riznymi agary, na kterych byly péstovany a mnozeny vegetativni buiky
zkoumaného kmene, odkud poté byly jimany a ponechany bez zivin, ¢imz vznikly samotné spory.
Finalnim produktem tohoto procesu byl roztok spor o koncentraci 10° spor-ml?. Pfed samotnym
ozatenim byly spory nafedény a po 1 ml pfevedeny do polyethylenovych lahvicek. Nasledné byly
ozafovany svazkem urychlenych elektront o energii 10 MeV. Ozatovani probihalo duplicitné a celkové
davky ¢inili 1,1; 3,3 a 7,6 kGy. V piipadé druhého experimentu se zvysenou teplotou byla pfipravena
vodni lazeni o objemu 350 ml, ktera byla ohfivana na 105 °C. Po dosazeni pozadované teploty byl do
lazné€ ptidan zasobni roztok suspenze spor o objemu 0,2 ml. V zadanych ¢asovych intervalech byl
odebirdn vzdy 1 ml z vodni lazné. Experiment probihal duplicitné, ve slepém experimentu se po
odebrani vzorek rovnou vyhodnocoval a ve vlastnim experimentu byl ozaren 3,3 kGy. Vyhodnocovani
vSech popsanych experimentt probihalo na agarovych miskach, které byly inkubovany 24 h pti 30 °C.
Vysledné kiivky preziti jsou zobrazeny na Obr. 18A a 18B.

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
Davka [kGy]

Obr. 18A: Kiivky preziti B. subtilis po ozateni elektrony s energii 10 MeV pro spory piipravené na
dvou riiznych agarech, prazdné symboly zna¢i PCA a plné NA agar. Pfevzato a pielozeno z [44].

Na Obr. 18A. jsou k¥ivky preziti B. subtilis v zavislosti na deponované davce. V prvnim piipadé, kdy
spory byly péstované na NA agaru lze vidét ukazkovy linearni pokles. Hodnota D1o byla stanovena na
1,5 kGy. V ptipadé spor péstovanych na PCA agaru nejprve dochazelo k prudkému poklesu do
deponované davky 1,5 kGy. Nasledné zvySovani deponované davky jiz nezplsobovalo takové
poskozeni, takze dochazelo k velmi pozvolné inaktivaci. Hodnota Dy ¢ini 1,3 kGy. V obou piipadech
1ze prohlasit, Ze po deponované davce 3,6 kGy doslo ke snizeni prezivsich spor na jednu tisicinu, tzv.
dva log-cykly. Rozdil mezi NA a PCA agarem je ve slozeni. NA agar obsahuje pepton, agar a hovézi
extrakt, zatimco PCA obsahuje agar, gluk6zu, pepton a kvasinkovy extrakt.
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Obr. 18B: Ktivky preziti B. subtilis po zahtati na 105 °C (plné symboly) a nasledném ozateni 3,3 kGy
(prazdné). Prevzato a pielozeno z [44].

Vysledky experimentu se zvySenou teplotou v kombinaci s ozafenim, ktery byl provadén se sporami
pestovanymi na NA agaru, je uveden na Obr. 18B. V pripad¢ sterilizace pouze pomoci tepla dochazelo
k pozvolnému tthynu a hodnota D1 je vV tomto pfipadé 2,7 minut. V pfipadé kombinace zvySené teploty
a nasledného ozaieni 3,3 kGy byl pozorovan prudky pokles a hodnota D1o Klesla na 0,88 minuty.

2.7.Plazmidova DNA

K pozorovani G¢inkl neionizujiciho a ionizujiciho zafeni na DNA lze vyuzit plazmidovou DNA, téz
oznacovanou jako plazmid. Jedna se o malé kruhovité dvousroubovice DNA, které se nachazi
Vv bakterialni bunice, kde jsou schopné samostatné replikace. Pro buiiku nejsou plazmidy esencialni,
avsak nesou geny, které naptiklad dopomahaji bakteriim ke zvySené rezistenci vii¢i antibiotikiim. Diky
jednoduché manipulaci a dobré reprodukovatelnosti vyhodnoceni jsou plazmidy vyuzivany jako
jednoduché modely DNA k pozorovani jednoduchych a dvojnych zlomi fetézce DNA. Pii dobrém
skladovani je izolovany plazmid schopny dlouho uchovavat informace o zplsobeném poskozeni,
protoze nedochazi k reparaénim procestim [45].

Jak bylo zminéno v Gvodu, plazmidy maji kruhovitou formu nadSroubovice, t€¢Z oznaovanou jako
superhelix (S, z anglického Supercoiled). Vlivem ionizujiciho zafeni, které zptsobi jediny SSB, dojde
k rotaci plazmidu, kterda zméni podobu superhelixu na formu kruhovou (C, z anglického Circular).
V ptipadé, ze ionizujici zafeni na fetézci superhelixu zptsobi DSB, dojde k pferuseni fetézce, molekula
se prerusi a vznikne forma linearni (L). Pfechod mezi jednotlivymi formami je naznacen na Obr. 19.
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Linearni forma (L)

BDSB

Obr. 19: Schéma piechodu mezi jednotlivymi formami plazmidové DNA vlivem jednoduchych (SSB)
a dvojnych (DSB) zlomd, koeficienty fssg a foss piislusné pravdépodobnosti poskozeni.

Ze schématu na Obr. 19 lze sestavit tii diferencidlni rovnice, které popisuji zménu zastoupeni
jednotlivych forem v zavislosti na absorbované davce D v nasledujicim tvaru:

deE)D) = —(Bssp + PBpsp) S(D), (18A)
L0 = Bosn SD) — BosaC(D), (188)
(18C)

LD = B (S(D) + C(D)),

kde fBsse @ fpss jsou parametry charakterizujici pravdépodobnosti vzniku jednoduchych a dvojnych
zlomu, tedy C a L formy plazmidu, v zavislosti na davce. Integraci rovnice 18A — 18C obdrzime:

S (D) = Sy e~ Psss+Fpsp)D (19A)
C (D) = (Sy + Cp)e PsseD — §, =(Bsse +Bpse)D | (19B)
(19C)

L(D) =(So+Co)(1—e PsssD) + L,

kde So, Co a Lo jsou pocate¢ni koncentrace forem plazmida pied zaatkem ozafovani. Zaroven plati

vztahC+S+L=1.
Jednotlivé formy maji riznou molekulovou hmotnost a je tedy mozné je separovat pomoci gelové
elektroforézy. Ukazka prub&hu jednotlivych forem zrovnic 19A — 19C v zavislosti na davce je

znazornén na Obr. 20.
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Obr. 20: Zastoupeni jednotlivych forem plazmidi v zavislosti na davce se vstupnimi parametry: So =
0,9; Co=0,1; Lo =0; Bsss = 0,05 Gy a fpse = 0,001 Gy™.

2.7.1. Gelova elektroforéza

Elektroforéza je separac¢ni metoda zalozena na migraci nabitych ¢astic v podpirném médiu (kapalném
nebo gelovém) vlivem vngjsiho elektrického pole. Elektroforézni systém se sklada ze dvou elektrod
(katody a anody), které jsou propojeny danym médiem. Separace studovanych latek probiha na zakladé
rozdilné rychlosti v, ktera je zavisla na jejich mobilité¢ m a sile elektrického pole E podle rovnice

v =mE. (20)

Mobilita separované ¢astice je zavisla na jeji velikosti, tvaru, naboji a teplot¢ béhem separace. Tato
hodnota nabyva konstantnich hodnot béhem ptesné definovanych podminek. V zasadé lze tyto
podminky rozdélit na elektrické (proud, napéti, vykon) a neelektrické (iontova sila, pH, viskozita,
porozita a dalsi faktory popisujici podptirné médium). Obecné I1ze konstatovat, ze elektroforézni metody
se nejvice potykaji s problémem zmény teploty béhem separace vlivem generovaného tepla
zpusobeného elektrickym odporem média. Teplotni zmény zptsobuji odchylky v rychlosti migrace
jednotlivych molekul, coZz ma za nésledek zkresleni vyslednych pasem delenych molekul. I pres tyto
problémy je mozné touto metodou separovat od malych nabitych organicky nebo neorganicky iontd, az

[46], [47].

Gelova elektroforéza je metoda pouzivana predevsim k separaci fragmenti DNA nebo jinych
makromolekul (RNA a proteind) na zakladé jejich rozdilné velikosti a rozdilného naboje. Diky
elektrickému proudu, ktery prochazi gelovym médiem cestuji fragmenty rtiznou rychlosti, a tak je
mozné je od sebe oddélit. Jak jiz vyplyva z nazvu, v ptipadé gelové elektroforézy se vyuziva gelové
matrice prfedevs§im na bazi agarézového gelu, jehoz struktura je naznacena na Obr. 21 [46].

34



agaroza C,4H35044

Obr. 21: Zjednodusené schéma struktury agar6zového gelu. Pievzato z [48].

Smési na gely jsou prodavané v suché praskovité podobé. Po smichani a zahfati tohoto prasku
S vhodnym kapalnym prostfedim (nejcastéji destilovana voda s ptidavkem soli) je roztok vylit do formy,
do tzv. gelového boxu a schlazen. Po ochlazeni smés vytvoti pevny, lehce zvinény gel, ktery je schopny
vést elektricky proud a mize na ném probihat separace. Na molekularni Grovni je gelovad matrice
pohromadé drZena vodikovymi miistky s drobnym pory.

Pti experimentech jsou nejprve na gelovy box ptilozeny elektrody, v ptipadé Obr. 22 je anoda ptidélana
k mistu aplikace vzorku, k tzv. jamkam, které v gelu vzniknou vloZenim tzv. ,,hfebenu® pii vylivani
gelu, kam se aplikuji jednotlivé vzorky.

Jamky

Gl /)\N\

v v ¥ ¥

o e e e Zdl’Dj

napéti

Obr. 22: Uspotadani experimentu pii gelové elektroforéze DNA. Pielozeno z [49].

Jakmile je aparatura pfipravena, je mozné zacit se samotnym experimentem. V zavislosti na po¢tu jamek
je mozné separovat vice vzorkll najednou. Na elektrody je pfivedeno elektrické napéti, které spusti
samotnou separaci. Rychlost separace je zavisla na vlozeném napéti. Mensi ionty cestuji gelem rychleji,
takze za urCity Cas urazi v gelu vétsi vzdalenost. Doporucené je aplikace napéti 5-10 V na 1 cm
vzdalenosti mezi elektrodami, aby separace probihala pozvolnou rychlosti a zaroveii nedochazelo
Kk rozpousténi gelu vlivem zvySené teploty. Po uplynulé dobé je mozné piejit k vyhodnoceni [49], [50].

V piipadé ur¢ovani podilu forem plazmidové DNA ve vzorku dochazi vlivem zaporného naboje DNA
k separaci ve sméru od anody ke katodé. V prub¢hu separace cestuji agarézovym gelem nejrychleji
superhelixy, poté linearni forma a nejpomaleji forma kruhova. K vyhodnoceni je potfeba jednotlivé
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fragmenty zviditelnit, k ¢emuz se pouziva znaceni fluorescencnim interkala¢nim barvivem, které se do
gelu pridava pred samostatnym zavedenim vzorkll do gelové matrice. Po ukonceni migrace je gel
podsvicen UVA zativkou, diky cemuz se zviditelni jednotlivé obarvené fragmenty.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1. Simulace ozarovani

Pro odhad distribuce deponované davky ve spoie od vybranych druhil ionizujiciho zafeni jsem vyuzil
simula¢ni prosttedi Geant4 [51]. Jedna se o programovy nastroj umoziujici simulovat prichod ¢astic
hmotou metodou Monte Carlo. Obsahuje velké mnozstvi funkénich prvka jako napft. trasovani drahy
castic, tvorbu komplexni geometrie objektli nebo rizné fyzikalni modely interakci. Je vysledkem
celosvétové spoluprace fyziki a softwarovych inzenyri a byl vytvofen vyuzitim objektove
orientovaného programovani v jazyce C++. Je hojné aplikovan ve védnich oblastech jako je ¢asticova
fyzika, jaderna fyzika, konstrukce urychlovact nebo medicinska fyzika. V roce 2008 vznikl vyzkumny
projekt, vénujici se implementaci radiacn€ chemickych procesii do programového prostiedi Geant4 pod
nazvem Geant4-DNA [52], umoziyjici sledovat procesy interakce ionizujiciho zafeni na urovni DNA
molekul.

3.1.1. Model spory

Geant4 umoziuje definovat simulovany objekt pomoci jeho prvkového slozeni a jeho pfislusnym
hmotnostnim zastoupenim. Pro tyto Gcely jsem vyuzil data poskytnutd RNDr. Imrichem Barakem, DrSc.
z Ustavu molekularni biologie SAV v Bratislavé ziskana pomoci metody STEM/EDS na sporach B.
subtilis (divoky typ). Data obsahuji podrobné prvkové procentualni zastoupeni v jednotlivych ¢astech
spory. Na Obr. 23 jsou zachyceny oblasti zajmu v jednotlivych ¢astech z analyzované spory pomoci
metody STEM/EDS. Casti lze v principu rozdélit na tii dileZité celky: jadro, kortex a plast. Jejich
procentualni prvkové slozeni je uvedeno v Tab. 1.

Obr. 23: STEM/EDS snimek s oblastmi zajmu v analyzované spote B. subtilis, ze kterych byla ziskana
data prvkového slozeni. S laskavym svolenim I. Baraka.
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Tab. 1: Hmotnostni procentualni prvkové zastoupeni jednotlivych ¢asti spory B. subtilis. Data z

STEM/EDS.
Jadro Plast Kortex
%

48,26 70,06 56,81
18,32 10,75 15,44
15,79 4,20 5,22
11,58 9,5 16,14
2,98 2,13 1,30
2,80 2,90 4,68
0,28 0,43 0,40

X'UU’ZQOO

Zbyvajici informace, kterou bylo tfeba pro konstrukci modelu spory ziskat, byla geometrie primérné
spory rodu B. subtilis. Rozméry spory jsem odeCetl ze snimkid ziskanych pomoci elektronové
mikroskopie. Vysledné rozméry jsou pruméry péti mefeni z dvaceti rtiznych snimkd. Model byl
zjednodusen tak, aby bylo mozné jej zkonstruovat pomoci preddefinovanych geometrickych objektt
v prostiedi Geant4. Model jadra spory proto tvorfil valec, na jehoz podstavy byly umistény polokoule
tak, ze roviny jejich fezu byly identické s podstavami. Model kortexu spory byl vytvoien tak, Ze objekt
jadra byl ptislusné zvétsen a nasledné byl jeho objem redukovan o objekt jadra odectenim pomoci
logické ,,boolean* operace. Stejnym zpiisobem byl zkonstruovan i model plasté spory s tim rozdilem,
ze z prislusného zvétSeného objektu jadra byl logicky odecten jak objekt jadra, tak objekt kortexu.
Snimek spory z STEM a jeji model je ukédzan na Obr. 24.

L 1,178 ym |

e 0,994 ym [
by 0,869 pm |

w56z
wri 0620

Jadro

Kortex

Plast

Obr. 24: STEM snimek spory (vlevo) a jeji zjednoduseny model v pro implementaci v Geant4
(vpravo).

Dale bylo pro model potieba stanovit, jakou ma dana ¢ast spory hustotu. Jelikoz v soucasné dobé neni
na toto téma publikovana téméf zadna prace, rozhodl jsem se pouzit hodnotu, odpovidajici primérné
hustoté spory B. subtilis: 1,3 g/cm® [53] a tuto hodnotu pfifadil jako hustotu kortexu. Dal§im
predpokladem bylo, ze jadro, vzhledem k absenci vody a vysoké kompaktnosti DNA a SASP miize mit
hustotu srovnatelnou se suchym stavem DNA, tedy asi 1,4 g/cm? [54]. Hustotu plasté jsem zvolil nizsi
nez predchozi dvé &asti a to 1,2 g/lcm?,

38



Tab. 2: Fyzikalni vlastnosti jednotlivych ¢asti modelu spory.

hustota  Objem Hmotnost Hmotnostni Plocha Povrchova
zlomek hustota
g/cm?® um?® kg um? g/cm?
Jadro 14 0,093 1,31x1016 0,441 0,314  4,15x108
Kortex 1,3 0,071 9,20x10Y 0,310 0,441  2,09x101
Plast’ 1,2 0,062 7,38%107 0,249 0,535 1,38x107%

Pro ozafovani jsem zvolil zdroj se &tvercovou aperturou o rozmérech 2x2 pm? emitujici ¢astice kolmo
na hlavni osu modelu. Vychozi poloha ¢astic v okn¢ apertury byla generovana nahodné s rovnomernym
rozdelenim. Velikost plochy jsem volil tak, aby emitované ¢astice mohly pokryt cely model spory. Pocet
Castic generovanych b&hem jednoho b&éhu simulace byl vzdy 10% Fluence tedy byla 2,5x10%
¢astic cm2. Okolni prostiedi spory tvofilo ultra vysoké vakuum (tlak cca 1028 Pa), aby bylo umoznéno
sledovat interakci i s velmi nizkymi energiemi fotoni. Simulovana byla interakce fotonli pro rizné
hodnoty energii. Pro nizkoenergetické simulace, které byly sté€zejni pro tuto praci jsem pouzil fyzikalni
model: G4EmLivermorePhysics a G4EmLowEPPhysics. Pro kazdy béh simulace je program schopen
zaznamenat energii deponovanou ve stanovené ¢asti modelu a pfevést na odpovidajici davku v Gy.
Ziskany soubor dat reprezentoval deponovanou davku v jednotlivych castech spory na energii
simulovaného zateni.

Zdrojové kody pro implementaci v Geant4 vcetné datovych souborti obsahujicich spoctené hmotnostni
soucinitele absorpce a linearni brzdné schopnosti jsou soucasti elektronické ptilohy diplomové prace.

3.1.2. Simulace ozafovani fotony

V ptipadé simulace interakce fotonti s modelem spory jsem generoval fotony s energiemi v rozsahu
10 — 10* eV. Jedna se o oblast energii, kde fotony interaguji pfednostné fotoelektrickym jevem. Pro
energie vy$3i nez 10* eV jiz vzhledem k rozmé&riim spory nebyla detekovéana zadna deponovana energie.

Pro vypocet davky je bézne pouzivan obecny vztah:

D = [, w(E) (@) dE, (21)

kde W(E) je fluence energie danych fotond s energii E a (@) je hmotnostni soucinitel absorpce

cvvr

spektru E, do hodnoty maximalni E,,,,. Pokud ma byt davka vyjadifena v Gy, musi byt veli¢iny
vyjadreny v jednotkach SI. Ze znalosti absorbované davky a fluence energie lze spocitat tzv. efektivni
hmotnostni soucinitele absorpce energie pro jednotlivé ¢asti spory podle vztahu:

(1) 2w 22)
P Jeff Y(E)

Geant4 vzdy po kazdém béhu vraci hodnotu davky v jednotlivych ¢astech modelu spory, ktera byla
pouzita pii vypoctu efektivnich hmotnostnich absorpénich koeficientli. Pro hodnotu simulované fluence
pak plati: W(E) = E - 2,5 X 101! [J-em?]. Takto vypodtené efektivni soudinitele absorpce 1ze nasledné
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pouzit pro odhad davky a jeji distribuce v jednotlivych castech spory ze znamé fluence energie. Pro
vypocet soucinitelti absorpce slozenych materialit nebo molekul se pouziva tzv. Braggovo pravidlo
smeéSovani, kde se vysledny hmotnostni soucinitel absorpce materialu ziska jako vazeny primér
hmotnostnich soucinitelti absorpce jednotlivych prvki, kde vahu tvoii hmotnostni zlomek daného prvku
v materialu (molekule). Lze jej vyjadfit vztahem:

) =5m (9, @

Pro jednotlivé ¢asti spory 1ze tedy hmotnostni soucinitele absorpce spocist vyse uvedenym vztahem ze
znalosti prvkového slozeni uvedeného v Tab. 1 a nasledné pouzit pro vypocet davky. Hodnoty pro
hmotnostni soucinitele absorpce 1ze ziskat napt. z databaze [55] (tzv. Henkeho tabulky). Takto ziskané
hodnoty hmotnostnich soucinitelti absorpce jsem poté pouzil k porovnani s hodnotami efektivnich
hmotnostnich souciniteli absorpce ziskanych vypoctem z obdrzené davky pro kazdy béh simulace
v Geant4. Jelikoz se jedné o simulace typu Monte Carlo, priméroval jsem vzdy obdrzené davky z péti
nezavislych béhid programu. Vysledky simulaci jsou uvedeny na Obr. 24, kde je sledovana absorbovana
davka v jednotlivych ¢astech spory v zavislosti na energii fotonu. Na Obr. 25A-25C jsou zobrazeny
prabéhy hmotnostnich souciniteld absorpce jednotlivych ¢asti spory ziskanych vypoctem (8) pomoci
hodnot z databaze [55] a prubéhy efektivnich absorpénich koeficienti ziskanych na zakladé informace
o depozici davky ze simulaci v programovém prostiedi Geant4.
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Obr. 24: Absorbovana davka v jednotlivych castech spory jako funkce energie fotonil. Fluence na
povrchu spory 2,5x10* fotonti-cm™.

Ze simulovanych pribéha depozice davky je patrné, Ze mezi energiemi fotont 10 — 100 eV dochazi
k pozvolnému nardstu deponované davky piredevS§im v plasti spory, nebot fotony nemaji jesté
dostate¢nou energii, aby pronikly ke kortexu nebo jadru. Od zhruba 20 eV jiz dochazi k nartistu depozice
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energie i v jadfe a kortexu do 200 eV kde jiz jsou fotony energetické natolik, aby pronikaly sporou se
stejnou ucinnosti. Prudky nartst kolem energie fotonti 284 eV zplsobuje relativné vysoké hmotnostni
procento uhliku v jednotlivych castech spory. Rozdil v depozici energie do 700 eV odpovida
procentudlnimu zastoupeni uhliku v jednotlivych ¢astech, viz. Tab. 1. S nartstajici energii fotond klesa
deponovana energie monotonn€ az ke K hrané vapniku kolem 4038 eV. Zde dochézi k drobnému rozdilu
v depozici energie v jadie predevsim diky tomu, Ze jadro obsahuje nejvétsi podil vapniku (~16 %).
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Obr. 25A: Hmotnostni soucinitelé absorpce jadra spory.
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Obr. 25B: Hmotnostni soucinitelé absorpce kortexu spory.
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Obr. 25C: Hmotnostni soucinitelé absorpce plasté spory.

Rozdilné hodnoty hmotnostnich souciniteld absorpce pro jednotlivé ¢asti spory spocétenych
Z tabelovanych dat a odvozenych ze simulaci jsou nejvice markantni u jadra a kortexu. Obecné lze
konstatovat, ze rozdily v celém spektru energii fotontl jsou piedevsim dany konecnymi rozmeéry spory
v piipad¢ provedené simulace. Napi. odchylky od teoretickych hodnot v oblasti energii 10 — 100 eV u
jadra jsou zpusobeny diky nedostatecné energii fotont, které vykazuji mensi pronikavost, jak bylo
diskutovano vyse. Pro malé hodnoty energii fotoni zlstavd nejvétsi podil deponované energie
predevs§im na exponované strané spory. Tato distribuce davky neni v souc¢asné implementaci modelu
zohlednéna. Realisticky se jevi odhad dévek (tedy homogenné distribuované absorbované energie)
Vv oblasti energii fotond od 150 — 200 eV, kde jiz atenuac¢ni délka v uhliku dosahuje rozmért spory, tedy
0,5az 1 pum.

Podobné 1ze komentovat rozdil u K hrany uhliku, kde fotony dosahuji energie 284 eV. Dale je tieba
zohlednit i rozdilnou hustotu jednotlivych ¢asti spory, ktera ma vliv na celkovou deponovanou davku a
ktera v teoretickém vypoctu zohlednéna neni. Zde je ukazano, ze Braggovo pravidlo sméSovani plati od
energii fotont zhruba 1 keV dale, nebot’ v této oblasti jiz teoretické a spoctené hmotnostni soucinitelé
absorpce nabyvaji velmi podobnych hodnot.

Z vyse zminénych zjisténi 1ze tedy provést zaver, ze nejcitlivejsi bude spora ziejmée v oblasti vinovych
délek 284 — 700 eV. Jedna se o oblast energii fotonli oznacovana téz jako tzv. vodni okno. Specificky je
vodni okno definovano jako rozsah energii 284 — 543 eV, tedy mezi absorpéni hranou uhliku a kysliku.
Jednim z perspektivnich zdroji schopnych generovat fotony pravé ve vodnim okné ke studiu senzitivity
spor je plazmovy zdroj mékkého rentgenového zatreni schopny toto zafeni deponovat do kapalnych
vzorki [56].

3.1.3. Simulace ozarovani elektrony

Simulace ozafovani elektrony byla provedena ve stejné konfiguraci jako s fotony. Fluence castic byla
opét 2,5x10* [el.-cm™]. Generovany byly elektrony s energiemi v rozsahu 10 keV — 1 GeV. Tento
rozsah energii byl zvolen vzhledem k moZnosti porovnani tabelovanych hodnot hmotnostnich linearnich
brzdnych schopnosti z databaze estar (NIST) [57].
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Pro vypocet davky elektronti Ize pouzit vztah:

o fEmax o) (Scol; (E)) . (24)
Eq

kde @(E) je spektralni fluence elektront (¢astic) a (Scon (E)/p) je hmotnostni srazkova linearni brzdna
schopnost prostiedi. Integrace se opét provadi pres spektrum v rozsahu energii Eo az do maximalni
hodnoty Emax. Pokud ma byt davka vyjadiena v Gy, musi byt veli¢iny vyjadieny v jednotkach SI. Pro
vypocet hmotnostni srazkové linearni brzdné schopnosti prostiedi sloZzenych materidlli 1ze pouzit
obdobny vztah jako pro soucinitele absorpce (8).

Ze znalosti absorbované davky a fluence ¢astic Ize spocitat tzv. efektivni hmotnostni linearni brzdné
schopnosti pro jednotlivé casti spory podle vztahu:

(swu(E)) _D(E) (25)
P Vopp GE)

Takto vypoctené efektivni hmotnostni linearni brzdné schopnosti 1ze nasledné pouzit pro odhad davky
a jeji distribuce v jednotlivych castech spory ze znamé fluence Castic. Ziskand data, ktera jsou
porovnavana s tabelovanymi hodnotami jsou na Obr. 26.
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Obr. 26: Linearni brzdné schopnosti elektronti v zavislosti na energii pro jednotlivé ¢asti spory, kde
carkovan€ jsou oznaceny efektivni hmotnosti linedrni brzdné schopnosti ziskané simulaci v programu
Geant4.

Z Obr. 26 lze vidét, ze v oblasti od priblizné 0,1 MeV dochazi k odchyleni teoreticky vypoctenych
hodnot od hodnot ziskanych ze simulaci. Tento jev mlize byt zptisoben rozmérem spory, kdy se pro
rychlejsi elektrony spora stava transparentni a deponovand dévka je snizena na ukor sekundarnich
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elektrontl, které sporu opoustéji. Od energie 1 MeV jiz pozorujeme plato, kde inaktivace spor by neméla
byt zavisla na pouzité energii pii ozarovani v ramci rozpéti 0,5 MeV az 1 GeV.

3.2. Pouzité pristroje, materialy a metody
3.2.1. Zdroj urychlenych elektroni

Spory patii k velmi odolnym organismiim, o ¢emz svéd¢i pomérné vysoké hodnoty decimacnich davek
uvedenych v reSerSni Casti této prace. K deponovéni vyssich davek lze pouzit zafizeni, kterd ve
vakuovém systému pomoci vysokofrekvencniho elektrického pole urychluji nabité castice. Pokud je
urychlujici ¢astice pomoci magnetického pole hnana po kruhové draze, zafizeni se nazyva cyklicky
urychlovac neboli cyklotron. Pokud by hmotnost ¢astice byla konstantni, tak by perioda a frekvence
obihani zlstala stejnd, avSak vlivem relativistickych jevli dochazi pii urychlovani ¢astic k nartstu jejich
hmotnosti, diky ¢emuz dochézi ke snizeni frekvence obihani. S timto problémem se potyka vétSina
tézkych nabitych Castic, avSak v pripadé elektronu lze snizeni frekvence obejit. Cyklotrony urychlujici
elektrony timto zpisobem se nazyvaji mikrotrony [58].

V mikrotronu jsou do kruhové komiirky ptfivadény mikroviny, které v tercovém krystalu dutinového
rezonatoru udéli elektronim ve valen¢nich vrstvach pocate¢ni energii. Vybuzené elektrony zacnou, diky
indukovanému magnetickému poli, vykonavat kruhovy pohyb. Pti prichodu dutinovym rezonatorem
mohou byt urychleny. Kazdé urychleni doda elektronu energii rovnou celociselnému nasobku jeho
klidové energie, ktera je rovna 0,511 MeV, diky cemuz se perioda obéhu zvysi o celociselny nasobek
puvodni velikosti. Pii dosazeni pozadované energie je svazek vyveden k interakci. Schéma mikrotronu
je znazornéné na Obr. 27.

Obr. 27: Schéma mikrotronu. Pievzato z [59].

Jak je vidét na Obr. 27 elektrony diky vySe zminénému zpisobu urychlovani obihaji po kruhovych
drahach se spole¢nym te¢nym bodem v miste, kde se nachazi dutinovy rezonator.

V této préaci jsem vyuzil mikrotron MT25 provozovany Ustavem jaderné fyziky Akademie véd CR
v Rezi. Tento mikrotron je schopny urychlovat elektrony na maximalni energii 25 MeV, energii lze
ménit po 1 MeV Vv rozsahu 12 az 25 MeV a 0 0,5 MeV v rozsahu 6 az 15 MeV [60].

3.2.2. Zdroj gama zareni

K ozafovani vzorkli pomoci y zafeni po stanovenou dobu Ize vyuzit kontinualni zdroj Gammacell GC
220 na Fakulté jaderné a fyzikalné inzenyrské. Gammacell se sklada ze 48 ocelovych ty¢i v nichz je ve
formé& pelet umistén radionuklid ®Co. ®°Co podléha p rozpadu na stabilni nuklid ®Ni s polo¢asem
pfemeény 5,27 let dle schématu na Obr. 28.
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Obr. 28: Schéma premény %Co. Pievzato z [61]

Jak je patrné ze schématu na Obr. 28, rozpadem ®°Co dochazi k vyzafeni ¢astice £ a dvou kvant y
s energiemi 1,17 a 1,33 MeV. Ozafovani vzorkil probiha v ose zafizeni v ozafovaci komofte, kolem které¢
jsou umistény koaxidln¢ ocelové tycCe, ktera se vpousti do ozarovaciho prostoru pomoci elektromotoru.
Pfi ozafovani jsou vzorky stinény, takze dochazi k deponovani pouze y zafeni. Zdroj zafeni je umistén
ve stinéné Casti, takze nedochazi k ozateni operatora pii praci. Snimek zafizeni je na Obr. 29.

Obr. 29: Gammacell GC 220 na Fakulté jaderné a fyzikalné inzenyrské.

3.2.3. Zdroj zaFeni ve vodnim okné

Z vysledkd simulaci ozafovani modelu bakterialni spory vyplynulo, Ze absorpce nejvétsi davky pti
konstantni fluenci fotonl probiha pravé ve spektralni oblasti vodniho okna. Vodni okno je definovano
jako oblast elektromagnetického spektra nachazejici se mezi K absorpéni hranou uhliku (284 eV;
4,4 nm) a kysliku (543 eV; 2,3 nm). Zde vykazuje uhlik téméf o fad vyssi absorpci oproti kysliku, diky
cemuz je voda Vtéto spektralni oblasti transparentni a k absorpci zafeni dochdzi predevSim ve
strukturach bohatych na uhlik. Grafické znazornéni vodniho okna je na Obr. 30.
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Obr. 30: Spektralni oblast vodniho okna (284 — 543 eV) znazornéna pomoci hmotnostnich souéiniteld
absorpce uhliku a kysliku.

Graf na Obr. 30. byl vytvoren na zakladé dat dostupnych v Henkeho tabulkach [55] a je z n&j patrné, ze
kyslik oproti uhliku vykazuje téméft o fad nizsi absorpci.

Zdroj fotont s energiemi ve vodnim okné se nachazi na Ustavu optoelektroniky pii Vojenské technické
univerzité ve Varsaveé. K ozafovani se vyuziva ¢erpani argonového plazmatu infraCervenym Nd:YAG
(neodymem dopovany yttrito-hlinity granat) laser o vinové délce 4 = 1064 nm. Délka jednoho pulsu je
4 ns s energii 650 mJ s opakovaci frekvenci az 10 Hz. Vygenerovany svazek je veden ptes sérii zrcadel
pres vstupni okénko do interakéni komory, kde je udrzovano hrubé vakuum o pfiblizné hodnoté 1 Pa.
Ptivedeny laserovy svazek je fokusovan bikonvexni ¢ockou, jejiz ohnisko se nachdzi 2 mm nad ustim
plynové trysky, odkud je vhanén do systému argon. Ventil argonu a laser jsou synchronizovany, tak aby
doslo k optimalnim parametrim emise argonového svazku [2]. Ozafovat je mozné az osm vzorki
najednou, schéma ozafovaci komory je na Obr. 31.
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Ozarovaci podlozka Emise Ar plazmatu

Stineni Elektromagneticky ventil
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Nastaveni zamérovaci ¢ocky

Nd:YAG laser

Rotor pro otageni vzorkd

Obr. 31: Schéma ozafovaci komory. Pievzato a ptelozeno z [62].

Ozatovani probihd za snizeného tlaku. Osm vzorkil se nejprve rozmisti na ozatovaci podlozku viz
Obr. 31 tak, aby ozafovana plocha se vzorkem smérovala doll. V ptipadé Spatného umisténi vzorku by
mohlo dojit k pohlceni veskeré energie v podlozce vzorku. Poté, co je ozafovaci komora uzaviena a
utésnéna, mize byt spusténo odcerpani vzduchu, které trva pfiblizné¢ 20 minut. Nasledné je mozné
ozafovat. Vzorky, které byly rozmistény na ozatovaci podloZzku je mozné ménit diky rotoru, ktery otaci
s celou podlozkou kolem své osy. Aby nedochazelo béhem k ozatovani jednoho vzorku k ozafeni
ostatnich, je ozafovaci podlozka odstinéna pomoci folie, ve které je otvor pouze pro jedno okénko, takze
je ozafovan pouze jeden vzorek. Pro ucely kontroly experimentalniho rozvrzeni ozafovani je na viku
ozatovaci komory umistén sklenény otvor. Pohled na ozafovaci komoru z venku je na Obr. 32.

Obr. 32: Uzaviena ozafovaci komora.
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Po dokonéeni ozatovani byla komora zavzdusnéna a vzorky vyjmuty.

3.2.4. Ostatni pristroje a zafrizeni

Autoklav (Tuttnauer 2540M)

Biirkerova poéitaci komirka, typ Neubauer d = 0,01 mm (Hecht Assistent)
Magneticka michacka (Velp Scientifica)
Mikroskop BX51M (Olympus)

Pipety: 100 ul,1000 ul, 200 pl a 20 ul (Eppendorf)
Laboratorni vahy (KERN ABT 220-5DM)
Inkubator (termostat) (Lovibond)

Laminarni box (Bioair Instruments)

Ultrazvukova lazeni Transsonic TS 540 (P-Lab)
Spektrofotometr (Shimadzu UV2600)

Pocitacka kolonii Schutt Count (Schuett-Biotec)
Horizontalni elektroforéza Mupid ExU (Helixx)
Opticky filtr Wratten 15 (Kodak)

Fotodioda AXUV-100 (Optodiode Corporation)

.5. Pouzité chemikalie

LB agar (slozeni: Kvasnicovy extrakt (5 g-1'); Chlorid sodny (5 g-17); Agar-Agar (15 g-1"%);
Pepton (10 g-1'!) (Roth)

Heptahydrat siranu Zeleznatého (FeSOs - 7H,0) (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Roth)

Kyselina sirova (Penta)

Agardza pro molekularni biologii (Serva)

EDTA (Komplexon II, Penta)

Tris-HCI (Roth)

Kyselina octova (Penta)

Izopropylalkohol (propan-2-ol; 99,99%; Chromasolv LC MS) (Honeywell)
Plazmid pRB322 (New England Biolabs)

Fluorescenéni barvivo SYBRGreen I (10000X) (Sigma-Aldrich)

Sledovaci roztok 6x Loading Dye (ThermoFisher)

3.3. Metodické postupy

Pro ovéfeni funkce izopropanolu jako vychytavaée OH radikalti jsem zvolil dobie dostupny a
prostudovany plazmid pBR322 (New England Biolabs) se 4361 pary bazi. Pro pouziti plazmidové DNA
je dobré pouzit zdroj s nizkym davkovym ptikonem, aby bylo mozné dobte rozlisit deponované davky.

Roztoky B. subtilis, pouZité ve viech experimentech, byly poskytnuty Ustavem molekularni biologie
Slovenské akademie véd v Bratislaveé. Koncentrace zasobni suspenze byla stanovena dvojim zptisobem:
pocitanim spor ve specificky natedénych roztocich pomoci Biirkerovy komurky (typ Neubauer o
hloubce 0,01 mm) a pomoci ockovani specificky nafedénych roztokli na agarové misky. Cilem
samotnych experimentd bylo sledovat tibytek populace spor iniciovany vlivem vybraného druhu zareni,
predevsim mékkého rentgenového zareni a elektront v zavislosti na dob¢ ozarovani, respektive davce a
koncentraci vychytavace hydroxylovych radikali. Z namétenych tidaji byly zkonstruovany kiivky
preziti.

48



3.3.1. Piiprava zasobniho roztoku spor

Zasobni roztok spor B. subtilis kmene PY79 [63], ktery byl pouzit pro vSechny ozafovaci experimenty,
byl pfipraven vysazenim jedné kolonie do 10 ml LB (Luria-Bertani) agaru s naslednou inkubaci po dobu
24 hodin pfti teploté 37 °C. Takto pfipravena kultura byla nasledné pouzita k naockovani dalsich 10 ml
cerstvého LB agaru do absorbance 0,05 pfi vinové délce 600 nm. Bakterie byly poté ponechany rtst do
hodnoty absorbance 1. Nasledné bylo odebrano 200 ul vyrostlé kultury, kterou byl nao¢kovan sporulaéni
agar [64], na kterém nasledn¢ kultura rostla dva dny pfi teploté 37 °C. Po uplynulé dobé byl agar vyjmut
Z termostatu a byl ponechan pét dni za laboratorni teploty, dokud vétSina bunék nedoséhla zralého stadia,
které bylo mozné ur¢it pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem. Po dozrani bylo mozné vyrostlé
bunky sklidit, ¢imz za¢nou vznikat spory.

Po sklizeni byly spory pievedeny do ledové sterilni vody, ve které byly promyvany. Promyvani probiha
pomoci centrifugace po dobu 20 minut pii 10000 g a teploté 4 °C, kde nasledné dochazi k odebirani
supernatantu a doplnovanim jeho odebraného objemu ledovou vodou, pti¢emz dochazi k odstranéni
bunéénych zbytkd a bun¢k. Promyvani probihalo nékolikrat po dobu dvou tydnt, vysledny roztok byl
skladovan pfti 4 °C.

3.3.2. Stanoveni koncentrace zasobniho roztoku spor

Pred samotnym ozatfovanim bylo nejprve nutné stanovit koncentraci obou zasobnich roztoki, které byly
k ozafovani pouzity. Metody byly pouzity dv€, aby bylo mozné ovéfit jejich ptesnost a ziskat co
nejpresnéji hledanou koncentraci.

Prvni metodou bylo pocitani spor pomoci Biirkerovy komurky, coz je malé specialni podlozni sklicko,
které se pouziva ke stanoveni poctu biologickych entit ve vzorku. Na Biirkerové komirce je
vygravirovan rastr malych a velkych ¢tvere¢ki s definovanymi rozméry, diky nimz je mozné
Spocist pocet entit v piedem definovaném objemu. Princip stanoveni je zaloZen na mikroskopickém
pozorovani komirek. Vzhledem k rozmértim spor je vhodné pouzit takovou komurku, kde neni mozné
rozlozeni spor do vice vrstev, coz by mohlo mit za nasledek zkresleni vysledku. Pouzil jsem proto
komirku typu Neubauer s tloustkou zkoumané vrstvy 0,01 mm.

V praxi je nutné nejprve pripravit sérii vzorkll 0 znamém faktoru fedéni, aby bylo mozné zpétn€ vychozi
koncentraci dopoditat. Nasledné se postupné jednotlivé vzorky v objemu 5 ul nanasi do Biirkerovy
komirky. Poté jsou prekryty krycim sklickem, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin v preparatu.
Takto pfipraveny preparat je pozorovan mikroskopem s naslednym pofizenim zaznamu. Snimek
komurky je nasledné vyhodnocen pomoci pocitacového programu umoziujici po€itani ruéné vlozenych
bodu, naptiklad ImageJ. Ukazka pocitani pomoci programu ImageJ je na Obr. 33.
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Obr. 33A a 33B: Fotografie z Biirkerovy komutrky DIC mikroskopem (vlevo) a jeji nasledné upraveni
a vyhodnoceni v programu ImageJ (vpravo).

Z Obr. 33A a 33B je patrné, Ze fotografii poiizenou v mikroskopu je nutné nejprve upravit. Upravou
jasu a kontrastu Ize jednotlivé spory vice zviditelnit, takze je snazsi jejich nasledné pocitani. Na
upravené fotce vpravo je také vidét postup pro pocitani, kdy se kazda spora oznaéi ru¢ne.

Druh4 metoda stanoveni koncentrace je zalozena na ockovani fedénych roztokii na agarové misky.
Stejné jako v ptipadé Biirkerovy komurky je nejprve nutné vytvofit sérii vzorkdi o znamém faktoru
fedéni, s kterymi se nasledné pracuje stejné jako to je popsano v kapitole 3.4 Vyhodnoceni.

Vychozi koncentrace pouzitych zasobnich suspenzi spor byla stanovena pomoci ockovani na LB agar.
Vysledna koncentrace roztok® ¢inila 4,5x10%° CFU-ml? v ptipadé ockovéani a v pifpadé pocitani
Biirkerovou komtrkou 5x10% spor-ml™.

3.3.3. Priprava zasobnich roztoku

Pro vSechny experimenty byla pouzita destilovana voda, ktera byla pfed pouzitim sterilizovana
v autoklavu. Sterilizace probihala po dobu 45 minut pti 131 °C v uzavienych sklenicich. Po temperaci
na laboratorni teplotu byla nasledné sterilni voda uloZena do lednice, kde byla skladovana pfi teploté
7 °C.

Pro pozorovani pfimého a nepiimého ucinku ionizujiciho zafeni na biologické struktury byl pouzit
zésobni roztok plazmidi o koncentraci 10 ng-ul?. Z roztoku bylo odebrano vzdy 50 pl, které byly
nasledné zfedény sterilni vodou a riizné koncentrovanym izopropanolem na roztok o vysledném objemu
500 pl. Vzorky byly skladovany v mrazicim boxu a pfenaSeny v pfenosném chladicim boxu, aby se
omezilo jejich tepelné poskozeni.

Pro ozatovani spor ve vodnim prostiedi byl pfipraven roztok o koncentraci 2x108 CFU-ml, ziedénim
zasobniho roztoku, ve kterém byla stanovena koncentrace viz kapitola 3.3.2 Stanoveni koncentrace
zasobniho roztoku spor. Vzorky byly skladovany pii teploté 7 °C.

K ozafovéni spor v suchém stavu byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 4,5x10® CFU-ml*, ktery
byl nasledné skladovan v pfi teploté 7 °C.

Pro ucely gelové elektroforézy byl pripraven zasobni pufr 50X TAE, ktery obsahuje: 50 mM EDTA,
1 M kyseliny octové a 2 M Tris-HCI. Pted smichanim s gely bylo vZdy odebrano pozadované mnozstvi,
které bylo nafedéno faktorem 100.
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3.4.Vyhodnoceni
3.4.1. Smyvani

V ptipad¢€ vyuziti zdroje zafeni ve vodnim okné bylo nutné vytvofit metodu, pii které by bylo mozné
spory ozafovat v suché form¢ a nasledn€ je smyt, aby je bylo mozné ockovat na agarové misky.
K vyzkouseni pfevedeni spor do suché formy byly na laboratorni sklicka deponovany rizné velké
objemy (1, 2, 3, 4, 5 a 10 pl) roztoks pomoci pipety. Skli¢ka byla ponechana schnout ve stinu za
laboratorni teploty, dokud se na nich nevytvoril sporovy film. Nasledn¢ byla sklicka pinzetou pfendana
do zkumavek, ve kterych bylo pfedem napipetovano 500 pl sterilni vody. Zaviené zkumavky byly
ponechany po dobu jedné minuty ve ultrazvukové vodni 14zni Transsonic TS 540. Skli¢ka byla nasledné
opatrné vyndana pinzetou, aby Vv roztoku zistalo, co nejvice spor. Takto pfipravené roztoky byly
ziedény dle potfeby a vysazeny na agarova média.

Po inkubacni dobé byly spoéteny kolonie. Na zakladé vysledkli pozorovani bylo rozhodnuto, ze
optimalni objem bude 5 ul zasobniho roztoku.

3.4.2. O¢kovani

Pro vyhodnoceni kiivek pteziti je nutné zjistit, kolik spor v rdmci ozatfovani ptezilo. K zjiSténi poctu
prezivsich spor slouZzi s¢itani kolonii na agarovych miskach. Pro tuto metodu je nejprve nutné pfipravit
vhodné agarové médium. V tomto piipadé byl vyuzit LB agar od firmy Carl Roth. Do Erlenmeyerovy
banky se odvazi 8,75 g LB agaru dle navodu, ke kterému je nasledné ptidano 250 ml destilované vody.
Roztok se promicha a Erlenmeyerova baiika se uzavie vickem vyrobenym z buni¢iny a alobalu.
Nasledné se roztok vlozi do autoklavu, kde je pii 131 °C po dobu 45 minut sterilizovan. Po uplynulé
dobé je roztok z autokldvu vyjmut, a jesté za horka je v laminarnim boxu vylit do plastovych Petriho
misek. Agar je mozné ponechat schnout v uzavienych Petriho miskach, avSak konzistence vysledného
agarového média je vlhka a Spatn€ se do néj vpiji vzorky, takze bylo vyuzito schnuti v otevienych
miskach v laminarnim boxu viz Obr. 34.

Obr. 34: Ukazka suseni agarového média v otevienych Petriho miskach.
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Zpisob na Obr. 34 zajist'uje, ze vysledné médium neobsahuje piebytecnou vodu a je 1épe schopné nasat
vzorek. Tim, ze médium rychleji vyschne je také mozné takto ptipravené misky pouzit do 30 minut od
naliti. Nejvétsi nevyhodou této metody je moznost kontaminace, kterd se muze projevit vznikem
nezadoucich kolonii.

Jakmile je agarové médium ztuhlé, muze dojit k samostatnému ockovani. V ptipadé této prace byly
zfedéné vzorky spor deponovany po 100 pl na agar pomoci sterilniho kovového ocka. Ocko bylo pted
kazdym roztiranim sterilizovano plamenem a pted kontaktem se vzorkem jesté schlazeno o agarové
médium. Vzorky byly fedény na piibliznou koncentraci 3000 CFU-ml* tak, aby bylo na jednotlivé
misky o¢kovano maximalné 300 kolonii. Po rozetieni vzorku byla Petriho miska uzaviena a ponechéana
ptiblizné pét minut schnout. Nasledné byla Petriho miska horizontalné oto¢ena o 180° a vlozena do
inkubatoru, kde byla ponechana 24 hodin pti 37 °C.

Po uplynulé dob¢é byla miska vyndana a spocetl se pocet kolonii. K usnadnéni prace byla vyuzita
pocitacka kolonii Schutt Count. Nasledné byl vynasoben pocet kolonii faktorem fedéni, aby bylo mozné
zjistit zastoupeni zivych spor v piivodnim vzorku. Na Obr. 35 je ukdzka vyrostlych kolonii na Petriho
misce.

V 4

Obr. 35: Narostlé kolonie B. subtilis na LB agaru v Petriho misce.

3.4.3. Gelova elektroforéza

Pro ucely gelové elektroforézy byly pripraveny gely z 0,8% agarozy a pufru 0,5x TAE, ktery byl
pripraven stonasobnym fedénim koncentrovaného zasobniho roztoku 50x TAE. Takto pfipraveny roztok
byl ptiveden k varu a nasledné vaien po dobu jedné minuty. Nasledné je roztok odejmut od zdroje tepla
a je do n¢j pridano fluorescencni barvivo SYBRGreen I s faktorem fedéni 10000. Po promichani se
roztok nalil do formicek s hiebinky pro jamky, kde doslo piiblizné po hodiné k jeho vytvrzeni.

Pied vlastni elektroforézou je nutné pfipravit plazmidové vyhodnocovaci roztoky. K 10 ul roztoku byly
pfidany 2 ul sledovaciho roztoku (6X Loading Dye). Takto pfipraveny roztok je schopny se udrzet
Vv agarové jamce a muze byt sledovana jeho migrace po agarové matrici béhem elektroforézy.
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Pted pouzitim byl gel nejdfive vlozen do vani¢ky pro elektroforézu, kde se zalil po rysku roztokem 0,5x
TAE. Nasledn¢ byla k vani¢ce pfipojena horizontalni elektroforéza. Do jednotlivych jamek byly
napipetovany ptipravené roztoky plazmidi, vanicka se uzaviela a na soustavu bylo piivedeno elektrické
pole o intenzité E =5 V-cm™. Po 75 minutach bylo elektrické pole vypnuto, agar se vyjmul a polozil
na transiluminanéni stolek, kde probihalo jeho fotografovani ptes opticky filtr Wratten 15. Snimek
pofizeny z transiluminanéniho stolku je na Obr. 36.

P— ' / Kruhova

— Linearni

\Superh.

Obr. 36: Vysledny snimek, ze kterého lze stanovit pomér jednotlivych plazmidovych forem.

Z Obr. 36 je vidét, jak se méni pomér jednotlivych forem v zavislosti na deponované davce. Fotografie
byly nasledné upraveny a vyhodnoceny pomoci nékterého programu ImagelJ. Ziskana data z analyzy
snimkd je poté mozné fitovat pomoci vztahti 19A — 19C K ziskani parametrii fssg @ fose.

3.5. Charakterizace zdroji
3.5.1. Gammacell GC 220

Pro charakterizaci Gammacellu GC 220 byl pouzit roztok Frickeho dozimetru. Frickeho dozimetr byl
ptipraven ve zkumavce, ktera byla pied pouzitim ponechana oteviena, aby doslo K nasyceni vzdusnym
kyslikem. Nasledn¢ byl v uzaviené zkumavce roztok Frickeho dozimetru znovu protiepan a preveden
po 500 ul do 1,5 ml zkumavek typu Eppendorf, ve kterych probihalo nasledné ozatovani. Charakterizace
zdroje probihala ve stejnych zkumavkach a stejné geometrii jako nasledné ozafovani vlastnich vzorkd,
aby doslo k minimalnim odchylkam méteni. Celkem bylo pfipraveno 5 dozimetri, které byly ozafovany
po dobu: 0; 30; 60; 90 a 120 minut.

K vyhodnoceni dozimetrie byl vyuzit spektrofotometr Shimadzu UV2600. Byla méfena absorbance pfi
vinové délce 304 nm. Absorbovanou davku D, vyjadienou v Gy, respektive davkovy piikon zdroje
v Gy- min’l, Ize nasledné dopocitat na zakladé vztahu (12) a linearni regresi rostouci davky jako funkci
casu. Vzhledem k vysoké absorbanci, kterou vykazuje super Frickeho dozimetr diky vysoké koncentraci
zelezitych iontd, jsem ozatené vzorky ptred vyhodnocenim fedil faktorem 10 pomoci 0,4M H>SOs.

Jak bylo zminéno vyse, k vypoctu je tfeba znat smérnici hodnot absorbanci pfi 304 nm pro jednotlivé
Casy ozafovani. Tu Ize vypocitat linearni regresi jako je tomu na Obr. 37.
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Obr. 37: Linearni regrese hodnot absorbanci pfi 304 nm.

Z linearni regrese dat na Obr. 37 vyplyva, ze hodnota smérnice je 0,00124 min™, takze Ize dopogist (dle
rovnice &. 12) hodnotu davkového piikonu D ve tvaru

_0,00124-60
" 2197-1,61-1,024

=20,5Gy -h~". (26)

Z vypocitanych hodnot tedy vyplyva, ze v téchto ozatovacich podminkach dochézi k deponovani
20,5 Gy za hodinu ozafovani.

3.5.2. Mikrotron MT25

K ozafovani pomoci urychlenych elektronti byl vyuzit mikrotron MT25 provozovany Ustavem jaderné
fyziky Akademie véd CR v Rezi. Ke stanoveni davky elektronového svazku mikrotronu byl vyuzit
Frickeho dozimetr, respektive jeho modifikovanou verzi, tzv. super Frickeho dozimetr, a to vzhledem
k vysokym davkovym piikonim, které je mikrotron MT25 schopen dosahnout. Metoda je zalozena na
stanoveni absorbované davky v roztoku obsahujiciho Zeleznaté ionty. Super Frickeho dozimetr je slozen
z10mM FeSO4 a 0,4M H,SO.. Princip a vyhodnoceni probiha stejné jako v pfipadé standardniho
Frickeho dozimetru.

Nejprve byl pripraven roztok Frickeho dozimetru ve zkumavce, ktera byla pfes noc ponechana oteviena
k umoznéni saturace roztoku vzdu$nym kyslikem. Nasledné bylo do polypropylenovych zkumavek
napipetovano po 1 ml roztoku. Méfeni probihalo ve stejnych zkumavkach, ve kterych probihalo
nasledné ozafovani, tedy typ Eppendorf o objemu 1,5 ml. Pfed samotnym ozafenim byly zkumavky
protiepany, aby doslo k saturaci roztoku kyslikem. Nasledné byly zkumavky ozafovany svazkem
urychlenych elektronti mikrotronem MT25 a ptiblizné po 2 minutach byly postupné odebirany. Jeden
roztok ziistal vzdy neozafeny a slouzil jako kontrolni vzorek. Takto méfeni probihalo celkem tiikrat
v ruznych vzdalenostech od vystupniho okénka mikrotronu. K ozafovani byly vyuzity elektrony
urychlené na energii 15,2 MeV.

Obvyklé pouzité davkové piikony od takto urychlenych elektronii se pohybovaly od 5 do 10 Gy-s™.
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3.5.3. Zdroj zafeni ve vodnim okné

Ke spravnému odhadu deponované davky ve vzorku je tfeba znat spektralni rozlozeni intenzity zafeni.
Ta byla ziskana z prace [2] a jeji prubéh je na Obr. 38.
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Obr. 38: Spektrum rozlozeni intenzity zafeni S barevné vyznacenym vodnim oknem.

Dale je potfeba stanovit spektralni fluenci energie K tomu byla vyuzita kifemikova fotodiody AXUV-
100, ktera byla umisténa pomoci vakuové trubice 1,66 m od zdroje zafeni, tak jak je to vyfoceno na
Obr. 39. Fotodioda je povrstvena 200 nm Ti a 50 nm amorfniho uhliku. Fotodioda byla umisténa tak,
aby byla ozafovana celd jeji detekéni plocha 10x10 mm?,

Cerpaci
Vakuova laser

Interakéni

komora

Obr. 39: Experimentalni rozvrzeni pii charakterizaci zdroje zafeni ve vodnim okné.
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Protoze s poctem zvysujicich se vystiell dochazi ke zvyseni tlaku v ozatovaci komote, signal byl
zaznamenan vzdy po poslednim vystfelu z ur€ité série. Bylo zaznamenano n¢kolik vystield pro rizné
dlouhé série. Fluenci energie v J-cm™ je mozné vypo&ist vztahem

W) - w(E)E ftz 27)

—— | Udt,
ZTriTcQEAge Jy,

kde W(E) je distribuc¢ni funkce intenzity pocitana z intenzitniho spektra (Obr. 38), Z je impedance
obvodu (50 Q), E je energie fotonu [eV], Tri a Tc jsou transmise titanové a uhlikové vrstvy fotodiody,
QE je kvantova ucinnost v [el.-foton™] a Ag: je plocha detektoru (1 cm?). Integrace nap&tového signalu
z fotodiody se provadi v rozmezi Cast t1 a t; zdznamu signalu. Poté jiz bylo potieba pouze upravit
hodnotu fluence ve vzdalenosti detektoru na vzdalenost zdroje ke vzorku, tedy 7,3 cm. Vypoctena
fluence méla hodnotu 6,9x10° J-cm™? pro jeden laserovy impulz. Davku ve vzorku lze pak urcit
nasledujicim vztahem:

Emax
D= f W(E) <@) dE, (28)
eff

.....

kortex, plast). Pro obdrzeni jednotky davky v Gy je tieba vyjadiit absorp¢ni koeficienty v jednotkach
kg-cm?,

Pokud vezmeme v uvahu délku pulzu budiciho laseru 4 ns bude davkovy piikon dodany jedinym pulzem
dosahovat hodnot 2,9x10™ Gy-s™ v jadre, 1,9x10* Gy-s? v kortexu a 2,8x10'* Gy-s? v plasti spory.
Oproti urychlenym elektronim generovanym mikrotronem MT25 se tedy bude jednat o ultra vysoky
davkovy piikon.

3.6. Ozarovaci experimenty
3.6.1. Plazmidova DNA v prostiedi vychytavace OH radikala

V piitomnosti vychytavace OH radikélu je nepiimé poSkozeni DNA ovlivnéno tak, Ze vychytavac
reaguje s OH radikaly generovanymi ve spurach a vytvaii se tak konkurenéni reakéni schéma mezi
vychytava¢em a DNA. Pokud stoupne koncentrace vychytavace na maximalni moznou hodnotu, dojde
k reakci mezi vychytavatem a OH radikalem jiz v samotné spufe, nebo v jejim bezprostiednim okoli a
veskeré poskozeni DNA, které by bylo mozné detekovat, bude zplisobeno pouze vlivem piimého t¢inku
[65]. Konkurujici si reakce 1ze shrnout nasledujicim schématem:

OH + DNA > DNA -, (29)
OH +S - P, (30)

kde pfi reakci s OH radikdlem a DNA vznika radikal nukleové kyseliny a reakci OH radikalu
S vychytavacem (S) vznika jejich produkt (P).
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Jako vychytavac byl zvolen izopropanol (propan-2-ol; 2-PrOH) vzhledem k tomu, zZe v literatufe nebyla
dosud publikovana studie, ktera jej jako vychytavac pouziva v souvislosti s ozafovanim bakterialnich
spor ¢i DNA ionizujicim zafenim. Probihajici reakci 1ze popsat nasledujicim schématem:

OH + 2 — PrOH — H,0 + (CH5),COH. (31)

Rychlostni konstanta této reakce je k= 1.9x10° M*-s? [66]. Vzhledem k tomu, Ze vychytavaé je
v roztoku proti koncentraci OH radikalu v nadbytku, jedna se o kinetiku pseudoprvniho fadu, proto 1ze
soucinem rychlostni konstanty a koncentrace vychytavace vyjadfit tzv. vychytavaci Gc€innost (angl.
Scavenging capacity): o = k[S]. Celkova vychytavaci ucinnost je pak dana souétem soucini
jednotlivych koncentraci pritomnych vychytavact s prislusnymi rychlostnimi konstantami [67].

Pro ovéfeni ucinku izopropylalkoholu lze vyuzit plazmidovou DNA. K ozafovani byl pouzit typ
plazmidi pBR322 (New England Biolabs) se 4361 pary bazi. Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 3.3.3
Priprava zdsobnich roztokii, ze zasobniho roztoku plazmidi o koncentraci 10 ng-ul? bylo odebrano
vzdy 50 ul a nasledné ziedéno na vysledny roztok o objemu 500 ul a koncentraci 1 ng-ul?. Takto
pripravenych vzorkt bylo vzdy 6 — 8 do série podle doby ozatovani (v piipadé delSich ozatovacich Cast
bylo pfipraveno méné vzorkll z Casovych divodl), pficemz jeden znich zistal vzdy neozareny.
Nasledné byly vzorky ozatovany urcitou dobu podle Tab. 3 v zavislosti na koncentraci izopropanolu.
Pti koncentraci, ktera jiz vyzadovala setrvani jednoho vzorku v ozafovaci komoie Gammacellu ¢asy
delsi nez 60 minut, jsem zvolil moznost ozafeni na zatizeni MT25, naladéné na energii, ktera poskytuje
stejné hodnoty linearniho pfenosu energie, tj. 0,23 keV-um™.

Tab. 3: Ozatovaci ¢asy pro série plazmidu s riznou koncentraci izopropanolu.

Cprop. t
[mol-1] [min.]

0 0 2 4 6 8 10 12 14
10° 0 2 4 6 8 10 12 14
10+ 0 6 12 18 24 30 36 42
103 0 20 40 60 80 100 120 140
102 0 60 120 180 240 300

Ozatovani probihalo ve stejné experimentalni konfiguraci jako tomu bylo v ptipadé Frickeho dozimetru,
takze lze pogitat, s ohledem na dlouhy polocas ¢°Co, s davkovym piikonem 20,5 Gy-h*. S ohledem na
davkovy piikon lze Tab. 3 pievést na hodnoty deponované davky viz Tab. 4.

Tab. 4: Deponované davky D Gammacellem GC220 pro série plazmida s riznou koncentraci
izopropanolu Cprop Z Tab. 3.

Cprop. D
[mol-I] [Gy]

0 0 0,7 14 2,1 2,7 3,4 41 4.8
10° 0 0,7 14 2,1 2,7 34 4,1 4.8
10* 0 2,1 41 6,2 8,2 10,3 12,3 14,4
103 0 6,8 13,7 20,5 27,3 34,2 41,0 47,8
102 0 20,5 41,0 61,5 82,0 102,5
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Pro dlouhé ozatrovaci ¢asy plazmidové DNA, které by bylo obtizné realizovat v Gammacellu vzhledem
k nizkému davkovému ptikonu, byl vyuzit mikrotron jako alternativni zdroj. V Tab. 5 jsou uvedené
pouzité koncentrace izopropanolu a deponované davky béhem jejich ozatovani.

Tab. 5: Deponované davky D mikrotronem MT25 pro série plazmida s riznou koncentraci
izopropanolu Cprop.

Cprop. D
[mol-17] [Gy]
101 0,0 103,9 214,2 326,9 437,2 547,4 657,7 767,9
1 0,0 516,0 998,1 1541,7 2076,1 2598,2 3138,7 3648,5

Ozatfené vzorky byly nasledné vyhodnoceny metodou dle kapitoly 3.4.3 gelova elektroforéza.

3.6.2. Spory v prostiredi vychytavace OH radikala

Jelikoz mikrotron umoziuje depozici velmi vysokych davek (>10° Gy), bylo mozné prostudovat
chovani spor V pfitomnosti vychytavace OH radikalii a ovéfit tak, do jaké miry je inaktivace spor
zplisobena piimym a do jaké nepifimym tcinkem. Teoreticky pfedpoklad byl ovéfen na plazmidové
DNA.

V piipadé ozatovani urychlenymi elektrony na mikrotronu MT25 byl ozafovan zasobni roztok spor o
koncentraci 108 CFU-ml?s riiznou koncentraci izopropanolu. V kazdé sérii bylo piipraveno nékolik
vzorkt o objemu 1 ml, ve kterych byla deponovana pfedem definovana davka. Ozafovani jednotlivych
roztokl o dané koncentraci izopropanolu probihalo tiikrat. V prvnim ozafovani bylo davkové rozpéti
zajmu proméfeno veétsim poctem bodd, tedy vice vzorky o mensich rozdilech deponovanych davek tak,
aby byla stanovena pfibliznd hodnota Dig. Druhé a tfeti ozafovani probihalo s men$im mnozstvim
vzorkil a slouzilo k potvrzeni jiz pozorovaného trendu. Ob¢ ozafovani probihaly na oto¢ném drzaku
65 cm od vystupniho okénka mikrotronu. Drzak byl zaroven otacen tak, aby béhem kazdého ozatovani
doslo alespoii ke dvéma otocenim kolem osy drzédku a diky tomu k homogennimu ozareni vzorki.
Deponované davky v prvnim ozafovani Cinily: 0; 200; 400; 600; 800; 1000; 2000; 4000; 6000; 8000 a
10000 Gy, zatimco v druhém a tietim: 0; 200; 1000; 2000 a 10000 Gy.

3.6.3. Ozarovani spor vysokym davkovym prikonem

Jelikoz byl vyzkousen vliv vychytavace OH radikali na inhibici spor, bylo mozné pouzit zdroj se
zvySenym davkovym piikonem, kterym byl zdroj zafeni ve vodnim okné, kde je také potlacen vliv
nepiimého UcCinku, protoZze ozafované vzorky jsou v suché formé za snizeného tlaku. Spektralni
vlastnosti vodniho okna, dle ziskanych efektivnich absorpénich koeficientti z provedenych simulaci, je
nejvyssi ucinny prifez absorpce ve vSech ¢astech spory. Tim je zaruCeno, ze absorbovana davka ve
spofe bude pii pouziti jednotkové fluence fotonti nejvétsi ve spofe a jejich ¢astech bude nejvétsi, viz
Obr. 24.

Ozatovani zdrojem ve vodnim okn¢ probihalo se vzorky v suchém stavu. Na kazdé ozatované sklicko
bylo deponovéno 5 pl zasobniho roztoku o koncentraci 4,5-108 CFU-ml. Po vysuSeni za laboratorni
teploty byla sklicka po sériich o deviti sklickach vkladana do ozatovaci komory na ozatovaci podlozku,
kterou je mozné otacet pomoci elektrického rotoru. Ozafovano bylo vzdy pouze osm sklicek, devaté
slouzilo jako kontrolni, aby bylo mozné ovéfit, zda nedochazi k thynu spor i jinym zpiisobem, naptiklad
snizenym tlakem. Desaté sklicko bylo ponechdno na vzduchu a nasledné bylo vyhodnoceno spole¢né
s celou sérii. Jednotlivé série byly ozafovany riznym poétem pulsi. Pouzity ozafovaci plan je uveden
v Tab. 6.
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Tab. 6: Ozatfovaci plan pro zdroj ve vodnim okné, kde Vzorek ¢islo ,,VO* znac¢i neozafeny vzorek,
ktery byl ponechan na vzduchu a ,,0“ znaci vzorek, ktery byl spolecné s celou sérii v ozatfovaci

komoie.

Série: pocet pulsi

Al1X1 0 2 4 6 8 10 12 14 16 VO
AlX2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 VO
Al1X3 0 2 4 6 8 10 12 14 16 VO
A2X1 0 20 40 60 80 100 120 140 160 VO
A2X2 0 20 40 60 80 100 120 140 160 VO
B2X3 0 20 40 60 80 100 120 140 160 VO
B2X4 0 20 40 60 80 100 120 140 160 VO
B3X1 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 VO
B3X2 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 VO
B3X3 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 VO

Po ozatovani byly vzorky nasledné zpracovany, tak jak bylo popsano v kapitolach 3.4.1 Smyvdni a 3.4.2
Ockovani.
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4 Vysledky a diskuse
4.1. Plazmidova DNA v prostiedi vychytavace OH radikala

Ozafovanim pomoci zafeni gama byl prométen vliv koncentrace izopropanolu na piimy a nepfimy
ucinek pomoci plazmidové DNA. Z kazdého ozatovani vznikla série, kterd byla vyhodnocena pomoci
gelové elektroforézy a nasledné zpracovana pomoci programu Imagel, kde byly zjisténi poméry
jednotlivych plazmidovych forem. Migrace gelovou matrici pro kazdou sérii byla provedena dualné.
Data z jednotlivych sérii byla prolozena kiivkami a byly zjistény hodnoty fsse @ fpsg, které jsou uvedeny
v Tab. 7. Jednotky pravdépodobnosti zlomi odpovidaji Poissonovu rozdéleni s jednotkou poétu zlomu
na Gy vyjadfenou na jednu molekulu plazmidu. Ukazka z jedné analyzy vysledkl ozafovani je na
Obr. 40.
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Obr. 40: Vysledky ozafovani plazmidu ve vodnim prostiedi.

Tab. 7: Hodnoty pro fsse a foss ziskané fitovanim poméri jednotlivych forem jako funkce davky.

Cprop Psss Poss
| 1 | 1

[mol-I"] [Gy'pl™] [Gy'pl?] [Gy™pl?] [Gy'pl7]

0 3,82x101 497x101  2,23x10%  4,30x1072
1x10° 4,54x101 3, 77101 1,37x10?%  3,32x10%
1x10* 2,33x101 2,57<10"  1,36x10%  9,45x103
1x10® 5,63x1072 6,07x102  1,84x10°  2,57x103
1x107 1,21x107? 1,23x102%  7,41x10*  1,23x1073
1x10% 2,51x10° 2,32x10°  9,68x10°  1,98x10*

1 5,84x10* 6,27x10*  548x10°  4,72x10°
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Z pramérnych hodnot pro jednotliva méfeni v Tab. 7 lze vypocist davku D37, pii které piezije pouze
37 % ozatované populace. Vypocitané hodnoty jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Hodnoty pro Dsy ziskané vypoctem z Tab. 7.

Cprop D37 (SSB) D37 (DSB)
[mol- 1] [Gy] [Gy]

0 2,0+£0,3 29,1 +11,3
1x10° 2,1+0,3 38,6 £16,3
1x10™ 3,6+0,3 77,1+ 13,0
1x1073 15,0+ 0,6 4049+ 75,4
1x1072 71,9+ 0,3 958,0 +£207,6
1x10% 414,1+ 16,3 6782,2 +2330,2

1 1652,2 + 58,2 19605,6+ 1457,9

Z hodnot v Tab. 8 je vidét, Ze s rostouci koncentraci izopropanolu dochazi ke zvySeni plazmidové
rezistence vici deponované davce, z ¢ehoz lze usuzovat, ze dochazi k postupnému snizovani podilu
neptimého uéinku. Z vypoctenych hodnot D37 ssg je mozné sestrojit kiivku v zavislosti na vychytavaci
ucinnosti prostfedi, které se odviji od koncentrace vychytavacl Vv roztoku. Sestrojena zavislost je na

Obr. 41.
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Obr. 41: Davka potiebna pro indukci SSB v plazmidové DNA jako funkce vychytavaci ti¢innosti
prostiedi. Plnou ¢arou jsou teoreticky vypoctené hodnoty pomoci sférického modelu dle [68].
Vertikalni ¢ara odd€luje data ziskana ozafovanim gama zatenim a urychlenymi elektrony.

Zavislost na Obr. 41 byla proloZzena teoreticky vypoctenymi hodnotami sférického modelu podle [68].
Timto experimentem bylo ovéfeno, ze izopropanol skute¢né pusobi jako efektivni vychytavac OH
radikalt do vysokych hodnot absorbovanych davek (~3 kGy). Dalsim krokem tedy bylo stanovit vliv
koncentrace izopropanolu na hodnotu decimaéni davky pro suspenze spor B. subtilis.
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4.2.Spory Vv prostiedi vychytavace OH radikalia

Béhem provedenych experimentt byly ozafovany B. subtilis ve vodnim prostiedi a nasledné v prostiedi
rizné koncentrovaného izopropanolu elektrony urychlenymi na mikrotronu MT25. Vzorky byly
nasledné zfedény a ockovany na agarové misky. Po inkubacni dobé byly spocteny kolonie, které byly
prevedeny, za znalosti faktoru fedéni, na pocet piezivsich ve vzorku. Z vysledki pro jednotlivé davky
byly hodnoty zprimérovany. Naméfené hodnoty véetné chyb jsou uvedeny v Tab. 9A a 9B.

Tab. 9A: Vypocitany poCet prezivsich spor v zavislosti na deponované davce D, kde Cprop [Mol-17] je

koncentrace izopropanolu v roztoku.

D Cprop [Mol-17]
[Gy] 0 3x10° 10+ 3x10*
0 (1,9£0,1)x108 (1,9+0,1)x108 (2,0£0,1)x108 (1,8£0,1)x108
600 (1,1+0,1)x108 9,1+ 0,6)x107 9,7+ 0,5)x107 (9,1 0,5)x107
1000 (4,1+ 0,2)x107 (3,6+0,2)x107 (4,3£0,2)x107 (4,1 0,2)x107
2000 (1,2£0,6)x107 (6,7+ 0,3)x108 (6,4+0,3)x108 (1,0+ 0,5)x107
10000 (5,5 0,2)x10? (1,0£0,1)x10° (1,0£0,5)x103 (8,7 0,4)x10?

Tab. 9B: Vypocitany podet prezivsich spor v zavislosti na deponované davce D, kde Cprop [Mol-17] je

koncentrace izopropanolu v roztoku.

D Cprop [Mol-17]
[Gy] 108 102 101 1
0 (2,2+0,1)x108 (2,0£0,1)x108 (2,1 £0,1)x108  (2,2+0,1)x108
600 (1,24 0,1)x108 (1,2£0,1)x108 (1,2£0,1)x108 (1,2£0,1)x108
1000 (4,4+0,2)x107 (4,2+0,2)x107 (4,6£0,2)x107 (4,8+0,2)x107
2000 (9,9+ 0,5)x108 (9,3 0,5)x108 (1,2£0,1)x10° (1,1£0,1)x107
10000 (1,6+0,1)x103 (1,3 0,1)x103 (2,9£0,1)x10°  (2,7+0,01)x103

Pro lepsi vizualizaci byl z naméfenych hodnot sestaven graf, ktery je na Obr. 42.
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Z grafu na Obr. 42 lze vidét, ze dochazi k exponencidlnimu poklesu zivych spor v zavislosti na
deponované davce, coz je v souladu s poznatky, které byly shrnuty v literarni resersi. Zaroven nebylo
pozorovano raménko kiivky, coZ naznacuje jedno zasahovy proces. Ke zjisténi podilu pfimého a
nepiimého ucinku je vhodné vynést hodnoty decimaénich davek Do, které 1ze vypocitat z exponencialni
regrese jednotlivych kiivek jako funkci vychytdvaci ucinnosti. Vypoctené hodnoty decimacnich dévek
jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: Hodnoty vypoctenych decimaénich davek Dypa jednotlivé hodnoty vychytavaci u¢innosti
prostiedi.

Cprop
[mol-17] 0 3x10° 10+ 3x10* 10°° 102 10! 1

Do [Gy] 1806+197 1616+120 1649+118 1713+30 1784+49 1798+94 1827+67 1811128

Z vypoctenych hodnot je mozné sestrojit graf zavislosti na vychytavaci G¢innosti, ktera se odviji od
koncentrace izopropanolu ve vzorku. Vysledny graf je na Obr. 43.
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Obr. 43: Hodnoty D1 jako funkce vychytavaci ucinnosti prostiedi.

Z grafu na Obr. 43 je patrné, ze zvySena koncentrace vychytavac¢e OH radikalt, v ramci chyby stanoventi,
nema vliv, z cehoz lze usuzovat, zZe k inhibici spor dochazi predevsim vlivem pfimého ucinku.

Narast Dio Srostouci koncentraci izopropanolu, tedy vychytavaci uéinnosti, byl jiz v minulosti
pozorovan s pouzitim riznych vychytavacd OH radikalu, jak jiz bylo diskutovano v Casti prace
vénované soucasnému stavu problematiky [43]. Protektivni u¢inek rtiznych radikalovych vychytavaca
je davan do souvislosti s rozpusténym kyslikem v roztoku. V souladu s témito experimenty byl zméfen
nartst hodnoty Dio do maximalni hodnoty, pfi které jiz dalsi zvySovani koncentrace izopropanolu jiz
nemélo na tuto hodnotu vliv. Niz§i hodnoty decimacni davky, ktery lze zaznamenat u nizkych
koncentraci izopropanolu Ize dat do souvislosti s rozpusténym vzdusnym kyslikem, ktery je v roztoku
piftomen v koncentraci < 2,5x10* M. Pii koncentraci izopropanolu > 10 M je viak jiz vliv kysliku
potlacen a velikost D1 se ptibliZi k hodnoté, kdy vychytava¢ OH radikald neni pfitomen viibec, ¢i pouze
V nepatrné zbytkové koncentraci, tj. k 1806 Gy.

Jeden z mechanismd, kterym je vysvétlovan pozorovany ucinek je zalozen na hypotéze, ze v pfitomnosti
vychytavade, ktery zaroven miZe reagovat se hydratovanymi elektrony, je zpomalena reakce:
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eqq +HO — OH", (32)

¢imz se umozni vétSimu mnozstvi OH radikalt reakce se sporou.

Dalsi vysvétleni predstavuje hypotéza, ze reakci OH radikalu se sporou dojde k vytvoteni radikdlového
mista v misté reakce s dlouhou dobou Zivota, ne néjz se navaze kyslik za tvorby peroxylradikalu, ktery
potom pro sporu ptsobi toxicky. Je vSak mozné, Ze pozorované zmény jsou zptisobeny kombinaci obou
téchto procesd.

Je tfeba zduraznit i vysledky prace [69], kde byly podobné procesy sledovany na bakteriich a
kvasinkach. Autofi zde popisuji rozdilné chovani riznych vychytava¢t OH radikalti, jako v praci [43]
se sporami a vysvétluji toto chovani tak, ze kazdy radikalovy vychytavac se pfi ozafovani chova zcela
unikatné a jeho vychytavaci ucinnost nemusi byt omezena pouze na OH radikal.

Situace by mohla byt podobna pozorovani provedené s plazmidovou DNA, kde vlivem zvySené
koncentrace izopropanolu dochazi k reakci OH radikali ve spurach mnohem dfive, nez vstoupi do
homogenni faze reakci v ¢ase cca 10 s, ¢imZ se nepiimy G¢inek zcela potlaci, viz Obr. (40). Zde je viak
tteba zdiraznit fakt, Ze nejvetsi rozdil je pozorovan v hodnoté Dig ziskané ozafovanim roztokd
obsahujici maximalni koncentraci vychytavace a roztoku bez vychytavace. Zatimco v pfipade ozatovani
plazmidové DNA pomoci gama zéfeni a elektrony je maximalni ddvka pro vyhradné ptimy ucinek rovna
3,4 kGy, pro ucinek Cisté nepiimy je odhadovana modelem [68] na 0,1 Gy. Rozdil tedy ¢ini témét Ctyti
rady. V ptipadé suspenzi spor ozafovanych urychlenymi elektrony je decimacni davka bez pfitomnosti
izopropanolu stanovena na 1806 Gy, pro maximalni koncentraci ¢ini decimacni davka 1811 Gy, coz je
v ramci chyby méfeni zcela zanedbatelny rozdil.

Zaveérem lze z daného pozorovani usoudit, Ze nejpravdépodobnéj$im vysvetlenim pozorovaného rozdilu
mezi plazmidovou DNA a sporami v prostiedi vychytavace OH radikall je velmi omezena tvorba OH
radikalt v jadte spory, kde je obsaZzeno omezené mnozstvi vody, a proto je i difuze OH radikali znaéné
omezena. Dal§im divodem je velmi kompaktni uspofadani DNA a jeji saturace SASP proteiny, které
znesnadniuji jiz tak omezenym OH radikalim napadeni jeji struktury. Rovnéz zde hraje roli i pfitomnost
Ca:DPA komplexu. Jak je diskutovano v praci [13] nebo [70], nejsou ionizované molekuly vody
vznikajici v tésné blizkosti DNA pfeménény na OH radikély a protony, ale dochazi k pfimému piesunu
naboje na kostru DNA a jeho stabilizaci. Lze tedy takovy typ poSkozeni povazovat za u¢inek ptimého

typu.

Vezmeme-li hodnoty inaktiva¢nich konstant publikované v pracich Munakaty a kol. [38], [40] v oboru
spektra jak mékkého rentgenového tak ultrafialového a extrémné ultrafialového zateni, miizeme je
porovnat s vysledky simulaci provedenych v celém oboru spektra od 3 do 10* eV a to konkrétné
s vyuzitim efektivnich souciniteli absorpce jadra modelu spory. Hodnotu spektralni inaktivaéni
konstanty k spory Vv jednotkach m?-foton™ lze vy¢islit dle vztahu:

H(E)
1 E (T)eﬁ (33)
¢37(E) B D37 '

k(E) =

kde ¢35 (E) je fluence fotont s danou energii E a D37 je davka odpovidajici podilu 1/e piezivajicich
spor. Pro pievod mezi D37 a Do Ize vyuzit pfevodni vztah:

D10 = D37 1n(10) (34)
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Uvazime-li, Ze decimac¢ni davka je konstantni v celém oboru spektra a nezavisi tak na energii fotont,
muzeme do vztahu (33) dosadit decima¢ni davku ziskanou z experimentalniho pozorovani. Jak bylo
uvedeno vyse, je decimacni davka pro spory v pfitomnosti maximalni koncentrace vychytavace rovna
decimacni davce pro spory ve vodé a to zhruba 1800 Gy. Dosazenim a piepoctenim této davky dle
vztahu (34) na davku D37 do vztahu (33) ziskame data, ktera jsou uvedena na Obr. 44.
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Obr. 44: Porovnani experimentalné ziskané inaktiva¢ni konstanty odvozené dle vztahu (33)
z efektivnich souciniteld absorpce jadra spory s experimentalnimi daty praci Munakaty a kol. [38],
[40] pro divoky typ (UVR).

Z vysledkt uvedenych na Obr. 44 je patrné, Ze je velice pravdépodobné, Ze decimacni davka je nezavisla
na energii pouzitého fotonového zareni a zavisi pouze na depozici energie do jadra spory. Je vSak nutno
podotknout, Ze rozdily mezi hodnotami simulovanymi a hodnotami experimentalnimi jsou zavislé na
procesech, které jiz pomoci simulace v prostfedi Geant4 neni mozné zahrnout. Jedna se pfedevsim o
fotochemické procesy, které maji za nasledek zvySeni absorpce v ultrafialové oblasti spektra diky
piitomnosti DNA a to napt. absorpce jednotlivych bazi, ¢i vliv fazeni bazi nad sebou (tzv. base stacking).

4.3. Ozarovani vysokym davkovym prikonem

Vzhledem k tomu, ze poskozeni spor je téméf vyhradné zprosttedkovano ptimym Gc¢inkem, lze porovnat
deponované davky, respektive decimacni davky jak v ptipadé suspenzi, tak v pfipad¢ spor v suchém
stavu. Simulace naznacily, ze nejvétsi absorpce, tedy maximalni absorbovana davka s pfi zachovani
stejné fluence Castic je mozna za K-absorp¢ni hranou uhliku, tedy od energie 284 eV. Pro tento ucel
jsme ozafili vrstvy suchych spor na krycich sklickach zdrojem zafeni ve vodnim okné.

Béhem provedenych experimenti byly ozareny spory B. subtilis v suchém stavu, deponované na krycich
sklickach. Vzorky byly ozafovany za snizeného tlaku (0,05 Pa). Vyhodnocovani probihalo pomoci
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metod, které byly popsany v kapitole 3. Vysledek je primérem tfech ozatovani, spoctené kolonie a
piislusné chyby jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: Spoétené kolonie N po ozafovani riznym poétem pulzti Npuiz.

Npulzﬁ N Npulzﬁ N
0 (4,7840,20)x105 100  (2,60+1,10)x103
(3,18+0,03)x10° 120  (1.93+1,20)x10°
4 (1,68+0,10)x10° 140  (1,99+2,20)x10°
6 (1,11£0,03)x10° 160  (1,63+0,20)x10°
8 (9,00+1,00)x10* 200  (1,87+0,20)x10°
10 (6,68+0.90)x10* 400  (7,19+3,14)x10?
12 (5,96+0,80)x10* 600  (6,68+1,60)x10?
14 (525+1,10)x10* 800  (2,59+1,30)x10?
16 (4,61+1,60)x10* 1000  (9,69+2,50)x10?
20 (3,99+0,30)x10* 1200  (2,04+0,40)x10?
40 (1,66+0,20)x10* 1400 (4,79+0,80)x10?
60 (1,06£0,50)x10* 1600  (2,21+0,20)x10?
80 (4,10+1,50)x103

Z hodnot uvedenych v Tab. 11 byla sestrojena kiivka pieziti, kter je na Obr. 45.
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Obr. 45: Sestrojena kiivka preziti B. subtilis ozafovanych zdrojem zafeni ve vodnim okné s osou X
prevedenou na deponovanou davku v jadfe spory.
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Pro pfevedeni poctu pulzi na akumulovanou davku byl vyuzit vztah (21), kde jako hmotnostni soucinitel
absorpce slouzil spocéteny efektivni hmotnostni soucinitel absorpce ziskany simulaci v Geant4.
Pocate¢ni davka na pulz takto spoétena byla vyjadiena jako davka v jadie spory a rovna 1185 Gy.
Davkovy piikon ¢inil 2,9%10™ Gy-s?. K pievedeni poétu pulzi na davku bylo tieba rovnéz ptihlédnout
k akumulaci plynu v ozatovaci komote po kazdém vystielu. Rychla opakovaci frekvence neumoznila
vCasné odcerpani argonu a helia, které se s kazdym pulzem uvolnilo do komory. Proto bylo nutné
provést korekei na akumulaci plynu s kazdym pulzem a s tim spojenym poklesem transmise a tim i
deponované davky po kazdém vystielu.

Pro ziskéni hodnot decimacni davky Dig, jsem pouzil metodu pocatecni smérnice, vzhledem k tvaru
ktivky preziti. Tento tvar je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeny tloustkou vzorku, jehoz hodnota
presahuje atenuacni délku pouzitého zateni, proto zde zistava kolem 0,001 vzorku neozateno a k podilu
N/No konstantni hodnotou. Pouzitim metody pocatecni smérnice jsem obdrzel hodnotu Dig = 6165 Gy.
Béhem 11 pulzt byla tedy populace redukovana na 10 % ptvodniho poctu spor. Pfi pouzité ozafovaci
frekvenci 10 Hz byla decimac¢ni davka dodana béhem 1 sekundy.

Tato davka je podstatné vyssi, nez davka odvozena pii experimentech s urychlenymi elektrony a zaroven
je podstatné vys$si nez davky pro suché spory z experimentu [38], [39], [41], [42]. Je vSak dileZité to, ze
dany experiment byl proveden s ultra-vysokym davkovym piikonem. Takovéto zvySeni decimacni
davky pii zvyseni davkového prikonu by bylo ofekavano v piipad¢ primého ucinku, ktery byl potvrzen
v predeslé ¢asti prace. Podobné zavéry byly u€inény v praci [2], kde bylo experimentalné ovéteno, ze
se zvySujicim se davkovym piikonem je ptimy tcinek potlacen, a proto je potiebné pro stejny podil
poskozeni dodat do zkoumaného systému vyssi davku. Tento jev je vysvétlovan zvysenou hustotou
ionizaci a excitaci vyvolanou absorpci vysoké intenzity zateni v kratkém casovém tseku ve sledovaném
systému. Tato vysoka hustota ionizace ¢i excitace molekul vede zaroven k rychlé rekombinaci volnych
naboju ¢imzZ je potla¢ena tvorba volnych ¢i vazanych radikald v systému. Timto mechanismem je tedy
mozné snizit vytézek reaktivnich molekul s ¢imz souvisi zvysena davka potfebna k dosazeni stejného
ucinku jako pouzitim nizkého davkového piikonu, nebot’ radia¢ni vytézek je nepiimo umérny davce
[14] v kontextu ptimého u¢inku.
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r 4
5 Zavér
Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSerSi studia inaktivace bakterialnich spor kmene
Bacillus subtilis riznymi ozafovacimi technikami a ozafovacimi podminkami, provést poéitacové

simulace depozice energie zafeni v jednotlivych ¢astech spory, ozafit divoky kmen B. subtilis riznymi
druhy zafeni a z namétenych vysledkll zkonstruovat kiivky preziti.

Pocitaové simulace byly provedeny v programu Geant4 na zékladé znalosti prvkového rozloZzeni v
jednotlivych ¢astech spory. Nejprve byl vytvofen model spory, ktery odpovidal primérmym rozmérim
spory B. subtilis, na kterém byla provedena simulace ozafovani fotony s energii 10 — 10* eV a elektrony
o energiich 10 keV — 1 GeV. Z vysledkl simulaci byly stanoveny efektivni hmotnostni soucinitelé
absorpce pro fotony a efektivni linearni brzdné schopnosti pro elektrony odpovidajici jednotlivym
¢astem spory. Tento model mtize v budoucnu poslouzit ke sledovani interakce libovolného druhu
ionizujiciho zéfeni, které je program Geant4 schopen simulovat.

Béhem ozafovacich experimentt byl proméfen vliv koncentrace izopropanolu, jakozto vychytavate OH
radikali, na podil neptimého G¢inku pii inaktivaci spor. K potvrzeni principu vychytavani OH radikal
izopropanolem byla vyuzita plazmidova DNA, na které je mozné pozorovat poskozeni zménou jeji
konformace v zavislosti na deponované davce. K ozafovani plazmidové DNA byl pouzit Gammacell
GC220, ktery je pristupny na Fakulté jaderné a fyzikaln¢ inZenyrské v Praze. K vys$§im davkam jsem
pouzil urychlené elektrony generované miktoronem MT25. Ozafena plazmidova DNA byla nasledné
analyzovana pomoci gelové elektroforézy. Na prub&hu davek potiebnych k indukci SSB bylo potvrzeno,
Ze izopropanol je mozné vyuzit jako vychytavace OH radikalt do velmi vysokych davek (> 2 kGy).

Nasledné byly provedeny ozafovaci experimenty na sporach kmene B. subtilis pomoci zdroje
urychlenych elektronti s energii 15 MeV v prostiedi izopropanolu. Jako zdroj urychlenych elektroni byl
pouzit mikrotron MT25. Pouzity davkovy piikon zdroje pii ozafovani byl pfiblizné 2-7 Gy:-s?,
Vv zavislosti na konkrétnim nastaveni. K pozorovani miry neptimého u¢inku pfi inaktivaci spor, bylo
ozatovano nékolik sérii, ve kterych se postupné meénila koncentrace izopropanolu. Nasledné byly
ozatené suspenze ziedény a naockovany na agarové misky. Z vyslednych dat byly zkonstruovany ktivky
preziti pro jednotlivé ozatrovaci podminky a byla stanovovana hodnot D10, ktera odpovida thynu 90 %
populace vzorku.

Druhym zdrojem uZitym k ozafovani spor byl zdroj zafeni ve vodnim okné provozovany na Ustavu
optoelektroniky pfi Vojenské technické univerzité ve VarSave. Tento zdroj ma davkovy pfikon priblizné
2,9x10% Gy-s?, ktery byl odvozen pomoci méfeni toku fotond v misté vzorku a pomoci hmotnostnich
soucinitelll absorpce v jadie spory ziskanych simulaci. Timto zdrojem byly ozafovany spory v suché
podobé, deponované na laboratorni sklicka. Po ozafeni byly spory smyty a vyhodnoceny stejnym
zpusobem jako tomu bylo v ptipadé mikrotronu, véetn¢ konstrukce kiivek pteziti.

Z vysledkl ozafovani plazmidové DNA vyplyva, Ze izopropanol ma vliv na podil nepifimého G¢inku
ionizujiciho zafeni. Z vysledkl experimentl s urychlenymi elektrony bylo zjisténo, Ze zvySujici se
koncentrace izopropanolu snizuje davku potiebnou k dosazeni hodnoty Dio, ale pouze v omezeném
rozsahu koncentraci, coz bylo v souladu s vysledky méteni uvedenych v literature. Hodnota decimacni
davky B. subtilis byla stanovena totozna jak bez izopropanolu v roztoku, tak v jeho maximalni
koncentraci jako ~1800 Gy Tato hodnota je opét v souladu s publikovanymi daty jinych autort a vede
k zavéru, Ze inaktivace spor B. subtilis je zptisobena vyhradné piimym G¢inkem. Dale tato hodnota
decimacni davky poslouzila pro konstrukci inaktivacni konstanty pomoci dat ziskanych simulaci
v Geant4 a to konkrétné hmotnostnich souciniteli absorpce jadra, ¢imz se potvrdila shoda s jiz
publikovanymi daty pro extrémni UV a mékké rentgenové zateni.

Z ozafovani spor v suché formé pomoci zafeni ve vodnim okné byla stanovena decimaéni davka v jadie
D1 = 6165 Gy, coz odpovida 11-ti pulzam pii opakovaci frekvenci 10 Hz. Tato davka je podstatné vyssi
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nez davka odvozena pii experimentech s urychlenymi elektrony. Toto zvyseni je vysvétlovano zvySenou
hustotou ionizaci a excitaci vyvolanou absorpci vysoké intenzity zafeni v kratkém Casovém useku ve
sledovaném systému, coz vede zaroven k rychlé rekombinaci volnych naboju ¢imz je potlacena tvorba
volnych ¢i vazanych radikald v systému a tim sniZena mira inaktivace.
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