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Abstrakt: V obecné ¢asti prace je nejdiive popsan soucasny stav poznatki o radiacnim a
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ni vyuzivajictho svazku XUV laseru pracujiciho s pincujicim kapilarnim vybojem v
argonu. Déle je popsidna implementace zafizeni umoznujiciho nastavovat teplotu oza-
fovaného vzorku na teploty nizsi, nez je laboratorni teplota, a provedeny ozafovaci
experimenty s chlazenim a pii laboratorni teploté. Radiobiologické terce predstavovaly
néasledujici species: plazmidova DNA, bakteriofag a rostlinny virus (fytovirus). Vytézky
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charakteru, zatimco tvorba jednoduchych zlomt probihala v daném teplotnim rozsahu
s konstantnim vytézkem. Poskozeni virovych vzorkt se ukazuje jako komplikovanéjsi

uloha. Pfi jejim feseni byly ziskany cenné zkuSenosti, které se uplatni v dals$im vyzkumu.
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Uvod

Uplynulo vice nez stoleti od roku 1895, kdy Wilhelm Rontgen objevil rentgenové za-
feni, a od roku 1896, kdy Henri Becquerel objevil pfirozenou radioaktivitu. Od pocatku
téchto vyznamnych udalosti se mnoho studii zamétilo na vyzkum a pochopeni charak-
teristik ionizujiciho zafeni (z angl. ionizing radiation) a jeho G¢inku na biologické, resp.
biomolekularni systémy. Zareni se na jedné strané stalo zakladnim diagnostickym a
terapeutickym néastrojem moderni mediciny, na strané druhé jsou znama jeho rizika a
karcinogenni vlastnosti. Rizné typy zareni mohou zptsobit Siroké spektrum poskozeni
DNA (z angl. deoxyribonucleic acid), napf. jednoduché (z angl. single strand breaks -
SSB) a dvojné (z angl. double strand breaks - DSB) zlomy, poskozeni nukleotidovych
bazi ¢i zesitovani Fetézci (z angl. cross-linking) DNA. Mezi zévazné dusledky zminé-
nych typt poskozeni biologickych systémil se fadi bunéénéd smrt ¢i indukce mutaci,
které vedou k rakoviné vyvolané expozici zafenim [I]. Spravna ochrana pfed ionizuji-
cim zafenim je tedy dutlezitd jak pro lidsky organismus, tak pro jiné zivocisné druhy.
Jacobi [2] jako prvni vyvinul koncept ,efektivni davky“ v roce 1975. Od té doby jej
pouzivd Mezinarodni komise pro radiologickou ochranu (ICRP) jako kli¢ové méfeni pfi
vyhodnocovani rizik stochastickych uéinkt radiaéni expozice (dédi¢né uéinky a kar-
cinogeneze). Ionizujici zafeni deponuje energii pfimo do jakékoliv ozafované hmoty a
mnozstvi této deponované energie je vyjadreno veli¢inou nazyvanou absorbovana davka,
ktera charakterizuje celkové ptisobeni ionizujiciho zafeni na latku. Jednotkou této ve-
liciny je Gy (gray). Jednotka gray je definovana jako jeden joule absorbované zarivé
energie na kilogram hmoty. Z pohledu radia¢né biologického neni tato veli¢ina sama o
sobé uspokojivym indikatorem biologické odpovédi, protoze odpovédi mohou byt fizeny
mnoha doprovodnymi faktory. Pro Gi¢ely zohlednéni stochastickych radiologickych rizik,
ICRP a Mezinarodni komise pro radia¢ni jednotky a méfeni navrhly zavedeni pojmu
davkového ekvivalentu, ktery je souc¢inem davky a stfedni hodnoty jakostniho faktoru
Q. Jakostni faktor je bezrozmérné Cislo, které charakterizuje ¢inné pohlcovani zareni
zivou tkani. V této praci probiha ozafovani extrémnim ultrafialovym (XUV) zafenim.
Toto husté ionizujici zafeni ma hodnotu @ typicky vysokou.

Cilem predlozené diplomové prace je literarni reSerse a experimentalni vyzkum vlivu
teploty jako potencidlné vyznamného parametru na radia¢né chemické reakce a radio-
biologické procesy. Tato skutecnost souvisi s tim, ze radiac¢ni citlivost mnoha makromo-
lekul a biologickych systémi se s klesajici teplotou prostfedi snizuje. Lze tedy ocekavat,
Ze snizeni teploty reaktanti (az ke kryogennim hodnotdm) umoziuje ziskat slibny pro-
stredek k regulaci biologickych ac¢inkt zafreni, prestoze vSechny zpusoby, jimiz zmeéna
teploty ovliviiuje odolnost (z angl. radiation resistence) viéi ionizujicimu zafeni, nejsou

dosud plné objasnény.



Pro nazornost ukazme napriklad na vliv teploty na radiac¢ni senzitivitu enzymu. Tento
jev byl pozorovan v praci Kempnera a Haiglera [3]. Z vysledk jejich méfeni vyplynulo,
ze kdyz jsou enzymy vystaveny ionizujicimu zafeni pfi nizkych teplotach, dochéazi k
progresivnimu poklesu radia¢ni citlivosti (z angl. radiation sensitivity). To znamena, ze
po obdrzeni stejné davky zafeni si vzorek zachova podstatné vétsi enzymatickou akti-
vitu je-li ozafen pfi nizké teploté, nez byl-li vystaven piisobeni zafeni pii laboratorni
teploté. Na druhé strané je s rozvojem pulznich zdroji velmi intenzivniho ionizujiciho
zafeni, umoznujicich studovat a potencialné i vyuzivat tzv. FLASH efekt, tfeba pocitat
s nezanedbatelnym ohfevem vzorku v disledku termalizace jisté ¢asti absorbované ener-
gie zafeni. Zkoumani zavislosti radiacné chemickych a molekularné radiobiologickych
procest na teploté je vénovana stale vétsi pozornost. Je snahou predlozené diplomové
prace tento trend zachytit a k feseni problému teplotnich zavislosti prispét jak vyvojem
instrumentace (kompaktni a versatilni peltierovské chlazeni vzorku), tak ptivodnimi vy-
sledky (porovnani radia¢niho poskozeni plazmidové DNA, bakteriofagi a fytovird) za
laboratorni a snizené teploty.



1. Teoreticka ¢ast

Vyzkum tc¢inkt ionizujiciho a UV zafeni na biomolekularni struktury, a pfedevsim DNA
patii do naplné studia védeckjch obort fotochemie a radia¢ni chemie. Riizné druhy
zafeni (fotony, neutrony ¢i nabité ¢astice) mohou interagovat bud pfimo se zékladnimi
slozkami nukleové kyseliny a zptisobit ionizaci ¢i excitaci, a iniciovat tak sled udalosti,
které vedou v urcitém casovém horizontu k biologické odezvé. Tento jev se oznacuje jako
primy uéinek zareni. Zafeni mize také interagovat s jinymi atomy ¢i molekulami v
okoli (napf. molekuly vody) za vzniku volnych radikald, které jsou schopny difundovat
na vzdalenostech dostatecnych k iniciaci interakce s kritickymi cili a zpisobit jejich

poskozeni. V tomto piipadé se jednd o nepfimy ucinek zareni.

Zareni

Zareni

#

(® )

e, H, 'OH

Nepfimy Géinek zafeni

o

Primy Gcinek zéreni

Obrazek 1.1: Pfimy a nepfimy Ucinek zafeni. V pfipadé pfimého tcinku sekundéarni
elektron reaguje pfimo s cilem za vyvolani biologického efektu. Nepfimy tcinek zaieni
je vyvolan reakci produktt radiolyzy vodnich molekul se zadkladnimi slozkami DNA [4].

Pro 1plnost 1ze dodateéné definovat i i€¢inek kvazipfimy. Kvazipfimy G¢inek je defi-
novan jako takovy ucinek, pri kterém probihaji ionizace v blizkém hydratacnim obalu
DNA a takto vzniklé elektrony a diry mohou migrovat pfimo na kostru a béaze [5].
Obvykle se fadi mezi pfimé Uc¢inky, nebot je velmi ¢asto obtizné jej odlisit.

Obecné lze vlastni citlivost DNA k fotochemickym a radia¢né-chemickym zménam pii-
soudit fadam faktort. Jedn4 se zejména o faktory biologické (struktura heterochroma-
tinu, faze bunééného cyklu, schopnost reparacnich procesii), chemické (pH) a fyzikalni

(stupen hydratace, nizké teploty).



1.1 Deoxyribonukleova kyselina

Materialnim nosic¢em genetické informace jsou nukleové kyseliny. Nukleové kyseliny
poprvé izoloval v 30. letech 19. stoleti francouzsky lékarnik Braconnot z vinnych kvasi-
nek. V letech 1868-1869 pak Miescher extrahoval z jader leukocytt izolovanych z hnisu
latku, kterou nazval nuklein. O t¥i roky pozdéji izoloval nuklein z mli¢i rynského lososa.
Pozdéji dalsi pracovnici ovérili, ze z nukleinu je mozné oddélit bilkovinny podil. Zbyla
nebilkovinna latka pak byla pojmenovana nukleova kyselina a postupné byla nalezena
ve v8ech Zivych systémech [6]. S poznanim funkce této latky v bunééném jadre (nukleus)
se stabilizovalo oznaceni nukleova kyselina a mezinarodni zkratka NA (z angl. Nucleic
Acid).

Chemicka analyza NA postupovala pomérné pomalu, coz bylo dano trovni izola¢nich
i analytickych postupt, které na tak naroény kol byly jesté prilis hrubé. Pfesto byly
v NA prokizany dusikaté heterocyklické baze: adenin, guanin, cytosin, uracil a thy-
min, dale pentézovy cukr D-ribéza a 2-deoxy-D-ribéza a zbytek kyseliny fosforecné.
Soubézné s rozvojem poznani chemického slozeni NA postupoval rozvoj genetiky a ge-
netického inzenyrstvi. Zéklad genetické teorie polozil mezitim (1856-1866, ¢ili dva roky
pred Miescherovou izolaci nukleinu) Mendel a jeji dalsi rozvoj pak postupné pfinesl po-
znani tlohy NA (pfedevsim pak DNA) jako materidlniho zékladu dédi¢nych vlastnosti.

1.1.1 Struktura sloZek nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny obsahuji t¥i zadkladni komponenty: (a) dusikaté baze (pyrimidinové a
purinové), (b) sacharid (D-ribéza a 2-deoxy-D-ribéza), (c) kyselinu fosfore¢nou. Podle
sacharidové slozky se déli na ribonukleové kyseliny (RNA, z angl. Ribonucleic Acid) a
deoxyribonukleové kyseliny (DNA, z angl. Deoxyribonucleic Acid). Toto rozdéleni NA
se pouziva proto, Ze chemickému rozdilu odpovida i rozdilng biologickd funkce. DNA
uskladnuje zakladni genetické informace a nachazi se u eukaryot predevsim v bunééném
jadru a v mitochondriich; u rostlin i v chloroplastech. U prokaryotnich organismi pak v
odpovidajicich strukturach v cytozolu. RNA se ti¢astni vybaveni a realizace genetickych
informaci a bezprostiedné je fidi. U nékterych vira ovsem RNA slouzi také k vlastnimu
uchovéni genetické informace (tzv. RNA viry). Obé nukleové kyseliny jako celek zajistuji
uschovu a predavéani genetické informace (tzv. centralni dogma molekuldrni biologie).

Dusikatd baze DNA (A, G,C, T) RNA (A, G, C, U)
o] NHz NH, 0 o}
HisC
N N~ = : NH NH
S, 0y Qo Trrn oo
N IVI\NH2 N N; \NAO ﬁ/&o N ©
Guanin Adenin Cytosin Tymin Uracil
Purinové Pyrimidinové

Obrazek 1.2: Prehled dusikatych bazi. Prevzato a upraveno z [7].



Zakladem pyrimidinovych bézi je Sesti¢lenny heterocyklus se dvéma dusikovymi hete-
roatomy. Pyrimidinové baze obsazené v nukleovych kyselindich maji v poloze 2 vzdy
kyslikovou funkéni skupinu a v poloze 4 kyslikovou nebo aminovou skupinu. Pentéza se
béaze jsou cytosin, uracil a thymin (5-methyluracil). Uracil se vyskytuje vyhradné v ribo-
nukleovych kyselinach a thymin naopak v DNA. Druhou skupinou jsou purinové baze
odvozené od heterocyklické slouceniny purinu, ktery byl poprvé ziskan pii purifikaci
kyseliny mocové.

Je to heterocyklus se dvéma kruhy (pyrimidinovym a imidazolovym) a ¢tyfmi dusi-
N-glykosid vazbou na dusikovy atom v poloze 9. V nukleovych kyselinach jsou jednotlivé
nukleosidy spojeny diesterovou vazbou kyseliny fosfore¢né. Tim vznika lineadrni makro-
molekularni fetézec, v némz se pravidelné stiida zbytek pentdzy se zbytkem kyseliny

fosforec¢né.

1.1.2 Struktura a funkce DNA

Strukturu a funkci DNA (a podobné i RNA) nelze chépat a studovat izolované. Je-
jich funkce vyplyvé ze struktury jak ve vyznamu prostorovém (architektura molekul),
tak ve vyznamu chemickém (reaktivita molekul ¢ jejich funkénich skupin). Podobné
jako u bilkovin i zde je zdkladnim elementem primarni (kovalentni) chemicka struk-
tura urcend sledem nukleotidovych zbytki a jeji pevnost je dana pevnosti kovalentnich
vazeb, v tomto pripadé nejen mezi nimi, ale i mezi jejich slozkami. Diesterové vazby
fosfatu v DNA jsou velmi stabilni vuci hydrolyze. Hydrolyzou v kyselém prostiedi se
pomeérné snadno odstépuji volné baze; N-glykosidova vazba purinovych bazi je labilnéjsi
nez vazba bazi pyrimidinovych. Na celkovém tvaru molekul NA, a zejména jejich funkci
se vice nez u bilkovin podileji struktury vyssich fadi, zalozené predevsim na vodiko-
vych vazbach. Princip sekundérni struktury je u obou NA stejny; u DNA je vSak tato
struktura jednoticim principem stavby celé molekuly. Je proto velmi pravidelna a jeji
poznani se stalo zékladem i pro vyfeSeni sekundarni struktury RNA. Strukturu DNA
vytesili v roce 1953 Watson a Crick [8] na zakladé vyzkumu Rosalind Franklinové [9] a
jejich objev byl ocenén Nobelovou cenou. Pti svém vyzkumu vysli z nékolika v té dobé
znamych fakt®: Pomér bazi neni nahodily a vykazuje nékolik zakonitosti: (a) celkovy
obsah purinovych nukleosidti se rovné celkovému obsahu pyrimidinovych nukleosidi,
a tim tedy (A + G) = (T + C), (b) obsah adenosinu se rovné obsahu thymidinu,
guanosinu pak cytidinu, A = T; G = C, (c) celkovy obsah nukleosidii s aminovou fun-
kéni skupinou se rovné celkovému obsahu nukleosidi s oxoskupinou (A + C) = (G +
T). Nativni, Setrné izolovand DNA se v roztoku hydrodynamicky chova jako ohebné
vlakno, které zménou podminek meéni nejen optické, ale i hydrodynamické vlastnosti.
Rentgenové difrakéni zadznamy jiz v roce 1938 i pfi nizkém rozlisSeni umoznily sestavit

prvni model DNA, pfipominajici sloupec minci.



Watsontiv a Crickiv model vychézi z principu spojovani nejstabilnéjsich tautomert
bazi vodikovymi vazbami. Tim vznikaji dva stabilni pary pyrimidinové a purinové béze,
které jsou nezameénitelné. Prvni dvojici vytvari adenin s thyminem pomoci dvou vodiko-
vych vazeb, druhou cytosin s guaninem pomoci t¥i vodikovych vazeb. V téchto parech
jsou vSechny vodikové vazby maximélné pevné, nebot kazdy vodikovy atom sméfuje

ptimo k akceptorovému atomu.

Nezaménitelnost bézi v jednotlivych parech vede ke komplementarité vladken, kterd
se mohou spojit jen tehdy, je-li ve sledu nukleosidi jednoho vldkna napf. adenosin
proti thyminu ve sledu nukleosidi druhého vldkna. Stérické usporadani fetézce poly-
nukleotidu vylucuje spojeni dvou pyrimidinovych nebo dvou purinovych bazi a donor-
akceptorové vlastnosti substituenti vyluéuji ,,chybné“ spojeni (napt. A - C). Princip
komplementarity je zdkladem funkce nukleovych kyselin. Schéma dvojsroubovice DNA
je uvedeno na Obr. Uvazujeme-li sled nukleotidovych zbytka v jednom fetézci dvo-
jSroubovice od 5’-konce k 3’-konci, pak druhy fetézec je orientovan opacné. Pribéh obou
vlaken pentéza-fosfatového retézce je antiparalelni. Konvenéni dvojsroubovice se vysky-
tuje v uréitych geometrickych forméach, z nichz nejdulezitéjsi jsou A, B a Z. VSechny tyto
jinak se lisici formy maji nékolik spole¢nych charakteristik. Tak oba pentdza-fosfatové
fetézce jsou na vnéjsi strané sroubovice.

Dsa d\ImuSmuhawice
3

Cukr-fosfatova
kostra

Vatsi Habek |
(1,2 nm)

Mensi Zlabek |
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(0,6 nm) r o 34nm

Obrazek 1.3: Schéma dvojsroubovice DNA. Pfevzato a upraveno z [10]



Jelikoz volné hydroxylové skupiny diesteroveé vazaného zbytku fosfore¢né kyseliny jsou
v neutralnim prostfedi plné ionizovany, vnéjsi ¢ast molekuly nese zaporny naboj. Béaze
jsou srovnany uvnitf dvojsroubovice, kde jsou chranény pred stykem s vodou. Za téchto
podminek je pak sila vodikovych vazeb mezi sparovanymi bdzemi maximéalni. Vzhledem
k asymetrickému usporadani paru spojenych bazi v roviné vytvareji se na povrchu srou-
bovice dva nestejné hluboké a Siroké zarezy (zlabky), oddélujici oba pentéza-fosfatové
fetézce. Predominantni forma DNA, kterou lze nalézt v majoritni ¢asti zivych bunék,
je B-forma DNA, které je pravotociva.

1.1.3 Plazmidova DNA

Plazmidy fadime mezi extrachromozomalni, autonomné se replikujici genetické ele-
menty dvojsroubovicové DNA o velikosti 1000 bp az ptes 2 Mbp [I1] (z angl. base pair =
bazovych part). Jsou obsazeny témérf ve vsech bakterialnich kmenech, jak grampozitiv-
nich, tak gramnegativnich, v kvasinkach (fylogeneticky nizsi eukaryota), i u nékterych
vyssich eukaryot [12].

Vétsinou jsou schopny replikace pouze v tizce vymezeném okruhu hostitelskych bunék.
Na rozdil od chromozomti nesou pouze geny kédujici druhotné znaky, mezi které radime
rezistenci k riznym antibiotikim (napf. ampicilinu, streptomycinu a tetracyklinu),
které bunice pomahaji prezit za nestandardnich podminek. Naopak jiné geny koduji
rezistenci k toxickym latkam, produkci enterotoxinii, kolicini, restrikénich a modifika-
¢nich enzymt nebo schopnost degradace komplexnich organickych sloucenin. P¥ehled
komercéné nejdostupnéjsich a nejpouzivanejsich plazmidii, jejich délek a molekulovych
hmotnosti je uveden v Tab.

Tabulka 1.1: Pfehled typt plazmid® pouzivanych v radiobiologickych experimentech a
jejich charakteristiky

Plazmid  Pocet bazi GC:AT M,, [kDa]

pBR322 4361 bp 1,16 2 683
PCDNA3 5446 bp 1,06 3341
pGEM 3Zf(-) 3199 bp 1,01 1972
pBS 2961 bp 1,02 1825
pMSG-CAT 8405 bp 0,82 5175
pUC19 2686 bp 1,03 1 655

Plazmidy se replikuji nezévisle na replikaci chromozomalni DNA. Jejich replika¢ni cyk-
lus miiZe, ale nemusi byt s replikaci bakteriadlniho chromozomu a s cyklem bunéc¢ného
déleni synchronizovan. V této situaci mize pocet plazmidid v butice dosdhnout az néko-
lika set kopii. Takové plazmidy jsou poté vhodné pro genové inzenyrstvi, protoze mohou
byt z bunék izolovany ve velkych mnozstvich [13].



Pro ucely této prace byla plazmidovda DNA zvolena jako vychozi molekularni struk-
tura (modelovy nosi¢ genetické informace) pii sledovani teplotni zavislosti na poskozeni
ozafovaného vzorku. Divodem je skutecnost, ze v rdmci bioradia¢ni chemie a radia¢ni
fyziky jsou plazmidy Casto vyuzivany jako typic¢ti predstavitelé jednoduchého modelu
DNA diky své snadné manipulaci a kvantifikaci zmén po ozéfeni (tvorba jednodu-
chych a dvojnych zlomut). Mezi dalsi vyhody patfi, Ze izolovanéd plazmidovd DNA po
ozafeni nepodléha repara¢nim a opravnym procesim (pii vhodném skladovani), coz im-
plikuje schopnost uchovat informaci o mife degradace molekuly. Samotna kvantifikace
zmén spociva ve vyuziti elementarni elektromigracni metody - gelové elektroforézy. Na
Obr. lze vidét schéma bakterialni buriky s extrachromozomélni plazmidovou DNA.

Bunééna sténa
Plazmidova DNA
Bicik

Cytoplazma

Chromozomalni DNA

Obréazek 1.4: Schéma bakteridlni bunky s plazmidovou DNA. Prevzato a upraveno z
[14].

1.1.4 Virova DNA

Viry jsou infekéni submikroskopické ¢astice, které se nemohou samy bez pomoci hosti-
tele reprodukovat. Vétsinou jejich velikost kolisé od 15 do 300 nm, ale najdeme taktéz
skupinu obrovskych vira (tzv. Giry, z angl. Gigantic viruses), které tuto velikost fadové
prekracuji (650 - 1000 nm). Také jejich tvar je riizny, od kulového az po tyc¢inkovy. Pfes-
toze se jedna o tak malé ¢astice, maji (za uréitych podminek) schopnost samostatné
replikace a mutace. Nesou tedy veskerou informaci, kterd je nutna k jejich existenci a

reprodukci, ale nemaji vlastni metabolismus.

Disledkem toho musi vyuzivat metabolismus hostitelskych bunék. Podle druhu hosti-
tele 1ze rozlisit zivoéisné viry, rostlinné viry a viry bakterii ¢ili bakteriofagy (zkrécené
fagy). Podle typu obsaZené nukleové kyseliny se rozlisuji DNA- a RNA- viry. Byvaji
Casto tfidény i podle typu replikace nebo z epidemiologického hlediska. Viry se lisi
nejen v otazce velikosti, ale i sloZenim. Na rozdil od bunék, které obsahuji DNA i
RNA, jednotlivé viry obsahuji jen dany typ nukleovych kyselin, ktery je pfitomen bud
v jednoretézcové, nebo dvojiretézcové formé. Nukleova kyselina je vzdy umisténa uv-
nit¥ virové Castice (tzv. virion) a je uzaviena ochrannym proteinovym obalem (tzv.

kapsidou).
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U virt vétsich rozmért mohou byt tyto obaly z n€kolika vrstev slozenych z vétsiho poctu
odlisnych proteint, v nékterych pfipadech i lipoproteint nebo glykoproteinti. Proteinovy
obal nukleovych kyselin vird se nazyva kapsid a je vétsinou slozen z velkého poc¢tu iden-
tickych podjednotek nazvanych kapsomery. Ze zptisobu a postupu sklddani kapsomer
vyplyva i dana symetrie kapsidu, ktera je bud kubického tvaru ¢i Sroubovicova. Slozi-
t&j81 viry (napf. vétsina vySe zminénych bakteriofag) maji komplexni symetrii [15].

Bakterialni viry - bakteriofagy

ez

Nejcastéjsi je kubickd symetrie kapsidu. Tuto symetrii maji pravidelné mnohostény,
z nichz se vyskytuje tetraedr se 4 trojuhelnikovymi plochami, dodekaedr s 12 péti-
thelnikovymi plochami a ikosaedr s 20 trojihelnikovymi plochami. V elektronovém
mikroskopu se jevi jako kulovité ¢astice. V piipadé virt se Sroubovicovou symetrii vy-
tvareji valcovité castice, které se v elektronovém mikroskopu jevi jako tycinky nebo
bicky a ¢ast Sroubovicové symetrickou. Tento typ izomerie je nejc¢astéjsi u bakteriofaga.
Schéma jejich stavby je na Obr.

Kapsidovy obal ——»
Hlava
DNA

— Xy

Limeéek ——»

Pochva ———»

Bicik

Chvost

Zakladni desticka —
Vlakno bigiki [

Obrazek 1.5: Struktura bakteriofaga. Pfevzato a upraveno z [16].

Napftiklad fag Ty mé hlavu o priméru pfiblizné 65 nm a vysce 95 nm; jeji obal je slozen
z bilkovinnych podjednotek, vnitiek je vyplnén virovou DNA. K hlavé je pfipojen 95 nm
dlouhy kontraktilni bic¢ik, ktery je tvofen jadrem o primeéru asi 8 nm, obaleny pochvou.
Bicik je zakoncen spodni destickou se Sesti hroty, ze které vyc¢niva 6 bicikovitych vldken

slouzicich k uchyceni faga na sténu bakterie.

Jelikoz viry nemaji vlastni replikacni systém, musi vyuzivat systém bunék hostitele.
Proto je na rozdil od jinych mikroorganismu (napf. bakterii, fylogeneticky nizsi houby
apod.) nelze péstovat na zivnych pudach (napt¥. agarovych plotnach), ale pouze v zivych
bunkach.
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Proces infekce bakterialni butiky je zahajen prichycenim faga na povrch bunécné stény
bakterie pomoci hrott zékladni desticky. Pii samostatné interakci se uplatiiuji specifické
receptory bunécné stény bakterie, ktery slouzi jako ,,voditko“ pro nalezeni vhodného
povrchu. Ze zakladni desky bic¢iku se uvolniuje lysozym, ktery slouzi k perforaci bunééné
stény bakterii. V dalsim kroku nastava silnd kontrakce bicikové pochvy, takze nekon-
trahované jadro biciku je zatlaceno do vzniklého otvoru. Z hlavy fagu je geneticka
informace injektovana jadrem bic¢iku do vnitfku napadené buiky [I7]. V zavislosti na
dalsim dalsim pribéhu infekce se rozdéluji fagy na lytické (tzv. virulentni) a lyzogenni
(tzv. temperované ¢i mirné). Virulentni bakteriofdgy se projevuji lytickym zivotnim
cyklem, pfi kterém dle centralniho dogmatu dochézi k replikaci nukleové kyseliny a
k syntéze strukturnich proteini. Vysledkem takového cyklu je vznik novych virovych
¢astic (az 50 - 200), tzv. viriont. Tyto nové fagové ¢astice jsou roztrouseny do okolniho
prostiedi, coz mize vést k dalsim lytickym cyklim a tim k tspésné likvidaci bakterialni
populace. Alternativni cestou je prechod faga do lyzogenniho cyklu, pii kterém dochézi
k integraci fagového genomu do genetické informace bakterie (vzniké tzv. profag). Pii
standardni replikaci bakteridlniho genomu probihé i replikace profiga zajistujici jeho
pritomnost v dcefinnych bunkéch a dalsich generacich. V disledku zmén v okoli muze
dojit k vy¢lenéni profaga z bakteridlniho genomu a k zahajeni lytického cyklu [I§].
Zivotni cyklus bakteriofaga je zobrazen na Obr.

¢

W Adsorpce Injekce nukleové kyseliny

S ;S
®)—-(_ @)
LYZOGENNI cYiLUS / \ oKy cviaus

Integrace do genomu hostitele Syntéza virovych genomi a proteinti

(®) @D

| |

Sestavovani novych virion

Replikace bakterie @i !}; 5)
C o ®»

Lyze hostitelské buriky a uvolnéni virovych gastic

Obréazek 1.6: Zivotni cyklus bakteriofaga. Pievzato a upraveno z [18].
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Rostlinné viry - fytoviry

Fytoviry fadime mezi rostlinné viry, které az na vyjimky nemaji schopnost pronikat
celulézovou bunécénou sténou. Bunécnou sténu rostlinnych bunék prekonavaji fytoviry
pomoci tzv. vektorti neboli prenasecii. Takovym vektorem mtze byt napriklad hmyz
nebo houba. Virus se do butiky mutize dostat také mechanickym poskozenim. Pokud k
infekci hostitelské buriky dojde (v misté infekce se za¢nou objevovat lokalni pfiznaky),
dochazi ke zméndm v jejim metabolismu a vir se za¢ina reprodukovat (vyskyt systémo-
vych pfiznakt). Z jiz napadené buiiky se rostlinné viry mohou sifit do dalsich pomoci
spoju mezi burikami (tzv. plazmodezmata), v ramci rostliny pak nékteré z nich mohou
vyuzit i cévni svazky. Projev choroby se vyznacuje mnozenim viru, poskozenim funkci
rostliny a dalSich symptomi. Pfitomnost infekce se projevuje také vizualnimi pfiznaky,
jako jsou barevné zmény, mozaiky, zloutenky, pruhy a jiné, které mohou, ale také nemusi
byt charakteristické pro dany virus a druh rostliny. Tyto priznaky lze lokalizovat na
¢astech rostliny, nebo na celych rostlinach. Objevuji se nejen na tGrovni makroskopické,

ale také histologické a cytologické [19].

1.2 Fotochemie nukleovych kyselin

1.2.1 Obecné aspekty

Deoxyribonukleova kyselina, ktera je materidlnim nosi¢em genetické informace, pred-
stavuje nepochybné, ale ne vylucné, hlavni cil pro poskozeni bunécnych struktur za-
fenim. Absorpéni spektrum DNA v UV spektralnim oboru je uvedeno na Obr.
Maximum absorpce lezi v oblasti vlnové délky 260 nm. Absorpéni spektrum proteint je
vyrazné odlisné. Tato skutetnost umoznuje vymezit relativni vyznam téchto dvou tiid

biomolekul pro fotobiologické ticely pomoci metod absorpéni spektroskopie.

100 ¢

DNA
107 |

Absorbance / - |

Protein
102 |-

10°% |

200 220 240 260 280 300 320

Vinova délka / nm

Obrazek 1.7: Absorpéni spektrum DNA a proteinu. Pfevzato a upraveno z [20].
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Absorpce molekul DNA je zptisobena pfitomnosti heterocyklickych bazi a jejich inter-
akci vrstvenim (tzv. base stacking), ostatni zdkladni slozky DNA - sacharid a fosfat
- k absorpci v UV-VIS spektralnim oboru nepfispivaji. Molekuly absorbuji energii v
kvantech pfi¢emz dochézi ke tfem typtm excitace v zavislosti na vlnové délce dopa-
dajictho zéfeni: rota¢ni, vibracéni a elektronové. Absorpce infracerveného zaieni (IC) je
spojena pfechody mezi vibra¢nimi nebo rota¢nimi stavy. Absorpci ultrafialového (UV)
a viditelného (VIS) svétla dochazi k elektronové excitaci molekuly, tj. vytvoreni vysoce
energetického stavu, aniz by musely probéhnout postupné procesy rotacni a vibra¢ni
excitace. Vysadou fotochemickych reakci je ta skutecnost, Ze probihaji z excitovanych
elektronovych stavi. Tato skute¢nost stoji za samotnou podstatou fotochemie jako
védniho oboru, ktery studuje procesy od absorpce fotonu az po chovani (reaktivitu)
elektronové excitovanych molekul [21]. V ptfipadé DNA lze porovnat excita¢ni energie
prvnich singletnich a tripletnich stavit mononukleotidti, jak ukazuje Obr.

45 + -
A SINGLET

40 ]

Energie / eV| |

TRIPLET .

35 B C,U

Obrazek 1.8: Excitacni energie prvniho excitovaného singletniho a tripletniho stavu

mononukleotidi DNA. Pfevzato a upraveno z [22].

1.2.2 Fotochemické zmény vyvolané UV zarenim

Uéinky ozafovani molekul DNA v rozsahu vinovjch délek mezi 200 a 300 nm ovliviuji
pouze baze nukleovych kyselin. Fosfat ani deoxyribdza nejsou pfimo zarenim ovlivnény.
Rada experimentalnich studii [23] svédéi o tom, ze se diisledek absorpce zafivé energie
jednou z bazi DNA nemusi projevit lokdlné, ale vlivem migrace naboje po polynuk-
leotidovém retézci se muze projevit ve vzdalenosti az nékolika pard bazi. Nejpravdé-
podobnéjsi je migrace naboje za ucasti tripletnich stavt bazi. Jak bylo uvedeno vyse,
energie tripletnich stava klesd v fadé C > G > A > T. Pravdépodobnost, Ze findlnim

akceptorem bude thymin, je tedy znac¢né vysoka.
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V soucasné dobé je zndmo nékolik fotochemickych reakci, které vedou k poskozeni DNA.
Jedna se zejména o tvorbu dimerd pyrimidinti, hydratace pyrimidind, vznik kovalentni
vazby mezi DNA a bilkovinou a déle pf‘eruéeni Vazby cukr—fosfétové kostry. Jednim zZ

vvvvvv

UV zéfeni, jsou cyklobutanové pyrlmldmove dimery (CPD) [24].

UVA zéafeni indukuje pogkozeni DNA pouze nepfimo dvojim mechanismem: bud oxi-
daci - reakci se singletnim kyslikem, tedy molekuldrnim kyslikem v excitovaném stavu
105 (1Ay), ¢ jednoelektronovou oxidaci (nebo vodikovou abstrakei) za tvorby radikalu,
¢i kationt radikalu [25].

Cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPD) tvofi nejpocetnéjsi skupinu fotoprodukti
DNA vystavenych ptusobeni UVB zafeni. Principem mechanismu tvorby CPD je vznik
kovalentni vazby mezi bazemi thyminu a cytosinu. Existuji tedy kombinace T'T, TC,
CT a CC. Vznik je podminén cykloadici dvojnych vazeb uhlikt C5 a C6 prilehlych
pyrimidinovych bazi, vytvarejici cyklobutanovy kruh sdileny obéma sousedicimi mole-
kulami - jedna se o tzv. cyklobutanovy typ dimeru. Reakéni mechanismus je znazornén

na Obr.

0 0
Me Me
NH
N /J% )\ N/go
i HoH |
5' 3' 5' =
T T TAT CPD

Obrazek 1.9: Reak¢éni mechanismus tvorby thyminovych dimerd. Absorpci slozky UV
zareni dochéazi k tvorbé dimeru ve formé cyklobutanového kruhu vlivem cykloadice
dvojnych vazeb uhliki C5 a C6 DNA. Prevzato z [26].

Zakladnim principem tvorby dimert je predchazejici excitace do prvniho tripletniho
stavu. Molekula kysliku a paramagnetické ionty, které destabilizuji tripletni stav za-
branuji i fotodimerizaci. Vytézky dimertu jsou obecné nizké pii pokojové teploté, ale
znacné se zvysuji v prostfedi zmrazeného roztoku. Tento jev je vysvétlovan vyhodnou
prostorovou konfiguraci thyminovych bazi pro dimerizaci. Jak bylo uvedeno vyse, di-
mery se netvoii pouze mezi thyminy, ale existuji i jiné kombinace. Dokonce i T-U, ¢i
C-U. V druhém ptipadé je uracil tvoren deaminac¢nim procesem hydratt cytosinu jako
disledek hydrolytické substituce aminokyseliny uhliku C4 za hydroxylovou skupinu.

N

meru zavisi na vinové délce, kdy relativni prispévek thyminovych dimert s jejim zvy-

Sovanim klesa.
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Samotna tvorba dimerti je proces reverzibilni, kde rovnovazné konstanta je funkci vinové
délky. Absorpéni pasmo kolem 265 nm je dédno pfitomnosti dvojné vazby mezi uhliky
C5h a C6, kterd pfi tvorbé dimeru zanika. Proces pfimé i zpétné reakce lze libovolné
fidit zménou energie zdroje UV zafeni. Dimery mohou mit rizné sterické konformace
(izomery dimerti), jak ukazuje Obr. Celkem bylo nalezeno Sest moznych izomeri
pyrimidinovych dimert. Konformace zavisi na pozici pyrimidinového zbytku vzhledem
k cyklobutanovému kruhu (cis-trans) a na relativni orientaci dvou C5-C6 vazeb (syn-
paralelni/anti - antiparalelni orientace). Diky sterickym faktortim lze v DNA nalézt

pouze konfiguraci syn izomert.

cis-syn trans-syn I trans-syn II

Obréazek 1.10: Izomery thyminovych dimert. Prevzato z [27].

Ke tvorbé hydratt dochézi adici molekuly vody na dvojnou vazbu uhliki C5 a C6
pyrimidinovych bazi. Na rozdil od dimert jsou pomérné nestabilni a snadno probiha
zpétna reakce pii zménach pH ¢i teploty. Cytosinhydrat (hydroxy-cytosin) muze ztratit
aminoskupinu za tvorby uracilu, jak je schematicky zndzornéno na Obr. . Pokud
k takové reakci dojde na kodogennim vlakné pfi replikaci DNA, muze vést ke vzniku
mutaci. Vliv a mechanismus tohoto typu poskozeni v butikdch neni dosud spolehlivé
znam. Hydréty cytosinu (pfipadné i uracilu) vznikaji nejen ve vodnych roztocich bézi,
ale také u prislusnych nukleosidt a nukleotidi, oligonukleotidt, polynukleotidi, RNA
a DNA. Rychlost procesu fotohydratace vzrista u jednovlaknové DNA a RNA a klesa
pri zadméné HyO za D-0O.

NH, NH,
H . H
NJj uv N~ Deaminace HN
| _— = ———
D’A\N O'}\N OH o}w OH
| | |
Cytosin Cytosinhydrat Uracilhydrat

Obréazek 1.11: Formace a deaminace cytosinhydratu. Prevzato a upraveno z [2§].
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Dalsim typem fotoproduktu je pyrimidin (6-4) pyrimidon, nebo téz tzv. (6-4) fotopro-
dukt. Jedna se o druhou nejvice zastoupenou formu CPD indukovanou UVB zéafenim
zahrnujici Gcast excitovaného singletniho stavu. Tvoii se [2+2] cykloadici zahrnujici
dvojnou vazbu mezi uhliky C5 a C6 na 5’-konci pyrimidinu s uhlikem C4 karbony-
lové skupiny 3’-konce thyminu. V samotném procesu ozareni DNA dochézi nejdiive ke
tvorbé oxacyklobutanu (oxetanu), ktery se posléze spontanné preskupi na (6-4) foto-
produkt. Piipadné dalsi ozafeni vede ke konverzi tohoto produktu na tzv. Dewartiv
valen¢ni izomer. [29]. Jeho vytézek je mensi nez vytézek dimert (pfiblizné 1:3) [30].
Na Obr je znazornéno sumarni schéma fotoinicia¢nich reakci tvorby CPD a (6-4)
produkti.

NH
NSo 0
e o \[j\
e} | NH
uv
g N’go i 0 ] o
@) H
O:\P—O/\d HNM Ho HNM
o \
° ° N//[/N o Oéj\'}l/ /N\fo
TT site in DNA Oxetane TT (6-4) PP

Obrazek 1.12: Struktura dvou hlavnich fotoproduktéi vytvofenych na dithyminovych
centrech v DNA. Prevzato z [31].
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1.3 Radia¢ni chemie nukleovych kyselin

1.3.1 Obecné aspekty

Radiac¢ni chemie nukleovych kyselin byla obecné studovana za ti¢elem pochopeni che-
mickych modifikaci indukovanych v DNA (RNA) ionizujicim zafenim. Pfedpoklada se,
Ze rizné biologické uc¢inky ionizujiciho zafeni in vivo jsou dusledkem téchto komplex-
nich chemickych modifikaci DNA. Bunikky maji dobfe vyvinuté repara¢ni systémy pro
opravu poskozeni DNA, které jsou nezbytné pro zachovani integrity genomu. Existuje
mnoho riznych opravnych mechanismt, které bunky pouzivaji, aby se vyrovnaly s pos-
kozenim DNA. K rozpoznani a opravé alterace (poskozeni) DNA vsak nedochazi vzdy s
naleZitou presnosti, takze néktera poskozeni DNA vedou k chromozomaélnim aberacim,
indukci mutaci ¢ karcinogenezi [32].

V neposledni fadé se poskozeni DNA zpiisobené ionizujicim zafenim podili na procesech
bunécné signalizace, jako je napt. apoptéza. Jedna se o proces prevence mnozeni gene-
ticky aberantnich bunék, které se projevuji vysokou trovni poskozeni DNA. Bunééna
smrt, radiacni mutageneze, radiacni karcinogeneze a nestabilita genomu jsou nékteré z
biologickych ucinki, o kterych se predpoklada, ze vznikaji radiaci indukovanymi zmé-
nami na trovni DNA [33].

Dvé z hlavnich oblasti vyzkumu, k nimZ znalost radia¢né indukovanych modifikaci DNA
vyznamné prispéla, je radiacni onkologie a radiac¢ni ochrana. Tyto dvé védni discipliny
uzaviraji interakci mezi biofyziky, chemiky a molekularnimi biology, ktefi zkoumaji

procesy a mechanismy vedouci ke kone¢nym biologickym dtisledkiim ionizujiciho zafeni.

Dosud vétsina informaci o poskozeni DNA vyvolanych ionizujicim zafenim pochézi z
pouziti zdroje zafeni s nizkym linedrnim pfenosem energie (LET, z angl. linear energy
transfer), jako je zafeni -, vysokoenergetické rentgenové zareni a vysokoenergetické
elektrony (LET predstavuje mnozstvi energie ulozené na jednotkové délce drahy pa-
prsku ionizujiciho zafeni). Dalsi meznik ve vyzkumu byl objev techniky pulzni radio-
lyzy (,pump probe*) slouzici k ziskani kvantitativnich informaci o typech a reaktivité
vzniklych radikali DNA.

Jiné techniky (napf. elektronova spinova rezonance) poskytly informace o typech pos-
kozeni zpusobenych pifimou depozici energie v makromolekule DNA [34].

V posledni dobé€ se objevuji data o chemickych charakteristikdch poskozeni DNA vyuzi-
vajici zafeni s vysokym linedrnim pfenosem energie. Tyto informace by mély poskytnout
uzitecny pohled na identifikaci ,,novych* typt lézi a alteraci vyvolanych timto zarenim.

1.3.2 Poskozeni vyvolané ionizujicim zaienim

Tonizujici zafeni nahodné indukuje rizné typy poskozeni DNA. Nejcastéjsimi typy al-
teraci jsou jednoduché (SSB) a dvojné (DSB) zlomy, modifikace bazi a deoxyribézy a
v neposledni fadé vznik zesiténi vazeb DNA-protein (cross-links) [35]. Schéma raznych
typt poskozeni je znidzornéno na Obr.
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DNA-protein

/ crosslink
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Obréazek 1.13: Tonizujici zafeni zpusobuje mnoho riaznych typt poskozeni DNA pfimym
i nepfimym tc¢inkem. Mezi tato poskozeni fadime jednoduché alterace, jako jsou modi-
fikace baze ¢i cukerné slozky, interakce DNA-protein (cross-link), az po slozité alterace
typové dvojvldknové zlomy DNA. Pfevzato a upraveno z [36].

P1i studiu bunééné DNA se predpokladé, Ze poskozeni vyvolané zafenim je zptsobeno
pfimou depozici energie ve stavebnich slozkich DNA a v jejim prvnim hydratacnim
obalu nebo nepfimymi u¢inky prostfednictvim vodnich radikald, zejména HO® radika-
lem. Tyto radikély se tvoii ve vzdalenosti asi 3-4 nm od DNA [37], difunduji a pfi
interakci s DNA zptisobuji poskozeni. U nizkého LET zafeni prispiva nepfimy tcinek
asi 60 % k celkovému ucinku, u vysokého LET zafeni je to podstatné méné.

Tuto hypotézu lze experimentalné potvrdit ozafovanim vzorktt DNA s rostouci koncen-
traci libovolné latky uplatiiujici se v roli vychytavace (z angl. scavenger) HO" radikéla.
P1i vysoké koncentraci vychytévace lze veskeré zptisobené poskozeni pfisoudit pfimému
acinku.

Bunécéna DNA a jeji okolni molekuly vody se povazuji za potencialné kritické cile, jejichz
poskozeni iniciuje biologické ucinky zaifeni. Mnoho druht poskozeni je rozpoznéno a
odstranéno bunéénymi reparacnimi systémy, coz vede k restituci stability genomu. Na
druhou stranu se predpoklada, ze pravé neopravené DSB jsou hlavnim typem alteraci
vedoucich k reprodukéni bunééné smrti [3§].
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1.3.3 Primarni procesy pri poskozeni DNA vlivem zareni

Obecné je vétsina energie deponovand ionizujicim zafenim odnésena sekundarnimi elek-
trony, vytvorenymi ionizacemi, pfi kterych za sebou zanechavaji kladné nabity iont.
Elektron je emitovan z prislusného orbitalu do kontinua s dostateénou energii, zpuso-
bit dalsi ionizace, pfipadné excitace. Naptiklad u 10 MeV elektronu je piiblizné 76 %
energie uloZzeno v tzv. spurdch a zbytek v tzv. blobech. Rozdéleni téchto stopovych
entit do specifickych energetickjch domén je ¢isté libovolné. Poskozeni typu DSB jsou
prevazné produkovana nizkoenergetickymi elektrony. Vzhledem k tomu, Ze biologické
ac¢inky zéafreni jsou disledkem primych a nepfimych Gc¢inkd a bunka obsahuje priblizné
80 % vody, u zafeni s nizkym LET se pfedpokladd, ze vétsina nepfimého ti¢inku vznika
pusobenim volnych radikala [39)].

Interakce ionizujiciho zafeni vede pfes excitaci a ionizaci molekul vody ke vzniku tii

aq
(solvatovany elektron). Ctvrty kation-radikal H,O" reaguje s molekulami vody okolniho

primarnich radikald HO®, H* a e, kterjy procesem solvatace v ¢ase 107! utvoii e

prostiedi v ¢ase kratsim nez 10714 s za tvorby HO" a H;O™". Ozafovanim &isté vody v
uzavieném systému zarenim o nizké hodnoté LET vede k ustaveni rovnovazného vztahu,
ve kterém budou v nizkyjch koncentracich pfitomny molekuldrni produkty radiolyzy -
Hy, Oy, Hy0,.

Nésledujici schémata [1.1] - [I.4] ukazuji zékladni mechanismus radiolyzy vody.

HoO — e + HaO7 (1.1)
HyO1 4+ HyO — H30™1 4+ HOr (1.2)
e = ey (1.3)

g T HsOT = HyO + H (1.4)

Rychlostni konstanty pro reakci HO" radikélu, e,, a H" s polynukleotidy a jednovlakno-
vou a dvojvldknovou DNA jsou fadove 108—10° Mt s 1. Radikaly HO" a reakce, kterych
se zucastni, lze klasifikovat nésledovné (dle [40]): (a) pfenos elektronu organickych a
anorganickych sloucenin (napf. tvorba Cly ~, (b) abstrakce vodikového atomu vazaného
na uhlik, (c) adice na dvojnou vazbu. Hydroxylovy radikal se fadi mezi hlavni oxidujici
radikély a je schopen vytvorit fadu sekundarnich radikalt s vysokou reaktivitou, coz lze
dokézat jiz vySe zminénim radikalem Cly, . V souvislosti s relativné vysokou koncen-
traci chloridovych iontii v cytoplazmatické membrané, hraje Cly, ~ radikal podstatnou

roli v procesu poskozeni bunéénych membran HO® radikalem.
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Poskozeni bazi v dusledku pusobeni HO' radikalua

Jak jiz bylo feceno, vykazuje HO" radikal z vytvorenych radikalt nejvétsi reaktivitu.
HO" radikal je elektrofilni povahy interagujici procesem adice s nenasycenymi systémy
v mistech s vysokou elektronovou hustotou. Reakcni rychlost interakce tohoto radikalu
se ¢tyFmi bazemi a souvisejicimi nukleosidy je fizena diftizi. Hlavni reaktivni mista HO®
radikali na nukleobazich jsou dvojné vazby heterocykli. V souladu s tim adice HO®
radikalu v poloze uhliku C8 adeninu a guaninu poskytuje odpovidajici redukujici 8-
hydroxy-7,8-dihydropurin-7-ylovy radikal. Oxidace tohoto meziproduktu vede k tvorbé
ptibuznych 8-hydroxypurint, které jsou v dynamické rovnovéze se svou stabilnéjsi tau-
tomerni formou 8-0xo-7,8-dihydropurinu. Kompetitivni redukce posledné uvedeného
purinového radikalu dava vzniknout sloucenindm s otevienym imidazolovym kruhem:
tzv. formamidopyrimidinovym (Fapy) derivatim. Adice HO® radikélu do polohy uhliku
C4 struktury nukleobaze, coz je ve skutecnosti prevladajici radikalova reakce, vznika
oxida¢ni radikal oxylového typu po rychlém dehydratacnim procesu. Adici superoxi-
dového radikalu k posledné uvedenému meziproduktu vznikne imidazolonovy produkt,
ktery je kvantitativné hydrolyzovan na sviyj oxazolonovy derivat [41].

V pfipadé pyrimidinovych nukleobézi se HO™ radikal pfednostné aduje na uhlik v po-
zici C5 a v mensi mife v pozici C6 thyminu a cytosinu. Ziskané adukty HO" radikali
mohou rychle reagovat s molekularnim kyslikem. Redukci vyslednych peroxylovych
radikalt vznikaji pfibuzné hydroperoxidy, které pak redukci spolu s produkty piesku-
peni kruhii a fragmentace dévaji vzniknout koneénym stabilnim produktim, jako jsou
5,6-hydroxy-5,6-dihydropyrimidin (glykoly; ThdGly pro thymidin). Thymin mize také
podléhat abstrakci vodiku ze své methylové skupiny, ¢imz po spojeni s HO® radikélem
vznika 5-(hydroxymethyl)uracil (5-OH-MeUra). V pfitomnosti kysliku vede vznikly ra-
dikél ke vzniku hydroperoxidu, 5-(hydroperoxymethyl)-2’-deoxyuridinu. Dva kone¢né
stabilni produkty této degradacni cesty jsou odpovidajici alkohol a aldehyd, konkrétné
5-(hydroxymethyl)-2’-deoxyuridin (HMdUrd) a 5-formyl-2’-deoxyuridin (FordUrd) [42].
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Obrazek 1.14: Schéma oxidac¢nich produktt pyrimidinové nukleové baze thyminu. Pie-

vzato a upraveno z [43).
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Obrazek 1.15: Schéma oxidac¢nich produktt purinovych nukleovych bazi. Prevzato z
[43].

Tvorba zlomu v dusledku pusobeni HO' radikalua

Prekurzorem pro vznik jednoduchych a dvojnych zlomu je poskozeni cukr-fosfatové
kostry, konkrétné tvorba radikalti cukernych zbytkd. V nésledujicich odstavcich je po-
drobné rozebran princip vzniku zlomi pisobenim HO® radikalt a nasledné vliv pfimych
u¢inkt na tvorbu zlomti DNA. Radikily HO® reaguji s cukernou ¢asti fetézce DNA
abstrakci vodikového atomu. Nejreaktivnéj$im mistem cukerného kruhu je uhlik C4’.
V pritomnosti molekularniho kysliku vysledny uhlikové centrovany radikal dava vznik-
nout peroxylovému meziproduktu, ktery se muze rozkladat pfevazné na fosfoglykolat
za uvoliiovani baze propenalu [44].

Abstrakce vodiku v poloze 5’ je také béznou reakci, ktera za aerobnich podminek po-
skytuje kromé jinjch oxida¢nich produktt i 5-aldehydovy derivat. Tyto reakce, stejné
jako dalsi minoritni reakce zahrnujici abstrakci vodiku z poloh 2’ a 3’, vedou k pfimym
zloma vldken DNA. Naproti tomu abstrakce vodiku z polohy 1’ v pfitomnosti kysliku
vede ke vzniku 2- deoxyribonolaktonu bez stépeni cukr-fosfatové kostry. Toto oxidované
abazické (dojde k vyStépeni baze) misto je nestabilni i za mirné alkalickych podminek,
coz vede té7 k pretrzeni vlakna [45]. Na Obr. je uvedeno schéma jednoretézcovych
zlomtt DNA produkovanych po abstrakeci vodiku iniciovanych HO® radikalem. Atak na
vodik v poloze uhliku C4’ indukuje uvolnéni baze propenalu a tvorbu fosfoglykolatu,
zatimco abstrakce vodiku v poloze uhliku C5’ vede k tvorbé 5’-aldehydu.
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Obrazek 1.16: Schéma jednoretézcovych zlomti DNA produkovanych po abstrakci vo-
diku iniciovanych reakci s HO" radikalem [46].

Poznatky o mechanismu vzniku dvojnych zlomi nejsou dosud ucelené. Tento druh
zlomt muze byt vyvolan bud pfimo, nebo nepiimo. V prvnim pfipadé dojde k DSB pro-
stfednictvim prenosu radikali mezi komplementarnimi vldkny DNA. Nepiimé ucinky
predpokladaji nehomogenni depozici energie ve vodé tak, ze se tvori shluky radikald.
Kazdy DSB by pak byl vysledkem dvou blizkych SSB indukovanych dvéma samostat-
nymi radikaly z takového shluku HO" radikéla [47]. Zlomy jednoho Fetézce (SSB) mohou
predstavovat vazné poskozeni in vivo, nicméné za podminek, kdy druhy fetézec zlistava
zachovan, muze byt poskozeni opraveno reparacnimi mechanismy relativné bezchybné.
SSB tedy nejsou vétsinou letalni. Radia¢né indukovana bunééné smrt je zptisobena pie-
devsim dvojnymi zlomy (DSB). Reparace tohoto typu zlomu je obtizna, nebot pro ni
chybi templat (pfedloha). Mechanismy vzniku DSB jsou rizné: (a) jeden zasah DNA
vede k pfimému vzniku DSB v komplementéarnich mistech fFetézce, (b) jeden zdsah DNA
mize vést k tzv. kooperativnimu vzniku DSB v blizkych mistech obou fetézcti, (c) dva
nezavislé zasahy komplementarnich retézcii v mistech vzdalenych od sebe max. 10 bazi.
Pii vétsi vzdalenosti udrzi dvojsroubovici veelku vodikové i jiné vazby [48].
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Tvorba zlomu v dasledku pfimého ucinku

Pfimé ionizace DNA vytvafi mista s lokalni absenci elektronu (dira nebo radikalovy
kationt) a mista elektronového ptrebytku (radikdlovy aniont). Tyto radikalové formy
predstavuji vétsinu poskozeni pozorovanych v DNA vlivem pfimého ac¢inku. Dalsi ¢ast
energie se deponuje ve formé excitaci, které prinejmensim u zafeni s nizkym LET zfejmé
nezpusobuji vyznamné chemické poskozeni. Elektrony jsou obvykle zachyceny pyrimi-
dinovymi bazemi a vyskyt dér bez ohledu na jejich pocatecni umisténi je lokalizovan
a zachycen guaninovymi bazemi v disledku procesu migrace naboje, produkujici gua-
ninovy kation radikal Gua*t. Tato forma je v reverzibilni rovnovaze se svou deproto-
novanou formou G(N;—H)". Guanin ma nejnizsi redoxni potencial ze vSech ¢tyt bézi
DNA, a proto nejéastéji podléha oxida¢nimu poskozeni [49]. Z experimentélnich studii
vyplyva, Ze hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje relativni vytézky radikalt bazi DNA, je
rozdil ioniza¢nich potenciall a elektronova afinita bazi DNA. Kromé toho je vytéznost
radikali ovlivnéna druhem (vldknitosti = ssDNA ¢ dsDNA) DNA. Pienos jak diry,
tak pfebyte¢ného elektronu je snadnéjsi pies nasklddané baze v dsDNA (dvojfetézcova
DNA) nez v ssDNA (jednorfetézcova DNA), kde je vrstveni bazi naruseno [50]. Dilezité
reakén{ drahy vyplyvajici z ionizace DNA jsou uvedeny na Obr. [I.17}

Baze "
G — G(-H)' — Poskozeni baze
Oxidace (cca 50%) Diry na bazich a cukr- hv (UV-VIS)
fosfatové kostre
SSB
c17,C3",C5" — DSB
Kostra Abazicka mista

Ozareni

Zlomy vidken + C3",. /

ROPQ," jako produkty

(0-20 eV) LEE

Disociativni pfipojeni elektront

Redukce (cca 50%)

C(N3)H', T'|—— | T(CB)H | ——— Poskozeni baze

Obrazek 1.17: Reakéni mechanismy oxidace a redukce vzhledem k ioniza¢nimu aktu
molekuly DNA. Prevzato z [51].

Predpoklad, Ze radikaly bazi DNA mohou abstrahovat atom vodiku z cukr-fosfatové
kostry a vytvorit tak zlom v molekule, se ukazal byt chybnym. Soucasné teoretické
prace [52] ukazuji, ze abstrakce vodiku z cukerné slozky DNA radikély bazi je ve vétsiné
ptipadt termodynamicky nevyhodna. Je pravdépodobné, Ze zlomy vldken jsou z velké
¢asti zpusobeny prfimou ionizaci cukr-fosfatové kostry, konkrétné ionizaci a tvorbou
cukernych radikalt [53]. V soucasné dobé jsou znamy dva mechanismy tvorby poskozeni
DNA v pripadé pfimého ucinku.
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Prvni typ je oxidacni cesta: vlivem ioniza¢niho aktu dojde k uvolnéni elektronu a vzniku
paru elektron-dira. V ¢asovém horizontu kratsi nez 1 ns mtze par rekombinovat za
vzniku singletniho excitovaného stavu molekuly DNA. V Case vétsi nez 1 ns dira dale
migruje po polynukleotidovém fetézci a stabilizuje se na bazich (z vySe uvedené skutec-
nosti se jedna nejc¢astéji o bazi guanin) nebo na cukr-fosfatové kostte, kde tvoii radikaly
deoxyribozy s nasledujicim poskozeni béaze, jednoduchého ¢i dvojného zlomu, pripadné
tvorby abazického mista. Druhy typ mechanismu predstavuje redukéni cestu, jejiz prin-
cipem je pfipojeni (redukce) elektronu na molekulu DNA. Dalsi reakce tzce zavisi na
energii redukujiciho elektronu. V rozsahu energii (0 - 20 eV) se jedna o tzv. nizkoener-
geticky elektron a dochazi zpravidla k tzv. disociativniho zachytu elektronu (z angl.
Dissociative Electron Attachment - DEA) a nésledné k produkei jednoduchého zlomu
viz kap. Mezi konkurujici reakce k DEA Fadime redukci bazi thyminu a cytosinu
za vzniku jejich anion radikald. V pfipadé, je-li elektron hydratovan, dochazi zpravidla
ke vzniku modifikace béze ¢i cukr-fosfatové kostry [54].

1.4 Extrémni ultrafialové a mékké rentgenové zareni

V oblasti mezi ionizujicim a neionizujicim zafenim lezi spektralni obor extrémmniho
UV zéafeni. Hodnota ioniza¢niho potencialu pro vznik ionizace makromolekuly DNA ve
vakuu ¢ini pfiblizné 9 eV (138 nm), jak znézornuje Obr. Pfechod mezi energetickou
excitaci makromolekuly DNA a ionizaci vnéjsich hladin pfi interakci fotonového zafeni s

makromolekulou je pokryt energii VUV a XUV fotont (VUV - daleké, XUV - extrémni
fotony).
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Obrazek 1.18: Experimentalné zmérené vertikalni a adiabatické ionizacni potencialy
pro jednotlivé nukleotidy. V zévorce je uvedena jaderna relaxacni energie, kterd tvoii
dodatecnou bariéru pro prenos dér v DNA. Pievzato z [55].
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Pro fotony s vétsimi vlnovymi délkami (UVA, UVB az UVC) jsou charakteristicka
poskozeni DNA tzv. dimerizace a fotoprodukty (CPD, (6-4)PPs). S rostouci energii
fotond jsou tato poSkozeni nahrazena témi produkty, které lze nalézt pii ozafovani

rentgenovym, tedy ionizujicim zarenim.

Mezi tato poskozeni patii typicky tvorba jednoduchych a dvojnych zlomi dvojsroubo-
vice DNA. Zéasadni roli pro prechod mezi typem poskozeni hraje ionizacni potencial
thyminu, nebot je souéasti dimerovych fotoproduktt, které tvori majoritni ¢ast posko-
zeni DNA. Pokud je dosazeno ioniza¢niho potencidlu thyminu (pfiblizné 9 eV), zaénou
prevladdat poskozeni a léze zpisobend mékkym rentgenovym zafenim, a tedy i zafenim
gama [56]. Naptiklad dle [57] pfi energii 6 €V je jeden z primérnich dominantnich UV
fotoprodukttt nahrazen produktem typickym pro ionizujici zafeni. Cis-syn CPD a (6-
4) fotoprodukty byly detekovany az do energie 8,3 eV, zatimco se zvySovanim energie
do 10 eV byla pozorovana produkce CPD (typu TT), zaroven vSak narostl vytézek
produkti typickych pro ionizujici zafeni: 5-hydroxymethyluracil (5-OHMeUra) a 5-
formyluracil (5-formylUra). Fotony s energii prevysujici 20 eV jiz vylu¢éné tvoii stejny
typ poskozeni jako ionizujici zafeni [58]. Absorpéni spektrum DNA ve VUV a XUV
oblasti obsahuje maximum na 15,5 eV s pfidruzenymi pasy, jako je znamé absorpcni
maximum na 260 nm (4,8 eV). Ve spektru jsou téz znatelné absorpéni pasy odpovidajici
ionizacim vnitfnich slupek stavebnich konstituentt DNA [59]. Absorpéni maxima mezi
energiemi 4,8 a 6,5 eV koresponduji s nizkoenergetickymi prechody = — n*. Mezi 6,5
a 15,5 eV se nachazeji energeti¢téjsi prechody m — 7* stejné tak jako o — o* Nartst
absorpce mezi 6,5 eV a 15,5 eV je dan pfedevsim ionizacemi cukr-fosfatové kostry, k

ionizacim bazim dochézi pti vyssich energiich [60].

1.5 Nizkoenergetické elektrony

Genotoxické uc¢inky ionizujiciho zafeni (3, ionty, rentgenové ¢i ) v zivych systémech
nejsou zpusobeny primarni interakei téchto kvant vysokoenergetického zafeni s cilovymi
strukturami biomolekul. Pticinou vysledného ucinku jsou sekundarni reaktivni spe-
cies, které jsou generovany v disledku interakci primarniho ionizujiciho zafeni v okoli
ozafovaného objektu. Mezi tyto species fadime radikaly, ionty a sekundarni elektrony.
Z této skupiny jsou pravé elektrony nejhojnéji zastoupenym sekundarnim produktem.
Konkrétné maji nejvétsi zastoupeni elektrony s energii v rozsahu 1-25 eV, tyto elek-
trony nazyvame tzv. nizkoenergetické elektrony (z angl. low-energy electrons - LEE)
[61]. Vznikem a reakcemi sekundarnich elektront se zabyva napi. prace [62].

Na Obr. jsou v grafu znazornény zavislosti tc¢innych prufezti pro dany déje na

energii sekundarniho elektronu.
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Obréazek 1.19: Zavislost Gcinnych priufezi pro excitaci, ionizaci, pruzny rozptyl, DEA

na energii elektront v kapalné vodé. Pfevzato a upraveno z [62].

Z grafu jsou patrné ¢tyfi mozné reakéni mechanismy interakce nizkoenergetickych elek-
tront s hmotou. V ptipadé nejnizsich energiich elektront dochazi k pruznému rozptylu,
kdy se kinetickd energie neméni v jiny druh energie:

e +AB - AB+e™. (1.5)

Dale dochézi k nepruznému rozptylu, kdy nastava vibrac¢ni, rotacni, ¢i elektronicka

excitace molekuly:

e” +AB — AB* + e, (1.6)

nebo k zachytu elektronu a vzniku prechodného zaporného iontu:

e” +AB — (AB7)*. (1.7)

Tento komplex se miize posléze stabilizovat za vzniku stabilniho aniontu (tzv. associa-

tive attachment):

e” +AB — (AB7)# — (AB™). (1.8a)

Druhy zpitsob je rozpad komplexu za odtrzeni elektronu (tzv. autodetachment):

e +AB — (AB7)# = (AB*) +e. (1.8b)

Tfeti zptsob muZe vést k rozpadu za vzniku fragmentt (tzv. dissociative electron at-
tachment).

e” +AB — (AB7)* — (A7) +B. (1.8¢)
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V piipadé vyssich energiich nastavaji elektronové ionizace:

1. celé molekuly:

e +AB — (ABT) +2e". (1.9)
2. disociativni:
e +AB — A+ (BT)+2e. (1.10)
3. za tvorby iontového paru:
e” +AB — (A7) + (BT) +e. (1.11)

V této praci jsou mechanismy poskozeni vlivem nizkoenergetickych elektront klicové,
protoze interakci XUV zafeni s latkovym prostfedim dochézi aéinkem fotoelektrického
jevu k emisi fotoelektronu, ktery jiz sdm o sobé je LEE s energii 26 eV (z kap. je
ziejmé, ze ionizacéni potencidl DNA je pfiblizné 9 eV), a tvorbé sekundérnich elektroni
s kinetickymi energiemi v rozmezi 1-100 eV. Prace Huelse a kol. [63] zabyvajici se
interakci nizkoenergetickych elektront (3-50 eV) s nukleovymi kyselinami ukazaly, Ze i
tyto elektrony mohou zpusobit diky rezonanénim procesim jednoduché a dvojné zlomy.
Ukazalo se také, ze nizkoenergetické elektrony mohou indukovat fragmentaci molekul
vody, modifikovat a pfeménit cukry v cukr-fosfatové kostie a bdze v DNA procesem
disociativniho zachytu elektronti (angl. Dissociative Electron Attachment - DEA) [64].

1.6 Ucinek zafeni na plazmidovou DNA

Plazmidy ziskané pii extrakci z bakterii maji sto¢enou (z angl. supercoiled, superhelix)
formu diky enzymu DNA gyraza. V idedlnim pfipadé by této formy mély nabyvat
vSechny neozarené plazmidy ve vzorku. Po ozafovacim procesu stocené plazmidové
DNA dochézi pii vzniku jednoduchého zlomu k jeji relaxaci (ztrata nadsroubovicového
vinuti). Takto vzniknuvsi molekula je cyklickd a ma kruhovy tvar. V pfipadé, kdy na
takto poskozené molekularni strukture vznikne dalsi doplnkovy jednoduchy zlom, tak
nedochdzi ke zméné topologické formy.

Vyjimkou je piipad, kdy tento doplikovy zlom vznikne na druhém fetézci v blizkosti
mista, kde jiz jednoduchy zlom existuje. Tato skutecnost vede ke vzniku dvojného
zlomu. P#i produkci dvojného zlomu se tvar plazmidové DNA zmeéni z formy stocené
(pfipadné relaxované) na formu linedrni. Dochézi tim tedy ke ztraté nadsroubovicového
vinuti DNA i kruhového tvaru. Tato forma se pisobenim dalsich pfimych zlomu jiz
neméni, nebot vlivem dopliitkového dvojného zlomu dochdzi pouze k rozdéleni na dvé
kratsi linedrni molekuly (fragmenty).
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Na Obr. [I.20] je zndzornéno schéma rtiznych konformaci plazmidové DNA.

%Q%

Superhelix Kruhova forma

Linearni forma

Obréazek 1.20: Schéma riaznych konformaci plazmidové DNA. Prevzato a upraveno z

[65].

Bylo vyvinuto nékolik matematickych modelid pro vypocet pravdépodobnosti vzniku
SSB a DSB v zavislosti na davce. Casto pouzivany model byl navrzen Cowanem a kol.
[66]. Tento model byl primérné vyvinut k popisu pfechodu mezi konformacemi plazmidi
béhem osetfeni opravnymi enzymy, coz odpovidd dynamice procesu po ozaieni davkou
(D). Plna verze modelu je obtizné realizovatelnd kvili své sloZitosti a jeji pouziti je
minimalni.

Z Obr.[1.20|rtiznych konformaci plazmidové DNA lze odvodit schéma a sestavit soustavu
diferencialnich rovnic kvantitativné popisujicich zmény plazmidové DNA v zavislosti na
fluenci fotond, ¢i davee. McMahon a Currel navrhli v [67] robustni model schopny tyto
zmény hodnovérné popsat. Do tohoto modelu zavadi parametr p, ktery predstavuje
tvorbu DSB ze dvou pfidruzenych SSB, *SSB. Soustava bude mit nasledujici tvar:

dsd(zf) = —(Bs + Bp)S(D), (1.12a)
d?iE)D) = BsS(D) — BpC(D) = pB3D (S(D) + C(D)), (1.12b)
de(é)) = Bp - ($(D) + C(D)) + pB3D (S(D) + C(D)), (1.12¢)

kde Bs a Bp jsou koeficienty predstavujici pravdépodobnost vzniku SSB, respektive
DSB vyjadiengch v jednotkdch Gy~! plazmid~!. Parametr p lze ziskat z relace (10/1),
kde ¢islo 10 znaci pocet pari bazi, v jehoz rozmezi 1ze dva jednoduché zlomy brat jako

zlom dvojny a [ je celkova délka plazmidu.
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Ve vypoctech se pracuje s dvojnasobkem jeho délky, nebot se jedna o plazmidovou DNA
obsahujici dva Fetézce (strands) bazi. Integrovanou formu vyse uvedenych diferenciél-
nich rovnic je nasledujici:

S(D) = Soe*(ﬁerﬁD)D’ (1.13a)
C(D) = P [Coem 390D 4 5 (e 30800" — (~sP)] (1.13b)
L(D) =1~ (Cy + Sp) e~ (BrD+385pD%), (1.13¢)

kde hodnoty Sy, Cy jsou vychozi cetnosti superhelikalni a kruhové formy. Vychozi hod-
nota Cetnosti L je v ddna hodnotou ve vyrazu:

L(0) =1 — (Co + So) (1.14)

P1i zanedbani fragmentovanych forem plazmidu lze psat podminku, kdy:

S(D) + C(D) + L(D) =1 (1.15)

Analytické vyjadfeni vztaht - slouzi k ziskdni parametri pravdépodob-
nosti vzniku jednoduchych a dvojnych zlomt, pokud jsou témito funkcemi prolozena
naméfend data pro S(D), C(D) a L(D).

Na zavér je nutné uvést tu skutecnost, ze predeslé analytické vztahy v sobé nezahrnuji
problematiku velmi silné absorpce XUV zafeni v prostiedi. Tento jev se charakterizuje
tzv. atenua¢ni délkou zareni vyjadiujici pokles fluence v materidlu na hodnotu 1/e,
tedy asi na 37 %. V ptipadé, Ze ozafovany vzorek tvori nékolik vrstev, je tloustka
vzorku mnohem vetsi, nez je atenuacni délka fotonti s danou energii. Je tedy tcelné do
analytickych vztaht tento faktor zahrnout. Diferencialni rovnice zahrnujici tento faktor
maji totozny tvar jako predchozi analytickd vyjadfeni - s tim rozdilem, Ze
¢len popisujici zménu superhelikalni formy s davkou S(D), bude v &&sti, obsahujici
pouze koeficienty s a Sp nahrazen parametrem Ssq (D) zahrnujicim saturacni faktor
f v nasledujicim tvaru:

Ssat (D) = S(D) = Sof, (1.16)

kde Sy je vychozi frakce superhelikalni formy.
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Soustava rovnic v integralnim tvaru pak bude:

S(D) = Sy(1 — f)e"BsH00)P 4 g, f, (1.17a)

C(D) = (Cy + Sp)(1 — fe (058PD +60D) _g,(1 — f)e=Bst00)D 4 Cpf (1.17D)

L(D) = (Cy + So)(1 — f) [1 L I (1.17c)

Implementace robustniho modelu pro soustavu diferencidlnich rovnic kvantitativné po-
pisujicich zmény plazmidové DNA v zévislosti na fluenci fotoni byla provedena pomoci
programovaciho jazyku Python.

1.7 Udéinek zafeni na polymery

P71i interakci polymert s ionizujicim zafenim dochézi k radiaéné chemickym procestim,
které lze principidlné rozdélit na tii pfipady. V prvnim ptipadé dojde k vytvofeni pro-
storové sité polymeru (sitovani) - jedna se o zptisob interakce, kdy dochézi k abstrakci
atomt nebo skupiny atomt pfi zachovéani zdkladniho fetézce a nasledné reakci se sou-
sednimi fetézci stejnych zakladnich polymernich molekul. V druhém pripadé dochazi k
degradaci polymeru, kdy v dtsledku ozafeni dochazi k pretrzeni vazby na zakladnim
polymernim fetézci. Tteti pripad nastava tehdy, kdyz reaktivni misto ozareného poly-
meru zreaguje s jinou slozkou - tzv. dochazi k jejimu naroubovani na zakladni polymer
[68]. Jednotlivé typy procesu jsou znazornény na Obr.

Polymer
Naroubovani

© Adice monomeru

.Ozéfeni

Zesitovani

Reaktivni misto
(radikal)

Degradace \‘— \
> ;

Obrazek 1.21: Schéma jednotlivych typ® procesi pii ozafeni. Prevzato a upraveno z
[69].
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V pfipadé sifovani (z angl. cross-linking) v misté odtrzeni vétsinou zistavaji neparové
elektrony, které jsou zodpovédné za nasledné reakce s okolnimi molekulami ozaifovaného
polymeru. Timto zptisobem dochézi k tvorbé pii¢nych vazeb mezi molekulami vedou-
cich ke vzniku tfirozmérné prostorové sité. Pii degradaci naopak dochézi v dtsledku
ozéFeni k rozstépeni (z angl. chain scission) uréité vazby v zakladnim Fetézci. V disledku
tohoto procesu se zmensuje priimérné délka fetézce polymeru a jeho molekulova hmot-
nost. U sitovaného polymeru bude naopak molekulovd hmotnost vyssi. Cesta ozafova-
ciho procesu zavisi predevsim na charakteru ozarovaného polymeru, ale také na zptisobu

a podminkéach ozafovani.

1.8 Teplotni zavislosti

Motivace pro vyzkum a soucasny stav problematiky

Tato diplomova prace si klade za cil experimentalné studovat vliv teploty béhem oza-
fovani biomolekulérnich soustav za c¢elem porozuméni zmény mechanismu a vytézku
radia¢né chemickych a radiobiologickych reakci.

Autofi dosud publikovanych praci (napt. [70]) se shoduji v nézoru, ze primérni inter-
akce zafeni s hmotou byva zménou teploty ovlivnéna jen maélo, nebo viibec. Dtivod
tohoto jevu je evidentni. Energie a rychlosti spojené s tepelnym pohybem v moleku-
larni soustavé jsou ve srovnani s energiemi a rychlostmi energetickych fotont nebo
rychlych nabitych castic zanedbatelné malé. Za teplotni zavislosti vytézkt a mecha-
nismi radiacné chemickych reakci a radiobiologickjch procesi jsou tedy zodpovédné
spise sekundarni déje nésledujici az po prvotnich interakénich procesech. Prvotni za-
véry z vyzkumu teplotnich zavislosti uvazuji mechanismus, kdy deponovana energie pii
priméarnim ioniza¢nim aktu je distribuovana ve velmi kratkém casovém intervalu v ci-
lové molekule a je superponovana na jiz pfitomnou tepelnou energii. V ¢asovém pribéhu
mohou statistické fluktuace v rovnovazném rozlozeni energie vést k lokalnimu oblastem
molekuly, které nashromazdily dostatek energie k predbézné abstrakci atomu vodiku.
Pravdépodobnost, ze fluktuace zptisobi podminky energeticky priznivé pro emisi atomi
vodiku, by pak z nezanedbatelné ¢asti zavisely na mnozstvi tepelné energie ve vzorku
jiz pfitomné [71].

Principy mechanismi v zavérech, ke kterym autoii ve svych pracich dochéazeji, jsou
Casto nejednoznacné a nékdy az protichidné. Vyzkumu téchto zavislosti, zejména u
biologickych systémi, je v soucasné dobé vénovana jen mald pozornost.

1.8.1 Vliv teploty na radiaéni citlivost enzymu

Vliv teploty na aktivitu enzymu byl pozorovan v praci Kempnera a Haiglera [3]. Z
vysledkl jejich experimentd plyne, Ze pri vystaveni enzymu ionizujicimu zafeni pri
nizkych teplotach, dochazi k progresivnimu poklesu radiacni citlivosti. To znamena, Ze
pri obdrZeni stejné davky zareni zistava podstatné vice enzymatické aktivity prfi nizké

teploté ve srovnani s teplotou pokojovou.
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P1i experimentu bylo studovano 25 rtznych enzymt pro nalezeni vztahu mezi radia¢ni
stabilitou a teplotou béhem expozice. Zvlastni diraz byl kladen na redoxni enzym
zvany malatdehydrogenédza, u néhoz se predpokladdala nezavislost radiac¢ni citlivosti na
teploté. Teplota, pii které jsou vzorky ozafovany, mtize byt casto obtizné stanovitelna.
Napiiklad, ackoliv ozafovaci komora miize byt udrzovana na konstantni teploté, vzorky
mohou byt ochlazeny na nizsi teplotu napi. tésnym kontaktem s chladnéjsim povrchem,
at jiz v disledku nerovnomérného chladiciho mechanismu nebo zahiivani v disledku
absorpce ionizujiciho zareni. Ve starsich publikacich [72,[73] byly vzorky chlazeny tak, ze
byly deponovany na hlinikové desticky, které byly nasledné umistény na kostky suchého
ledu nebo velké kovové bloky udrzované na pozadované teploté. Pro zlepseni kontaktu
(tepelné vodivosti) mezi drzakem vzorku a blokem bylo ¢asto pouzito vazeliny, oleje ¢i
jiného materidlu. V této studii [3] byla teplota v objemu méfena a termostaticky fizena
teplotné citlivou sondou drzenou v plynné dusikové fazi bezprostfedné pred vzorky.
Sonda zavedend pres zadni sténu komory byla umisténa ve zmrzlém vzorku uvnitf
sklenéné lahvicky. Bylo zjisténo, ze teplota vzorku je stejna jako teplota stanovena v
plynné fazi, tedy -135 °C.

Zména teploty vzorku v dusledku absorpce ionizujiciho zafeni béhem expozice byla
priblizné stanovena na hodnotu 0,3 °C. Schéma ozafovaci komory v experimentu je
uvedeno na Obr. [1.22

Elektronovy svazek

Teplotni méFici
sonda
Pfivod |----1 ::;‘.‘:.'-G:C}//,
plynu [ 7]
Vzorek —

Obrazek 1.22: Pfi¢ny fez ozafovaci komorou se vzorky v tenkosténnych sklenénych

kyvetach. Pfrevzato a upraveno z [3].
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Byly provedeny série ozarovacich experimentti pfi rtiznych teplotach a u kazdého en-
zymu byla stanovena davka Ds3; (jedné se o davku zéareni, kterd zredukuje enzymatic-
kou aktivitu na 37 % (1/e) vychozi hodnoty. Vysledky téchto studii jsou uvedeny na
Obr. kde jsou vyneseny relativni hodnoty D37(T)/D37 (30 °C) jako funkce tep-
loty. Ze souboru ziskanych dat pro vSech 25 enzymi byl vyvozen zavér, ze inaktivace

enzymdu je silné zavisla na teploté béhem ozatrovaciho procesu.

DT}
D,,(+30°C)

1 T T
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| I |
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Obrazek 1.23: Graf znazornujici zménu radiacni citlivosti enzymi s teplotou. Pro kazdy

enzym byly hodnoty D37 normalizovany na hodnotu uvadénou pii 30 °C. Pfevzato z

[3].

1.8.2 Vliv teploty na radia¢ni citlivost vira

V posledni dekadé se v zakladnim radiobiologickém vyzkumu vénuje zna¢na ¢ast po-
zornosti virim jako modelovym objekttim. Bioradia¢ni chemie a radiobiologie nasly na
tomto poli dobré uplatnéni, protoze pomoci zafeni mize blize vysvétlit nékteré zakladni
vlastnosti vird, jejich strukturu, velikost aj.

V préci autori Bachofera a kol. [74] byl studovéan vliv teploty béhem ozafovani pomoci
rtg. zafeni na preziti T-bakteriofaga. Suspenze vzorkt T-fagt byly vysuseny v hliniko-
vych kyvetach, ozafeny ve vakuu pii kontrolovanych teplotach a frakce preziti testovana
na bunécné kolonii E. coli. Soucasti ozatovaciho zafizeni s komerénim nazvem Picker
machine byla 50 kV. rentgenova trubice. K hlavé trubice byla pfipevnéna komora ve
tvaru koblihy tzv. ,donut“ o priméru 20 mm. Na jednom konci otvoru bylo berylliové
okénko a na druhém konci nddobka na vzorek. Ozarované vzorky byly umistény ve
vzdélenosti 10 cm od terce rentgenové trubice. Evakuace komory byla provadéna pies
boc¢ni rameno pripojené k otvoru a monitorovina manometrem. Béhem expozi¢niho

intervalu byl tlak udrzovan na méné nez 0,1 mm rtutového sloupce (13,33 Pa).
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Teplota na dné kelimku byla monitorovana pomoci termoclanku umisténého na jeho
vnéjsim povrchu, zatimco celd vzorkova miska byla ponofena do vhodného izotermic-
kého média v Dewarové nadobé. Pouzita izotermicka média byla kapalny dusik (77 K),
pevny oxid uhli¢ity-aceton (176-182 K), ledovéa voda (273 K). Po ozafeni byly fagové
Castice resuspendovany v pufru, nafedény a pomoci plakové metody byl stanoven pocet
prezivsich virovych castic.

Z naméfenych hodnot preziti fagi pro jednotlivé teploty byly vytvofeny inaktivaéni
ktivky, které jsou zobrazeny na Obr.
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Obrazek 1.24: Kfivky preziti T-bakteriofdga pfi riznych teplotach. Prevzato z [74].

1.8.3 Vliv teploty na radiacni citlivost plazmidu

V préci autort Tomita a kol. [75] byl studovan vliv teploty na produkei zlomt pii oza-
fovani vodniho roztoku plazmidové DNA. K tuc¢eltim ozafovani byla pouzita plazmidova
DNA pBR322 (4361 paru bazi), kterd byla skladovana a ozafovana v TE (Tris/EDTA)
pufru. Roztoky plazmidové DNA o koncentraci 29,75 pg ml™! byly ozéieny pomoci ©°Co
aerobné v 500 pl polypropylenovych zkumavkach ponofenych do ledové 14zné pii nizsich
teplotach (-20, -16, -13, -9, -3 a 0 °C) nebo teplé lazni pii vyssich teplotach (20, 25,
36 a 42 °C) v pfitomnosti vychytavace HO" radikalu (Tris, EDTA). Teplota ldzné byla
meéfena termoclankem pred i po ozareni. Kvantifikace jednoduchych a dvojnych zlomt
byla provedena po ozareni pomoci agarézové gelové elektroforézy.
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Mnozstvi jednoduchych (SSB) a dvojnych (DSB) pfimych zlomt vztazenych na jeden
plazmid, Ize ziskat dle nasledujicich vztah:

y=L/1-1) (1.19)
8 -
Sm-NaC! a2°c .- 36C
6 | O1mMM-EDTA 70T
727~ -9T
7.7 .~13C
4 - e T
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e
0
-20TC
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Obrézek 1.25: Uinky teploty na relativni vitézky SSB a DSB indukované gama zafenim

60Co ve ziedéném vodnim roztoku. Pfevzato a upraveno z [75].

V téchto vztazich se vychazi z procentualniho zastoupeni jednotlivych forem plazmidové
DNA. Vztah je urcen pro vypocet prumérného poc¢tu SSB na jeden plazmid a vztah
pak primérnému poctu DSB opét vztazeny na jeden plazmid. Neznamé hodnota
S udava procentualni zastoupeni detekovanych molekul stocené formy plazmidu (tedy
neposkozené frakce DNA) a L je zastoupeni linedrnich forem plazmidu.
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1.8.4 Vliv teploty na radiacni citlivost polymeri

Zména radiacni citlivosti v zavislosti na teploté je kvantitativné stejnd pro biologické
makromolekuly i syntetické polymery. Opét lze Tici, Ze mechanismy tohoto tcinku jsou
zplUsobeny sekundarnimi procesy, které probihaji po primarni ionizaci a jsou spojeny s
pritomnosti volnych radikala [76].

Uc¢inek zafeni na polymery v§znamné souvisi s chemickou a fyzikalni strukturou poly-
mert. Chemicka struktura predstavuje konstituci (typ a usporadani strukturnich jedno-
tek), déale konfiguraci a konformaci makromolekul. Chemicka struktura tedy predurcuje
realizaci vzajemného uspofadani jednotlivych makromolekul - fyzikalni strukturu po-
lymeri. Konfigurace definuje vzajemné prostorové usporadani atomi a substituenti
v makromolekuléch. Z chemického pohledu je toto usporadani trvalé a nelze jej zmé-
nit bez preruseni chemické vazby. Konformace na druhou stranu odpovida jednomu z
moznych prostorovych usporadani atomi, nebo skupin atomi, které se miize zménit
v disledku rotace atomid kolem jednoduchych vazeb, pfi zachovéani valenc¢nich whld.
Konformace je tedy jev teplotné zavisly [77]. Je nutné podotknout, Ze radiacni efekty
zavisi také na morfologickém stavu daného polymeru, jestli je ve stavu krystalickém,
amorfnim nebo plastickém, dale na hodnoté skelného prechodu.

Tabata a Oshima [78] studovali radia¢ni citlivost na teploté u polypropylénu. Zdrojem
ionizujiciho zafeni byl kobaltovy zafi¢ °Co. V jejich préci sledovali zavislost vytézku
degradace polymeru, ktery v tomto pripadé predstavoval stépeni vazeb v zakladnim
fetézci v zavislosti na teploté. Graf této zavislosti lze vidét na Obr.
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Vytéiek G(s) degradace
[ §tépeni fetézce
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Teplota b&hem ozafovani / K

Obrazek 1.26: Vliv teploty na Stépeni fetézce izotaktického polypropylenu. Ozafovani
bylo provedeno gama zafenim ze zdroje %°Co ve vakuu. Pievzato a upraveno z [78].
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Mezi dalsi referativni ¢lanky patii prace Kempnera a kol. [79], ktefi v dané dobé shrnuli
dosavadni vysledky zavislosti radiac¢ni citlivosti riznych druhti polymerd na teploté.
Linearita a smérnice téchto vytézk rtiznych radia¢né chemickych procesti o polymerech
se prekvapivé podobaji idajim ziskanych z enzymové analyzy. Graf je zndzornén na

Obr. [L27
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Obrazek 1.27: Zména relativni radia¢ni citlivosti s teplotou prostiedi béhem ozafovani.
(J) ztrata dvojné vazby v polybutadienu, (K) crosslinking polybutadienu, (I) degradace
polybutadienu, (H) degradace polyisobutylenu, (S) degradace poly(methymetakrylatu),
(E) crosslinking v polyethylenu, (V) crosslinking v poly(vinylchloridu), (X) uvolnéni
molekuly HCI z poly(vinylchloridu), (B) béleni modrého celofanu, (G) crosslinking a
degradace v polyethylenu [79].
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2. Experimentalni cast

Za tucelem nalezeni vlivu teploty na chemické ucinky ionizujicitho zafeni u biologic-
kych soustav byly provedeny experimenty, ve kterych: (a) bylo prostudovano radia¢ni
poskozeni plazmidové DNA pii rtiznych teplotach jiz ovéfenou metodikou, (b) byla vy-
vinuta a implementovana metodika a instrumentace pro sledovani teplotnich zavislosti
radiacniho poskozeni mikroorganizmi, (c) byly proméfeny kiivky preziti nebo inakti-
vaéni k¥ivky vybraného mikroorganizmu vhodného pro studium radia¢niho poskozeni

za rliznych teplot.

2.1 Model DNA a RNA

V prvni fazi byla jako molekularni struktura pouzita komercéné pfipravena plazmidova
DNA (New England Biolabs). Konkrétné se jednalo o plazmid pBR322 (4361 bp).
Vyrobcem udavana koncentrace ¢ni 1000 ng.pl™. Pro piipravu vzorki uréengch k oza-
fovani byl nafedén zasobni roztok na pracovni koncentraci 100 ng.pr1 a ovéfen spek-
trofotometrickym méfenim absorbance. Ve druhé fazi byl pro acely vyzkumu pouzit
bakterialni virus (fig). Konkrétni kmen bakteriofaga (T4) a jeho piislusna hostitel-
ské kultura byly poskytnuty Biologickym centrem AV CR v Ceskjch Budé&jovicich. V
posledni ¢asti byly provedeny experimenty s izolaci celkové RNA z rostlinnych ¢asti
a pokus o izolaci RNA rostlinného viru ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus). Vzorky
o objemu 1 ul byly vzdy deponovany na podlozné diamantové (CVD) sklicko o roz-
meérech 4,4 x 4,4 mm. Sklicka se vzorky byla ponechana k odpareni vody po dobu 1
hodiny.

2.1.1 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin

Mezi primarné pouzivané techniky pro stanoveni ¢istoty a koncentrace nukleovych ky-
selin patii spektrofotometrické stanoveni v ultrafialové (UV) oblasti spektra. Za ab-
sorpci v oblasti UV jsou zodpovédné heterocykly bazi nukleovych kyselin s maximem
v okoli vlnové délky 260 nm. Koncentraci nukleovych kyselin 1ze vypocist dle empiric-
kého vztahu, kdy u nativni dvojfetézcové (ds) DNA jednotkova absorbance pti 260 nm

odpovida koncentraci 50 pg ml .

Tato hodnota je zavisla na chemickém sloZeni (zastoupeni AT a GC part bazi) ana-
lyzované DNA, u denaturované (jednofetézcové) DNA je absorbance pfiblizné o 40 %
vyssi nez dvojietézcové molekuly a RNA, kterd absorbuje ve stejném rozsahu vlnovych
délek odpovida koncentraci 40 pg ml ' [80].

Meétitko stupné cistoty nukleové kyseliny je mozné stanovit na zdkladé poméru absor-
bance pfi 260 a 280 nm. Tento pomér Aygonm/Asgonm Udéva miru kontaminace izolované
nukleové kyseliny proteiny a RNA. A dale pomér Aygonm/Aszonm Udava miru zneéisténi
nukleové kyseliny nizkomolekularnimi latkami - napf. EDTA [81].
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2.2 Experimentalni zdroj ionizujiciho zareni

V réamci experimentalni ¢asti prace bylo pro ucely ozafovani plazmidové DNA a fagu
extrémnim ultrafialovym zafenim (XUV) zvoleno laserové zafizeni, které generuje ko-
herentni zafeni s vilnovou délkou 46,9 nm (tj. s energii fotont 26,4 eV). Prvni prototyp
tohoto zafizeni byl zkonstruovan na Coloradské statni univerzité pro potieby katedry
chemie pod vedenim J.J. Roccy a jeho spolupracovniki [82].

Zakladnim principem generovani koherentniho zareni v tomto zafizeni je vyboj v tizké
dlouhé kapiladfe naplnéné argonem, kde diky priichodu elektrického proudu dochazi k
nartstu populace neonu podobnych iontd argonu (Ar8+). Rozdéleni nédboje ionizova-
nych atomt v plazmatu je popsano Sdhovym rozdélenim. Jednd se o rozdéleni po-
pisujici pomérné zastoupeni ionttl rtizné nasobnosti v plazmatu. Diky vhodné Gprave
parametrii, jako je délka kapilary, tlak argonu, elektricky proud, tvar vysokonapétového
impulzu a jeho nacasovani, lze nastavit takové optimalni podminky, zZe 1ze ocekavat nej-
vy$si pravdépodobnost vyskytu pravé neonu podobnych argonovych ionta. Elektricky
proud tekouci podél osy kapilary vytvari v plazmatu vlastni silné magnetické pole, které
v disledku pusobeni Lorentzovy sily sméruje a urychluje nabité ¢astice smérem k ose

kapilary.

Tento jev se nazyva magneticky pin¢ (z angl. pinch = stisk). Plazma se tedy pomoci
proudu smrstuje smérem k ose kapilary, coz vede k nartistu hustoty a teploty elektroni
a iont. Pomér délky kapilary ku préiméru stladeného sloupce dosahuje hodnot az 103.
Vysoka hustota a teplota elektront zapficini, ze dochazi vlivem kolizni excitace k Cer-
pani neonu podobnych ionti argonu na horni laserovou hladinu 'Sy (2p 1 3p 1 )i=0 a jeji
nasledné deexcitaci na dolni hladinu Py (2p 1 3s 1 )j=1 za emise fotonu s vlnovou délkou
46,9 nm. Dolni laserové hladina okamzité relaxuje do zakladniho stavu osmkrét ionizo-
vaného argonu [83]. Schéma laserového ¢erpani a deexcitace je zobrazeno Grotrianovym
diagramem na Obr.
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Obrazek 2.1: Grotriantv diagram energetickych hladin iontit Ar®T. Pievzato z [84].
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Na Obr. 2:2]je schéma laserové hlavy zafizeni. Kandl kapilary je zhotoven z oxidu hlini-
tého (korundu) a je naplnén argonem na tlak 48 Pa. Plyn je pfedionizovan impulzem o
nizkém proudu a néasledné zahiat pomoci rychlého vysokonapétového impulzu vytvore-
nym vybitim soustavy keramickych kondenzatort s nizkou indukénosti. Kondenzatory
jsou vybijeny pres jiskristé k tvorbé proudového pulzu s amplitudou piiblizné 21 kKA.
Jiskiistovy spina¢ je naplnén syntetickym vzduchem k modulaci prirazného napéti.
Pruchod proudu kapilarou je monitorovan souose umisténou Rogowského civkou. Cely
prostor laserové hlavy je naplnén olejem, ktery je cirkulovan obéhovym cerpadlem.
Funkce oleje je dvoji: slouzi jako dielektrikum a zaroven poskytuje u¢inné chlazeni elek-
trickym komponentam zafizeni. Maximum elektronové hustoty je pfi procesu vyboje
dosazeno v ose plazmového sloupce s konvexnim profilem klesajici elektronové hustoty
smérem ke sténam kapilary. Laserovy svazek je vyveden pomoci katody do prostoru
spojeného s vakuovou komorou, kde dochazi k naslednym interakcim se vzorkem. Va-
kuova komora je vyéerpana na tlak 5 x 1073 Pa. Na Obr. je pak celkovy pohled na

instalované zarizeni.

vysoké napéti

kondenzatory
jiskriste

vystup
laseru

kapilara

Obréazek 2.2: Schéma stolniho repeti¢niho XUV laseru vyuzivajiciho kapilarni vyboj v
argonu jako aktivniho prostfedi. Prevzato z [84].

2.2.1 Charakterizace laserového svazku

Mezi charakteristické znaky XUV zafeni se fadi jeho silnd absorpce témér v jakémkoliv
materidlu, a proto je nezbytné veskeré vyzkumné tkony a laboratorni experimenty
provadét za snizeného tlaku, zde ~ 1mPa. K detekci zafeni o vinové délce 46,9 nm
byla vyuzita kamera Pixelink PL-A74IBL, na jejiz CMOS ¢ip byla nadeponovéna 5
pm vrstva keramického scintilatoru P43 Gd,0,S:Th. Takto upraveny systém kamery

umoznoval detekci a zaméteni laserového svazku pro experimentalni méteni.

Vstup interakéni komory byl opatfen zamérnym k¥izem zhotovenym z tenkého dratu,
ktery slouzil jako referen¢ni bod pfi rovnani sméru laserového svazku. Pomoci refere-
néniho He-Ne laseru byl na protilehlé strané interakéni komory nalezen bod, v némz je

umistén vrzeny stin zamérného kiize spolu s rozptylenym svétlem.
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Obrazek 2.3: Celkovy pohled na instalované zarizeni stolniho kapildrniho laseru: 1 -
laserova hlava, 2 - pfivod vysokého napéti, 3 - privod oleje, 4 - umisténi kapilary a
katoda, 5 - turbomolekularni vyvéva, 6 - bezpecnostni elektromagneticky ventil, 7 -
vakuové rozvody, 8 - ventil oddélovani interakéni komory.

Do tohoto svazku laseru pak byla do interakéni komory v urcité vzdalenosti od vystupni
apertury umisténa kamera na motorizovaném x-y-z posuvném stolku. Obraz pfi¢ného
elektromagnetického profilu byl nasniméan a poloha interakéni komory nasledné upra-
vena takovym zptsobem, aby spojnice stredu ktiZe a stfedu nasnimaného profilu lezela

v ose svazku.

Elektromagneticky profil souvisi s maximalni elektronovou hustotou, ktera je pfi vyboji
dosazena v ose plazmového sloupce s konvexnim profilem klesajici elektronové hustoty
smérem ke sténam kapilary. Takto vznikla radialni distribuce indexu lomu pfedstavuje
nasledny specificky pfi¢ny elektromagneticky profil TEM (z angl. Transverse Electro-
magnetic Mode) laserového svazku, tzv. ,Donut“. Ke stanoveni fluence fotonu byl vy-
uzit model uvedeny v pfil. @l Ozafovani probihalo v misté svazku s nejvétsi intenzitou.
Primér vzorku deponovaného na CVD sklicko byl 1,9 mm.

2.3 Peltieruv ¢lanek

Pro ucely nastaveni teploty vzorku pii ozafovani byl pouzit Peltiertiv ¢lanek. Jedna
se o elektricky obvod, ktery vyuziva termoelektrického jevu k chlazeni nebo ohievu.
Skldda se z nékolika vodi¢ti nebo polovodi¢i spojenych v obvodu a pfipojenych ke
zdroji elektrického proudu. Kazdy prvek v Peltierové ¢lanku je tvofen dvéma vrstvami
vodice nebo polovodice, které jsou navzdjem oddéleny tenkou vrstvou izolantu.
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Na jedné strané c¢lanku jsou prvky pripojeny ke zdroji proudu, na strané druhé jsou
oddéleny. Pii zapojeni do zdroje vznika v ¢lanku teplotni gradient mezi jeho konci.
Elektrony vodic¢e nebo polovodice migruji smérem k mistu, kde jsou pfipojeny ke zdroji
proudu, a na misté uvolnuji teplo. Naopak na misté, kde jsou odpojeny, elektrony
rekombinuji s kladné nabitymi atomy vodice nebo polovodice a tim dochézi k lokalnimu
ochlazeni mista [85]. P#i chlazeni je nezbytné dbét na to, aby byl Peltiertiv ¢lanek co
nejlépe chlazen pro dostateény odvod tzv. Jouleova tepla. V otazce ohfevu je situace
opacna a ¢lanek musi byt co nejlépe izolovan, aby teplo zlstalo uvnitf. Nakres Peltierova

modulu je na Obr.

Prijaté teplo (studena strana)

Elektricky izolator
(keramika)

(méd)

o SAEr l.;'l',i.
Joaf i

¥ - &
A aal
Lo |

Zaporny (=)
pfivod

(+) Kladny
privod

Odebrané teplo
‘ (tepla strana)

Obrazek 2.4: Nakres Peltierova ¢lanku. Pfevzato a upraveno z [86].

Ozafovani vzorkt v interakéni komore se fidilo nasledujicim postupem: V pripadé
plazmidové DNA se vzorky k ozafovani pripravily tak, aby kazdy obsahoval pfiblizné
100 ng plazmidové DNA. Roztoky byly deponovany v mnozstvi 1 pl na podlozni sklicka,
a nasledné ponechana na vzduchu k vysuseni.

V dalsim kroku bylo podlozni sklicko upevnéno na kovovou podlozku a ta byla svisle
zachycena na posuvny stojan umistény ve vakuové komore. Ke kazdé sadé vzorki byl
rovnéz prilozen kontrolni (referen¢ni) vzorek, ktery nebyl ozafovan. V piipadé bakte-
ridlniho viru byl odpipetovan 1 nl vychoziho roztoku a zfedén destilovanou vodou na
pomeér 1:10 pro celkovy objem 10 pl. Roztoky byly deponovany na sklicka ve stejném
mnozstvi, jako v pfipadé ozafovani plazmidt. Snimek Peltierova ¢lanku je uveden na

Obr. a snimek pohledu do interakéni komory je uveden na Obr. 2.6
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Obréazek 2.6: Pohled do interakéni komory: 1 - vstupni apertura se zdmérnym kiizem,
2 - drzéak filtri, 3 - x-y-z posuvné stolky, 4 - drzak.
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2.4 Princip zénové gelové elektroforézy

Elektroforéza se fadi mezi elementarni separa¢ni metody, které se pouzivaji pro se-
paraci a analyzu latek. Radi se mezi kritickou sou¢ast mnoha protokolti molekularni
biologie, protoze se této metody pouziva zejména pro déleni a kvantifikaci nukleovych

kyselin.

Analyzovany material je deponovan do stejnosmérného elektrického pole a vlivem rtz-
nych elektroforetickych mobilit prvkia je materidl separovan a analyzovan. Agarézova
elektroforéza je druhem elektroforézy, kde je jako separacniho prostiedi vyuzit agaro-
zovy gel. Samotny princip separace jednotlivych forem DNA v agarozovém gelu spociva
v jejich tvarovych a velikostnich odlisnostech [87]. Schéma aparatury pro agarézovou
elektroforézu je uvedeno na Obr.

Elektroforeticky zdroj

—._ Elektroforeticky gel
N

Ty

Elektroforeticka vanicka

Utésnéni boki vaniéky

Elekiroforeticky pufr

Elektroda Elektroda

Elektroforeticka vana

Smér elektroforelické migrace

Obrazek 2.7: Schéma aparatury pro agarézovou elektroforézu [88].

Po pripojeni stejnosmérného napéti se vSechny formy DNA zacnou pohybovat smérem
ke kladné elektrodé (anodé), nebotf nukleové kyseliny maji zdporny néboj. Matrice
agaru klade odpor imérny velikosti molekuly (analytu) a diky tomu dochézi k separaci
jednotlivych slozek.

Gely jsou pfi elektroforéze ponofeny v zasobnim roztoku pufru TAE, TBE ¢& TE,
apod. Funkce pufru je chranit gel pred vysuSenim, udrzuje optimalni hodnotu pH a
poskytuje vodivé spojeni. Soucasti gelu je také interkalac¢ni barvivo SYBR Green I,
které se interkaluje mezi nukleotidové pary DNA.

V nésledujicich dvou podkapitolach [2.4.1] - 2.4.2 je uveden laboratorni protokol, po-
moci kterého byla analyzovana mira poskozeni a degradace plazmidové DNA vcetné
softwarového zpracovani pro kvantifikaci indukovanych zlomu specifického charakteru.
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2.4.1 Priprava gelt a vzorki

V této praci byly gely pfipravovany pomoci 0,8 % agarézy. Navazené mnozstvi agardzy
bylo zalito odpovidajicim mnozstvim 0,5x TAE pufru (se slozenim: 20 mM Tris-HCI,
0,5 mM EDTA, 10 mM kyselina octova). Tento pufr byl pfipraven fedénim z 50x TAE
koncentrovaného vychoziho roztoku. Roztok byl v kiddince pfiveden k varu a nasledné
zakryty folii vafen po dobu 3 minut. V dalsim kroku byla kiddinka sejmuta z ploténky
a k roztoku bylo pfidano fluorescenéni barvivo SYBR Green o takovém objemu, aby
jeho koncentrace odpovidala 1x. SYBR Green je komeréné dodavan v roztoku DMSO
o koncentraci 10000x. V dalsim kroku byl gel nalit do gelovych formicek a nasledné
byly vloZeny hiebinky pro vytvarovani jamek v gelu. Standardni gel o objemu 20 ml
tedy obsahoval: 0,16 g agardzy, 20 ml 0,5x TAE pufru a 2 pl fluorescenéniho barviva
SYBR Green I. Po vytvrzeni gelu (pfiblizné 1 hodina) byl gel vloZen do elektroforetické
lazné a zalit 0,5x TAE pufrem po vyznacené hrany. V této praci byl pro horizontalni
elektroforézu vyuzit kompaktni pfistroj Mupid ExU fy (Helixx Can).

Vzorky DNA byly deponovany do jamek v mnozstvi nepresahujici 100 ng, pricemz
objem jamky ¢ini pfi objemu gelu 40 ml pfiblizné 15 pl. MnozZstvi gelu bylo voleno tak,
aby 100 ng plazmidové DNA bylo obsazeno v objemu 10 pl. K tomuto objemu byly
napipetovany 2 pl sledovaciho roztoku 6x Loading Dye (Thermofisher, CZ) se slozenim
10 mM Tris-HCI, 0,03 % bromfenolova modi, 0,03 % xylen cyanol FF, 60 % glycerol
a 60 mM EDTA. Cilem pfidani tohoto sledujiciho roztoku je to, Ze diky glycerolu
dochéazi k udrzeni molekul DNA na dné jamky agardzového gelu a dale k vizudlni
kontrole migrace fragmentii. Vzorky v gelu byly ponechény migrovat po dobu 75 minut
pti napéti 100 V.

2.4.2 Analyza vzorka po agarozové elektroforéze

Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany. Pro analyzu vzorki se
pouziva UV zafeni. Jako zdroj byl pouzit transiluminacni stolek (UVITEC, VB). Gely
emitujici fluorescen¢ni zareni na vinové délce 520 nm byly vyfotografovany v zatemnélé
mistnosti pomoci fotoaparatu Leica V-Lux 2 s nastavenim f = 1/3 s, clonové ¢islo f / 3,2
a ISO 400. Tyto snimky byly posléze upraveny a vyhodnoceny pomoci softwarového

rozhrani ImagelJ.

V rozhrani ImageJ byla upravena hloubka barev snimku na 8-bit a nasledné vyrovnana
hodnota pozadi algoritmem Rollin Ball nastavenym na hodnotu poloméru 400, coz ko-
reluje se svételnymi podminkami snimani gelu na transiluminacnim stolku pro nejvétsi

mozny kontrast.

V dalsim kroku se jednotlivé pasy oznacily obdélnikovym vybérem a byl vynesen jejich
intenzitni profil. Posléze pomoci nastroje ,, Tracing tool“ byly vybrany pfimo plochy pod
piky, a tim bylo mozné vyhodnotit zastoupeni jednotlivych forem poskozeni plazmidové
DNA, jak je uvedeno na Obr.
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Obrézek 2.8: Vyhodnoceni snimki agardzového gelu pomoci ImagelJ.

Plocha pod pikem P piislusné formy F' je oznacena jako funkce davky Pp(D). Relativni
zastoupeni dané formy (konformace) jako funkce davky, F'(D), 1ze vyjadfit nasledujicim

vztahem:

F(D) = %, (2.1)
F

kde pfislusné formy jsou mnozinou F' = {S, C, L}. Timto zptisobem byla ziskdna
nameéfend data pro relativni ¢etnosti forem S(D), C(D), L(D).
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2.5 Plakova metoda

Pritomnost zZivotaschopnych ¢astic fagi 1ze rychle demonstrovat tak, Zze se na povrch
agarové plotny se Zivinami, na niz rostou bakterie citlivé vici danému fagu, pridé roztok,
obsahujici patriény virus. Jestlize v ném nejsou pritomny zadné virové partikule, rychle
se délici bakterie utvori na plotné jednolity povrch. Avsak jestlize je pfitomna alespon
jedna Céstice, pripoji se na bakterii a pomnozi se, ¢imz vznikne nékolik set novych
virovych éastic, které se nédhle uvolni rozpusténim (proces lyze) bunééné stény. K tomu
dochézi asi 15 az 60 minut po zacatku fagové infekce. Kazda z nékolika set Castic
potomstva se pak miize pripojit k nové bakterii a rozmnozit se. Po nékolika cyklech
pripojeni, rozmnozeni a uvolnéni jsou vSechny bakterie v blizkosti ptivodni virové ¢astice
usmrceny. Tyto oblasti usmrcenych bakterii vypadaji jako volna kruhova mista (tzv.

plaky) v plose zarostlé zdravymi bakteriemi.

2.6 Mechanicky prenos rostlinného viru

Mechanickym pfenosem lze otestovat nejen to, zda je virus timto zpiisobem pfenosny
(nékteré rostlinné viry takto prenést nelze), ale také - v pripadé mechanické prenosi-
telnosti - pripravit nemocné rostliny a dostate¢né mnozstvi viru pro dalsi experimenty.
Tento zptsob inokulace je také uziteény pro identifikaci rozsahu hostitel rostlinnych
virt. Mechanicky prenos muze nastat riznymi zptsoby, jako je tfeni rostlinnych c¢asti,
kontakt mezi infikovanymi a zdravymi rostlinami, okusem pomoci hmyzu, mechani-
zaci, zemédélskymi nastroji, apod. Pfi mechanickém prenosu neni zapojena biologicka
interakce nebo specificnost. Tento typ pfenosu zahrnuje zavedeni infekéniho viru nebo
biologicky aktivniho viru na vhodné misto v zivych burikach prostfednictvim poskozeni
povrchu rostliny. Po priniku virového genomu se virus aspésné usazuje v buiice rost-
liny a nastava rozvoj infekce. Experimentalni mechanickad inokulace obvykle probiha
rozemletim infikované listové tkané ve fosfatovém pufru a naslednym tfenim extraktu
na listy rostlin. Povrchy list® jsou potieny praskem z karborundu, aby se poskodil po-
vrch listi rostlin a usnadnil se proces priniku virovych ¢astic skrz kutikulu a epidermis
zdravého listu. U ocCkovanych rostlin se mohou projevit rizné typy reakci, jako jsou
nekrotické lokalni 1éze na ockovanych listech a systémové symptomy na neockovanych
listech, které se projevuji napiiklad skvrnami, mozaikou, deformaci listi a nekrdzou.

Na Obr. je pohled na pfipravu mechanického prenosu.

Tento typ mechanického prenosu s vyuzitim fosfatového pufru a karborundu byl vyuzit

i v této experimentalni praci.
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Obrazek 2.9: Pohled na pripravu mechanického prenosu rostlinného viru

2.7 Izolace celkové (totalni) RNA

Vzorek listu byl rozetfen v tfeci misce spolecné s roztokem slozenym z 500 ul pufru RAP
(guanidin-chlorid) a 7 pl S-merkaptoethanolu. Néasledné byly ze vzorku odfiltrovany
zbytky bunééné stény pomoci specidlni mikrozkumavky a centrifugaci pti 11 000 x g.
Prefiltrovana faze byla odpipetovana do nové zkumavky a doplnéna 500 pl ethanolu.
Smés byla promichéana, pfepipetovana na zachycovaci kolonku a stocena 1 minutu pii 11
000 x g. Filtrat se odlil do odpadni kddinky, zachycend RNA byla promyta 500 nl pufru
MDB (guanidin thiokyanét, ethanol) a sto¢ena 30 sekund pii 11 000 x g. Filtrat byl
opét odstranén, do kolonky bylo pfidéno 95 pl roztoku DNAsy (pro rozstépeni pfipadné
DNA) a smés byla ponechana inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byl
filtr promyt postupné 200 pul pufru RAW2 (guanidin-chlorid, ethanol) a 600 pl pufru
RA3. Po kazdém promyti byla smés stocena vzdy 30 sekund pfi 11 000 x g. Posledni
promyti bylo pomoci 250 pl pufru RA3 a smés byla stocena 2 minuty pti 11 000 x g.
Vysledna celkova RNA zachycend na filtru byla vymyta pomoci 60 pl RN Ase-free vody
do nové mikrozkumavky. Na Obr. je uveden zabér na mikrozkumavku pri procesu
izolace total RNA ze vzorku listu.

2.8 Metoda reverzni transkripce

Z duvodu vyhodného procesu amplifikace DNA oproti RNA - vyuziva se metody re-
verzni transkripce pro transkripci (pfepis) RNA do DNA (tzv. copy-DNA, ¢cDNA). Pii
této metodé se vyuzivad bud specifického primeru o zndmé sekvenci, jestli je znamé
poradi bazi v useku, které chceme prepsat, nebo lze pouzit nespecifické ndhodné pri-
mery, které maji ndhodné poradi bazi. Rozdil spociva v tom, Ze se pri specifické reverzni
transkripci ziska vzdy pouze jedna cDNA odpovidajici RNA, se kterou se shoduje sek-
vence pouzitého primeru, zatimco u nespecifické reverzni transkripce se dostane fada
raznych cDNA.
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Specificka reverzni transkripce se provadéla komerénim kitem M-MLC RT-kit (TopBio).
Nespecifickd reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu iScript (ThermoScienti-

fic).

Obrazek 2.10: Pohled na mikrozkumavku s filtracni kolonkou béhem procesu izolace
celkové RNA.

2.9 PCR - polymerazova retézova reakce

Pro molekularni analyzu je Casto potiebné ziskat pomérné velké mnozstvi urcitého
useku DNA. Az do roku 1983 existovala jedind metoda této analyzy, jak tiseky DNA
namnozit, pokud nebylo mozné je v dostateéném mnozstvi pfimo izolovat z odebra-
ného materidlu: a to vnést je do bakteridlniho plazmidu a klonovat. Dnes se totéz
déla ve stéle rostoucim métitku zcela in vitro pomoci polymerazové Fetézové reakce (z
angl. polymerase chain reaction, PCR). Reakce probiha v zafizeni zvaném termocykler,
které meéni teplot v pozadovanych teplotnich intervalech. Zakladnim principem PCR
je opakovand fizend denaturace dvojfetézcové DNA a nésledné renaturace oddélenych
Fetézcu se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni smési v nadbytku [89].
Tyto oligonukleotidy slouzi néasledné jako primery pro syntézu nového fetézce DNA.
Samotny proces amplifikace DNA probihé v opakujicich se cyklech, které maji tti faze:
(a) Denaturace. Zahtatim DNA na teplotu kolem 95 °C zanikaji vodikové vazby mezi
vldkny DNA, éimz se dsDNA rozdéli na ssDNA. (b) Hybridizace (navézani primeri).
V literatufe se tato fize oznacuje anglickym terminem annealing (z angl. to anneal -
zihat, kalit kov, tj. po rozpéaleni prudce ochladit. Probiha nejcastéji pti teplotach 45 -
60 °C).
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Molekuly jednofetézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji. Pokud jsou ve smési v nad-
bytku specifické oligonukleotidy, budou hybridizovat se svou komplementarni sekvenci
rychleji nez dlouhé jednofetézcové molekuly, jejichz koncentrace je mnohem nizsi.

Teplota, pfi které hybridizace probiha, je pro vysledek PCR kritickjm parametrem a
musi byt vhodné nastavena pro pouzity par primeru. Pii pfili§ nizké teploté mohou
primery nasedat i na sekvence, kterou jsou komplementarni jen z ¢asti, a vytvori se tak
nespecificky produkt. Pti prilis vysoké teploté zase budou primery maélo hybridizovat
a produktu se nevytvori dostateéné mnozstvi. (c¢) Elongace nukleotidovych fetézci. Na
3’-konce navazanych primerd nasedd DNA-polymeraza, kterd k primeram pfipojuje
nové nukleotidy, a tim prodluzuje fetézec ve sméru 5’ - 3’. Timto zplisobem se vytvari
zaklad budouciho fragmentu DNA, ktery chceme ziskat [90].

Uvedené faze predstavuji pouze prvni cyklus PCR, jenz by sdm o sobé nestacil k am-
plifikaci zkoumaného iseku DNA. Popsany postup je tfeba vicekrat zopakovat. Teprve
ve tretim cyklu se vytvareji také dvojfetézcové fragmenty DNA o délce odpovidajici
amplifikovanému tiseku. Aby se jich vytvofilo dostate¢né mnozstvi, provadi se zpravidla
20 - 40 na sebe navazujicich cykld. Princip metody je uveden na Obr.

nativni ds DNA

,/ \ 1. denaturace (95 “C)

2. hybridizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

5 ¥ -
— 3 5
3. syntéza komplementirniho
: fetézee (72 °C)
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5 3 § e .3
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Obréazek 2.11: Princip polymerazové fetézové reakce (ti¥i faze 1. cyklu). Prevzato a
upraveno z [91].

Ve vSech mikrozkumavkach bylo postupné smichéno 10 pl PPP-mastermixu (s obsahem
Taq - polymerazy), spoleéné s 6 pl vody, 1 nl forward a 1 pl reverse specifickych pri-
meri a 2 nl cDNA. Pro analyzu amplifikovanych tisektt DNA se pouzila metoda gelové

elektroforézy.
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2.10 gPCR - kvantitativni polymerazova reakce v realném

case

Real-time neboli kvantitativni PCR (qPCR, z angl. quantitative PCR) je vyznamnou
variantou PCR, kterd umoznuje primé stanoveni PCR produktu v pribéhu reakce.
Principem qPCR je rychla a presna registrace produkttit PCR bezprostfedné po jejich
vzniku, v kazdém cyklu PCR. Ta je zalozena na vneseni urcitych fluorescencnich latek,
které se vazi na vznikajici PCR produkt, a stanoveni zmény intenzity fluorescen¢niho
zareni béhem amplifikace.

Existuji t¥i hlavni zpisoby, jak detekovat nartist mnozstvi PCR, produktu v jednot-
livych cyklech amplifikace. Prvnim je vyuziti fluorescen¢nich barviv, kterd se vazi na
dsDNA - tzv. interkala¢ni barviva (Ethidium bromid, SYBR Green I). Problémem této
varianty je nizka specificnost. Dalsi moznosti je vyuziti fluorescen¢né znacenych oli-
gonukleotidovych sond, které specificky hybridizuji s jednovldknovou DNA a rtiznymi
mechanismy dochézi k emisi jejich fluorescence (tzv. FRET - fluorescen¢ni rezonanéni
prenos energie). Detekovany fluorescen¢ni signél je pak tmérny mnozstvi templéatu.
Dalsim zpusobem je vyuziti specifickych fluorescencéné znacenych primert [92]. V této
praci byla vyuzita klasickda SYBR-Green metoda.

Intenzita fluorescence primo koreluje s koncentraci pritomného produktu v reakéni
smeési. Namétrena fluorescence je zobrazena v zavislosti na odpovidajicim cyklu, coz
vytvari tzv. amplifika¢ni kiivku. Matematickd analyza této krivky umoznuje kvantifi-
kaci produktii. Vzor amplifika¢ni kiivky je uveden na Obr. Zasadni hodnotou celé
gPCR analyzy je hodnoty Ct (z angl. treshold cycle). Jedna se o cyklus, ve kterém in-
tenzita fluorescence dosahne prahové hodnoty detekce. Plati, ze ¢im vys$i je po¢atecni
koncentrace templatu v reakéni smési, tim diive je detekovana zvysujici se fluorescence

produktu a tim nizsi je hodnota Ct [93].
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Obrazek 2.12: Standardni amplifika¢ni kiivka. Prevzato a upraveno z [94].
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3. Vysledky

3.1 Zavislost vytézkua SSB a DSB plazmidové DNA na
fluenci CDL pulsi

Plazmid pBR322 byl vhodny systém pro studium biologického piisobeni XUV zareni
na molekularni struktury DNA, ktery umoziiuje méfeni SSB i DSB v daném vzorku.
Ozafovani vysuseného plazmidu ve vakuu fotony o energii 26,5 eV vedlo ke ztraté
vychozi superhelikalni formy DNA a k tvorbé relaxované a linedrni formy plazmidu v

zévislosti na fluenci fotonu.

Pro ziskani téchto vysledkt byly provedeny tii sady experimentii pfi chlazeni na teplotu
-10 °C a pfi laboratorni teploté 25 °C. Po separaci exponovanych vzorka bylo uréeno
pomérné zastoupeni jednotlivych forem plazmida a pomoci vztaha - byl sta-
noven pocet SSB a DSB na plazmid. V nasledujicich tabulkach a grafech jsou uvedeny
vysledky jednotlivych experimentti. Tabulky obsahuji stfedni hodnoty a smérodatné
odchylky pro stanoveni chyb. Hodnoty pro tvorbu SSB pfi chlazeni jsou uvedeny v
Tab. a vysledky jsou vyneseny v grafu na Obr.

Tabulka 3.1: Statistika po¢tu SSB na plazmid pfi chlazeni vzorku na teplotu -10 °C

Poéet pulzit Fluence fotont /x10°cm™2 Pramér SSB/plazmid o

100 0,15 0,64 0,15
500 0,75 1,06 0,29
1000 1,50 1,82 0,21
2000 3,00 2,72 0,13

SSB/plazmid pfi chlazeni (-10°C)
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Obrazek 3.1: Zavislost jednoduchych zlomt na fluenci fotont pii chlazeni (-10 °C).
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Hodnoty pro tvorbu DSB pfi chlazeni jsou uvedeny v Tab.[3.2]a vysledky jsou vyneseny
v grafu na Obr.

Tabulka 3.2: Statistika poc¢tu DSB na plazmid pii chlazeni vzorku na teplotu -10 °C

Pocet pulzii Fluence fotonti /x10'°cm~2 Pramér DSB/plazmid o

100 0,15 - _
500 0,75 : _

1000 1,50 0,04 0,01
2000 3,00 0,07 0,01

DSB/plazmid pfi chlazenf (-10°C)
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Fluence fotond / x101% ¢m—2

Pocet dvojnych zlomd na plazmid

Obrazek 3.2: Zavislost dvojnych zlomi na fluenci fotont pii chlazeni (-10 °C).

Hodnoty pro tvorbu SSB pii laboratorni teploté (25 °C) jsou uvedeny v Tab. a
vysledky jsou vyneseny v grafu na Obr.

Tabulka 3.3: Statistika po¢tu SSB na plazmid pfi laboratorni teploté (25 °C)

Podet pulztt Fluence fotonit /x10cm™2 Priamér SSB/plazmid o

100 0,15 0,11 0,11
500 0,75 0,50 0,29
1000 1,50 0,91 0,29
2000 3,00 1,84 0,15

Hodnoty pro tvorbu DSB pii laboratorni teploté (25 °C) jsou uvedeny v Tab. a
vysledky jsou vyneseny v grafu na Obr. V kap. byla odvozena soustava dife-
rencidlnich rovnic kvantitativné popisujicich zmény plazmidové DNA v zavislosti na

fluenci fotonti. Tento model odvozeny McMahonem a Currelem byl aplikovan na vy-
sledky dosazené v této praci a jsou uvedeny na Obr. [3.5]a Obr
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SSB/plazmid pfi laboratorni teploté (25 °C)
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Obrazek 3.3: Zavislost jednoduchych zlomt na fluenci fotont p#i laboratorni teploté
(25 °C).

Tabulka 3.4: Statistika po¢tu DSB na plazmid pii laboratorni teploté (25 °C)

Poéet pulzii Fluence fotonti /x10'°cm~2 Pramér DSB/plazmid o

100 0,15 0,05 0,01
500 0,75 0,07 0,01
1000 1,50 0,12 0,01
2000 3,00 0,14 0,01

DSB/plazmid pfi laboratorni teploté (25 °C)

— Ft

Data
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Obréazek 3.4: Zavislost dvojnych zlomi na fluenci fotont pii laboratorni teploté (25 °C).
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Frakce forem plazmidové DNA

Obrazek 3.5: Naméfené zavislosti frakei plazmidové DNA jako funkce fluence fotont

Ozafovani pfi laboratorni teploté (25 °C)
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pro plazmidovou DNA pfi laboratorni teploté (25 °C).

Tabulka 3.5: Pocet pulzi potfebnych k iniciaci jednoho SSB, ¢i jednoho DSB v jedné

molekule plazmidu pfi -10 °C.

Frakce forem plazmidové DNA

Obréazek 3.6: Namétené zéavislosti frakci plazmidové DNA jako funkce fluence fotont

D$P® [pulzi]
558

DDSB[pulzi]
17675

Ozafovani pfi chlazeni (-10°C)
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. === Linearniimodel)
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/ N
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pro plazmidovou DNA pfi pfi chlazeni na (-10 °C).
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Tabulka 3.6: Pocet pulzi potfebnych k iniciaci jednoho SSB, ¢i jednoho DSB v jedné
molekule plazmidu pfi laboratorni teploté.

DSSB [pulzti] DESB[pulzi]
971 7347

Ziskané vysledky naznacuji linedrné rostouci zavislost mnozstvi jednoduchych zlomut
na plazmid se zvysujici se fluenci fotont. V pfipadé ozafovani pfi laboratorni teploté se
hodnoty SSB/plazmid pohybovaly od 0,110 pro pocet pulzi 100 az po 1,836 pro pocet
pulzi 2000. V celém rozsahu fluenci fotond pfevldda mnozstvi jednoduchyjch zlomd.
DSB/plazmid nabyval pro nejnizsi hodnotu fluence energie dvakrat nizsi hodnotu ve
srovnani s SSS/plazmid. Se zvysujici se fluenci fotonti se pomér ménil az na hodnotu po-
meéru SSB:DSB 13:1, kdy dvojné zlomy dosahovaly hodnoty 0,140. Ve druhém ptipadé,
kdy byl ter¢ se vzorky chlazeny na teplotu - 10°C se hodnoty SSB/plazmid pohybovaly
od 0,644 pro pocet pulzu 100 az po 2,720 pro pocet pulzt1 2000. Zaroven lze poznamenat,
Ze pii chlazeni tvorba DSB/plazmid nem4 linedrné rostouci charakter. DSB/plazmid
nabyvaly pro prvni dvé hodnoty fluence fotont nulovych hodnot. Tuto skutecnost lze
lépe znazornit pomoci vyslednych hodnot v Tab. - Tab. DSB redukéni faktor
DPSB[- 10 °C] : DPSB[lab. teplota] je roven 141 %. V piipadé SSB je hodnota DB
priblizné shodna pti obou teplotach.
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3.2 Biologické testovani ozarenych bakteriofagu

Na Obr. je uveden vysledek z biologického testovani ozéfenych fagha. Z vysledku
vyplynulo, Zze fagy nebyly kompletné inaktivovany, protoze indukovaly tvorbu plaki.
Plocha zény korelovala s koncentraci faga, ale rozdily velikosti ploch mezi rozdilnymi
dédvkami ozéfeni nebyly nijak zésadni. Divodem mohlo byt to, ze k inaktivaci doslo
pouze u ¢asti fagi, pricemz zbyvajici (neaktivované) fagy stéle dosahovaly koncentraci
PFU’s (z angl. plaque forming units = jednotky vytvarejici plaky), které vytvori plak
(a vzhledem k néjaké plateau fazi ristu/mnozeni fagu vzdy za stejny cas stejné velky).
Resenim této situace v budoucnu by bylo vyuzit vétsiho fedéni zakladniho fagového
roztoku a/nebo vyssich davek zafeni.

Z biologického testovani je také vidét vliv zpracovani vzorkil, protoze original fagt
tvori jinak velky plak nez kontrolni vzorky ”VK”a ”K” | se kterymi bylo manipulovano,
ale nebyly ozafovany (vzorek "VK”byl ponechédn volné na vzduchu, vzorek "K”byl
evakuovan). Je mozné, Ze pravé touto manipulaci byla ovlivnéna nikoliv integrita DNA,
ale napr. schopnost adsorpce fagi na bakterie, a tim padem je kolonie mensi. V riiznych
pracich se uvadi mozné vlivy na velikost kolonii. Velikost plaku zavisi na difuzivité faga,
pricemz s rostouci rychlosti difuze velikost plaku roste. Bylo zjisténo, ze prili§ vysoka
nebo prilis nizka rychlost adsorpce na bakterie obvykle vede k mensi velikosti plaku.
Dalgim parametrem je tzv. fagovy vynos (z angl. burst size). Tento termin oznacuje
maximalni pocet viriond prumérné vytvorenych v jedné burice. Ristu fagového vynosu

odpovida také zvétsujici se velikost plaku [95].

Obrazek 3.7: Biologické testovani ozafenych fagi. Orig. = jeden mikrolitr faga, ktery
neprodélal Zaddnou manipulaci a byl stale v roztoku. Dalsi sektory na misce obsahuji
vzdy jeden mikrolitr faga, které byly ozareny davkou potadé: 1A = 100 pulzi, 2A =
500 pulzi, 3A = 1000 pulzi a 4A = 2000 pulzii. K znamen4 referen¢ni (neozafovany
vzorek) pfitomny ve vakuové interakéni komore, VK pak vzorek ponechany volné na
vzduchu.
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3.3 Vysledky qPCR

V Tab.[3.7]a Tab.[3.8|jsou uvedeny ziskané hodnoty Ct. Pro kazdy vzorek byla provedena
dvé méreni pro eliminaci pipetovaci chyby. Amplifika¢ni kiivka na Obr. ilustruje
postupné zesileni signalu s kazdym dal$im cyklem, zatimco kfivka téni na Obr.
naznacuje pokles signalu béhem postupného zahiivani amplifikovaného vzorku o 0,5
°C krokem. Pritomnost jediného denatura¢niho maxima pii teploté priblizné 86,5 °C
dokazuje vznik jediného amplifikacniho produktu a tim i specifitu PCR. Z prtibéhu
amplifika¢nich kiivek (resp. hodnot Ct) je patrné, Ze se zvySujicim se po¢tem pulzi roste
pocet inaktivovanych fagu (viz Obr. . Absolutni hodnoty Ct u prvnich dvou pulznich
hodnot (100 a 500) sice indikuji niz$i miru inaktivace pfi teploté 25 °C, pii vysSich
hodnotach pulzi (1000) je ale méné inaktivovanych fagt pii teploté - 10 °C. Pokud
prolozime grafem linearni kfivku trendu, pak je mira inaktivace niz$i u chlazenjych
vzorkl - tedy potvrzuje ptuvodni piedpoklad (viz Obr. . Posledni hodnota grafu
(2000 pulzi) naznacuje, ze by pfi této hodnoté mohly rozdily mezi riznymi teplotami
prestat hrat roli. Pro jednoznaény zavér o vlivu chlazeni na prubéh inaktivace by ale
bylo treba provést sérii experimentii s vyssimi pulzy.

Amplification
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Obrazek 3.9: Zaznamy z real-time PCR
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Hodnota Ct
N N N
N E (o))

N
o

Hodnoty Ct v zavislosti na fluenci fotonti

0,15 0,75 1,50 3,00
Fluence fotonu / 105 cm2

mmmm Chlazeni (- 10 °C)
mmmm | aboratorni teplota (25 °C)
—— Linearni (Chlazeni (- 10 °C))

— Linearni (Laboratorni teplota
(25 °C))

Obrézek 3.10: Naméfené hodnoty Ct jako funkce fluence fotont

Tabulka 3.7: Stanovené hodnoty Ct pfi chlazeni (-10 °C).

Pocet pulzi Pruamérna hodnota Ct

o

0 28,3
100 26,4
500 27,9
1000 24,7

2000 30,6

0,8
0,4
0,7
0,1

Tabulka 3.8: Stanovené hodnoty Ct pii laboratorni teploté (25 °C).

Pocet pulzi. Prumérna hodnota Ct

(o)

0 25,6
100 23,6
500 23,8
1000 28,8

2000 30,5

0,1
1,5
0,3
0,9
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3.4 Mechanicky prenos rostlinného viru - ZYMV

Pro testovani vlivu zafeni na fytoviry je nezbytné nejprve tyto viry namnozit. Zatimco
u fagu je tento proces relativné jednoduchy, u fytovirt je nezbytné jejich namnoZeni v
yellow mosaic virus, ZYMV) dvakrit inokulovan do rostlin ze zamrazeného izolatu.
Tyto pfenosy probihaly po dobu vzdy tfi tydnt, po které néasledovalo sledovani vyvoje
priznaku. Poté byly provedeny testy pritomnosti viru v rostliné metodou RT-PCR. Na
testovanych rostlinach nedoslo k rozvoji zadnych ptiznakt a RT-PCR testy na ZYMV
byly negativni. Virus ZYMV se tedy nepodafilo prenést a namnozit v dostatecném
mnozstvi pro ozarovaci experimenty, nicméné byl vyzkouSen postup mechanické ino-
kulace viru, izolace RNA a nésledného testovani pfitomnosti viru metodou RT-PCR.
Tyto vysledky dobfe ilustruji ¢asovou naroc¢nost podobnych experimentt s rostlinnymi
viry a jejich pracnost ve srovnani s predchozi praci s bakteriofagy.

Obrazek 3.11: PCR amplifikace cDNA ze vzorku. Zleva: 1 = marker (DNA délena
pravidelné po 100 bp - silnéjsi bandy odpovidaji 500, 1000 a 1500 bp), 2 = testovany
vzorek, 3 = kontrolni rostlina (pfenos $tavy ze zdravé rostliny), 4 = pozitivni kontrola
(cDNA ze zamrazeného pozitivniho materialu - pfipravena specifickym primerem), 5 =
pozitivni kontrola (cDNA ze zamrazeného pozitivniho materidlu pfipravena random

primery), 6 = negativni kontrola PCR (voda misto cDNA).
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4. Shrnuti a zavéry

V zakladnich kurzech radia¢ni chemie a molekularni radiobiologie si jejich frekventanti
mohou snadno vytvorit predstavu témeér iplné dominance netepelnych procesd, tj. io-
nizaci a elektronovych excitaci, v téchto oborech. To nékdy vede k podnécovani vlivu
teploty na vytézky a mechanismy poskozeni chemickych a biologickych soustav inici-
ovanych ionizujicim zafenim. V teoretické ¢asti prace byl proto podan prehled praci
vénovanych studiu vlivu teploty na procesy vyvolané v molekulérnich systémech ioni-
zujicim zafenim publikovanych jinymi autory. I kdyz je toto téma stale v radiacnich
oborech vnimano spiSe jako marginalni (vyznamnych praci vztahujicich se k této pro-
blematice jsou desitky, nikoli stovky nebo tisice, jako je tomu v jinych, preferovanéjsich
vyzkumnych smérech), jde o dobfe definovany podobor, o némz zde byla shromézdéna

a predstavena relevantni literatura.

Cilem instrumentalni ¢asti prace bylo vyvinout a pouzit ozafovaci sestavu umoznu-
jici nastavit a udrzovat teploty vzorku na hodnotach nizsich nez laboratorni teplota.
Zdrojem ionizujiciho zafeni byl kompaktni repeticni XUV laser s kapilarnim vybojem
v argonu poskytujici nanosekundové pulzy zareni o vinové délce 46,9 nm. Vzhledem k
energii fotont 24,6 €V jde o ionizujici zafeni, jez je silné absorbovano ve vzduchu. Ozaro-
vaci usporadani je tedy nutno provozovat ve vakuové interakéni komore. Aby se omezilo
problémtim s kryogennimi kapalinami, které by mohly nastat pri umisténi zafizeni ve
vakuu, jako chladici ter¢ byl pouzit Peltiertiv ¢lanek. Méfeni aktudlni teploty vzorku
zajistoval termoclanek. Toto zafizeni bylo vyuzito ke stanoveni vytézku jednoduchych
a dvojnych zlomu plazmidové DNA ozafené mnoha pulzy XUV laserového zafizeni pri
teplotach -10 °C a 25 °C. Bylo zjisténo, ze vytézek jednoduchych zlomi se v tomto
teplotnim intervalu v rdmci experimentalni chyby s teplotou neméni, avsak vytézek
dvojnych zlomu je pii teploté -10 °C vyrazné nizsi, nez ten nameéfeny pii laboratorni
teploté. Z literatury je zndmo, Ze ke generaci dvojnych zlomt nepfimym ti¢inkem ionizu-
jiciho zafeni je tfeba vyrazné vyssi lokalni koncentrace reaktivnich intermediéti (napf.
hydroxylovych radikalii), nez pro tvorbu jednoduchych zlomi. Obdrzené vysledky by
tedy mohly byt vysvétlitelné tim, Ze nizkou pohyblivosti reaktivnich species vytvore-
nych radiolyzou vody v pevném stavu, ktery mizeme ocekavat pii teploté -10 °C, a

zvySenim pravdépodobnosti jejich mistné podminéné (napi. geminalni) rekombinace.

Ozarovaci zafizeni s peltierovskym chlazenim vzorku bylo déle testovano pro posou-
zeni moznosti studia teplotnich zavislosti radia¢niho poskozeni bakteriofagt a fytovira.
Zatimco ozafovani plazmidové DNA probihalo v blizkosti elektroforetického analyzé-
toru zlomu a faze experimentu na sebe navazovaly bez prodlev, byly mikrobiologické
experimenty pred ozafenim pripravovany a po ozafeni analyzovany na jiném pracovisti
(Biologické centrum AV CR, v.v.i., Ceské Bud&jovice) a tim padem s delsi prodlevou.
Cely Tetézec od pripravy mikrobiologického vzorku pfes jeho ozafeni za rtiznych teplot
az po analyzu poskozeni byl v ramci této prace realizovan a podrobné popsan, nicméné
jeho vysledky naznacily, ze k relevantnim zévérim by bylo nutné provést celou fadu

dalSich experimentii.
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Ke snizeni vlivu vysSe popsanych prodlev na vysledky experimentu by téz bylo vhod-
néjsi umistit kultivacni boxy a zafizeni nutnd k vyhodnoceni kiivek pteziti pfipadné
genetickych zmén v mikrobiologickém materidlu v blizkosti zdroje zafeni, nebo je treba
zdroj zafeni docasné umistit piimo do mikrobiologické laboratore. S XUV kapilarnim
laserem se to jevi jako jen obtizné realizovatelny tkol. Rysuji se vSak moznosti pouzit
kompaktni pulzni kratkovinné UV zafeni emitujici diody (mid-UV LED). Tim se oviem
posuneme od radiobiologie smérem k fotobiologii.

Zavérem lze konstatovat, ze vyvinuté a zprovoznéné ozarovaci uspordadéani umoznuje
reprodukovatelné studovat teplotni zavislosti vytézkl radiacniho poskozeni biomoleku-
larnich soustav. Jeho vyuziti pro vyzkum tcinku na viry, pfipadné jiné mikrobiologické
entity, by patrné vyzadoval delsi ¢asové moznosti a vice experimentalniho prostoru, nez
bylo k dispozici v této praci.
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Priloha A: Model McMahona a
Currella

V této priloze je zahrnuty Python kéd pro provedeni fitu:

import numpy as np
import pandas as pd
from scipy.optimize import fmin

from matplotlib import pyplot as plt

# datafile must be in the same directory as the script

file = ’plazmid_chlazeny_test.txt’

data = pd.read_csv(file, sep = ",")

x = data["Pulses"].to_numpy()

Measured_data = data[[’REL’, °LIN’, ’SUP’]].to_numpy()
yO = Measured_datalO0,:]

def model(x,yO,params):
RO, LO, SO = yO

f, alpha, beta = params
rho = 2.29E-04

S0 = 0.774

RO = 0.212

LO = 0.0

S = S0%(1-f)*np.exp(-(alphat+beta)*x)+S0*f

R = (RO+S0)*(1-f)*np.exp(-(0.5*alpha**2*xrho*x*x*2+beta*x))-

S0* (1-f) *np. exp (- (alpha+beta) *x) +RO*f
L = (RO+S0)*(1-f)*(1-np.exp(-(0.5*alpha**2*rho*x**2+beta*x)))+L0

return np.array([R,L,S]).T

def ChiSq(params):
# returns chi square difference between experimental and modelled
data
Model_data = model(x,y0,params)

return ((Model_data-Measured_data)**2).sum()

# f, alpha, beta (initial values for fitting)
params = (0, 1.79E-3, 5.66E-5)
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Model_data = model(x,y0,params)

# fitting (minimizes the ChiSq output)
opt_params = fmin(ChiSq, params, full_output=0, disp=1)

# smooth data for plotting
x_smooth = np.linspace(x.min(), x.max(), 2000)

Model_data_opt = model(x_smooth,y0,opt_params)

lab = (’Relaxovand’,’Linedrni’,’Supercoiled’)

e = ’(experimentalni)’
m = ’(model)’
# plot data

#plt.plot(data[’Pulses’], data[’REL’], ’go’, label=lab[0]+e)
plt.errorbar(data[’Pulses’], data[’REL’],
yerr=datal["error_C"].tolist(),fmt="0", color=’g’, lw=1, capsize=2)
#plt.plot(data[’Pulses’], datal[’LIN’], ’bo’, label=lab[1]+e)
plt.errorbar(datal[’Pulses’], data[’LIN’],
yerr=data["error_L"].tolist(),fmt="0", color=’b’, lw=1, capsize=2)
#plt.plot(data[’Pulses’], data[’SUP’], ’ro’, label=lab[2]+e)
plt.errorbar(datal[’Pulses’], data[’SUP’],

yerr=data["error_S"].tolist(), fmt="o", color=’r’, lw=1, capsize=2)

# plot fitted function

plt.plot(x_smooth, Model_data_opt[:,0], ’g--’, label=lab[0]+m)
plt.plot(x_smooth, Model_data_opt[:,1], ’b--’, label=lab[1]+m)
plt.plot(x_smooth, Model_data_opt[:,2], ’r--’, label=lab[2]+m)

plt.legend()

plt.xlabel(’Fluence fotont / x10$°{15}$ cm$~{-2}$’)
plt.ylabel(’Frakce forem plazmidové DNA’)
plt.title(’0zafovani p¥i chlazeni’)

plt.x1im(-0.03)

plt.ylim(-0.03)

plt.show()
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Priloha B: Model pro stanoveni

Auence fotonu

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
from scipy.optimize import fmin

from scipy.integrate import simps

def TEM(params):
x0, yO, A, a, w, phi0 = params
X, Y = np.meshgrid(x-x0,y-y0,indexing="1j’)
R = np.sqrt (Xx*2+Y**2)
Phi = np.arctan2(Y,X)
def tem0OOalt(a,w,phiO,r,phi):

2xr**2 /wk*k2

rho

tem = rhox*(a*(np.cos(phi-phi0)-1)+1)*np.exp(-rho)
return tem

return A*tem0Oalt(a,w,phiO,R,Phi)

def ChiSq(params):

return ((TEM(params)-real_tem)**2).sum()

imagefname = ’AVG_Stack_low_corr. jpg’
real_tem = plt.imread(imagefname)

real_tem = real_tem[:, :, :3].mean(axis=2) # to grayscale

# resolution (from CCD dimensions)

res = 0.067 # mm/px (with low resolution image)
# number of image points

nx, ny = real_tem.shape

# beam center

x0, y0O = 20, 20

np.linspace(-nx/2, nx/2, nx)

np.linspace(-ny/2, ny/2, ny)

iparams = (0,0,100,0.4,50,4.7)

# test_tem = TEM(iparams)

optparams = fmin(ChiSq, iparams, full_output=0, disp=1)
opt_tem = TEM(optparams)

73



opt_tem_norm = opt_tem/simps(simps(opt_tem, y-y0), x-x0)

plt.figure()
plt.set_cmap(’viridis’)
plt.subplot(121)
plt.axis(’off’)
plt.imshow(real_tem)
plt.title(’CCD TEM image’)
plt.subplot(122)
plt.axis(’off’)
plt.imshow(opt_tem)
plt.title(’Fitted TEM’)

sample = np.zeros([nx,nyl)

sample_radius = 0.95 # mm

rs = int(sample_radius/res) # mm (sample size to coords)
# find maximum

xs0, ysO = np.where(opt_tem_norm==np.max(opt_tem_norm))

# find fration of normlized intensity over the sample
for xi in range(nx):
for yi in range(ny):
if (xi-xs0[0])**2 +(yi-ysO[0])**2 < rs**2:

sample[xi,yi] = opt_tem_norm[xi,yil

# integrate

int_frac = simps(simps(sample, y), x)

# calculate result

E=205E-6#17J

Wl = 46.9 # nm

Fluence = int_frac*E/(np.pi*sample_radius**2)/1E-2 # J.cm-2.pulse-1
Flux = Fluence/1.602E-19/(1240/W1) # photons.cm-2.pulse-1

print (’Fraction of intensity over the sample:

{:.2f} %’ .format(int_frac*100))

print (’Fluence = {:.2f} uJ.cm-2.pulse-1’.format(Fluence*1E6))

print (’Fluence = {:.2f} x1E12 photons.cm-2.pulse-1’.format (Flux*1E-12))
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