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Abstrakt:

Tato préce se zabyva vlivem pfitomnosti ethanolu, jakozto vychytavace OH- radikald,

Snizeni radiacni citlivosti bunék lIze vyuzit pfi ochrané bunék pred ucinky ionizujiciho
zareni, naopak zvyseni radiacni citlivosti se uplatni naptiklad pfti sterilizacnich procesech.
Zvolené koncentrace ethanolu byly 0; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75 a 2 mol - dm™. Pro tyto
koncentrace bylo zvoleno proudové nastaveni na rentgence jako 12; 16 a 20 mA pfi napéti
195 kV. Pro zjisténi hodnoty davkového prikonu, a tudiz i davky, byla provedena chemicka
dozimetrie pomoci Frickeho dozimetru. Pouzivané Saccharomyces cerevisiae byl haploidni
kmen DBM 272 parovaciho typu a.

Ziskané vysledky byly prezentovany jako zavislost ochranné ucinnosti ethanolu o,
definované jako podil logaritmU prezivsich frakci bunék bez ethanolu (So) a s ethanolem
(Ss), na vychytavaci ucinnosti ethanolu Q, definované jako soucin rychlostni konstanty
reakce ethanolu s -OH radikalem (kown) a koncentrace ethanolu (ceon). Z této zdvislosti byly
linedrnim prolozenim ziskany smérnice pro kazdy davkovy prikon. Tyto smérnice
v zavislosti na davkovém prikonu poté prezentuji zavislost radiacni citlivosti na davkovém

prikonu.
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Abstract:

This bachelor’s degree project deals with the effect of the presence of ethanol, as a
scavenger of OH- radicals, on radiation sensitivity of Saccharomyces cerevisiae cells to X-
rays.

A decrease in the radiation sensitivity of cells can be used to protect cells from the
effects of ionizing radiation, while an increase in radiation sensitivity can be used, for
example, in sterilization processes. The ethanol concentrations selected were 0; 0,5; 0,75;
1; 1,25; 1,5; 1,75 and 2 mol - dm3. For these concentrations, the current setting on the X-
ray tube was chosen as 12; 16 and 20 mA at a voltage of 195 kV. Chemical dosimetry was
performed to determine the value of the dose rate and therefore the dose. For this
purpose, a Fricke dosimeter was used. The Saccharomyces cerevisisae used was the
haploid strain DBM 272 of mating type a.

The obtained results were presented as a dependence of the protective efficiency of
ethanol o, defined as a quotient of logarithms of the surviving fractions of cells without
ethanol (Sp) and with ethanol (Ss), on the scavenging efficiency of ethanol Q, defined as
the product of the rate constant of the reaction of ethanol with the -OH radical (kox) and
concentration of ethanol (ceon). From this dependence, slopes for each dose rate were
obtained by linear fitting. These slopes, depending on the dose rate, present the

dependence of the radiation sensitivity on the dose rate.
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1 Uvob

lonizujici zareni je vSudypfitomné v celém vesmiru. Jeho studium umoznilo lidstvu
obrovsky posun v mnoha odvétvich. Pfikladem budiZ uvedena jaderna energetika, |ékarstvi
(radiofarmaka, ozafovani tumor(i, zobrazovaci techniky), primyslové technologie
(defektoskopie), zemédélské a potravinarské technologie (sterilizace) a jiné.

lonizujici zafeni, jak je z nazvu patrné, zplsobuje pfi interakci s Zivymi burikami
ionizaci atomU ¢i molekul; samoziejmé dochazi i k dalSim jeviim, jako je napfiklad excitace.
lonizované atomy ¢i molekuly poté mohou narusit strukturu soucasti bunék a tim zpusobit
jejich poskozeni nebo zniceni. Kionizaci atomud ¢i molekul mlzZze dojit pfimo v nékteré
strukture bunky. Na dulezité struktury bunky mulzZe ovSem ionizujici zareni pUsobit i
nepfimo, a to plsobenim produkttd z radiolyzy vody. Pfi tomto procesu dochazi ke vzniku
volnych radikall, mezi které patfi -OH radikdly. Nékteré chemické slouceniny, pfikladem
Ize uvést amifostin, methanol, ethanol a dimethylsulfoxid mohou za urcitych podminek
chranit bunky pred ionizujicim zdfenim. Jednim z mozinych vysvétleni této ochrany je
schopnost reagovat se vzniklymi -OH radikaly, tedy sniZovat mnoZstvi interakci radikald se
strukturami Zivych bunék, a tudiz i snizovat jejich radia¢ni citlivost. (Mucka, 2013) Tyto
latky jsou poté oznacovany jako vychytavace -OH radikald.

Radiacni citlivost Zivych bunék ma své uplatnéni jak pfi jejim zvyseni, tak i snizeni.
Zvyseni radiac¢ni citlivosti je vyhodné tam, kde chceme letalni Ucinky ionizujiciho zareni
zvysit, napriklad sterilizacni procesy. Naopak jeji snizeni je chténé v procesech, ve kterych
nechceme Zivé bunky poskodit plsobenim ionizujiciho zareni.

Cilem této prace je zjistit zdavislost radiacni citlivosti Zivych bunék kvasinek
Saccharomyces cerevisiae vici rentgenovému zareni na koncentraci ethanolu pusobiciho
jako vychytavac -OH radikal(i v suspenzi s kvasinkami. Toto téma navazuje na dlouholety
vyzkum bioradiaéni chemie na Katedfe jaderné chemie p#i FIFI CVUT v Praze. Pro
jednotlivé koncentrace ethanolu véetné nulové byly pocitany prezivsi frakce bunék po
ozareni. Prezivsi frakce byly stanoveny pocitanim Zivotaschopnych kolonii. Jako zdroj
ionizujiciho zareni byl pouZit rentgenovy zdroj SCIOX Beam s napétovym nastavenim 195
kV a tfemi proudovymi nastavenimi 12, 16 a 20 mA. K charakterizaci byla provedena
chemicka dozimetrie Frickeho dozimetrem.

Tato prace byla feSena v ramci projektu oP AAY, ¢.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000778, CAAS — Centrum pokrocilych aplikovanych véd a
grantu studentské grantové souté’e CVUT, SGS23/189/0HK4/3T/14 - Nanokompozitni

materidly: syntéza, modifikace a vyuziti.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroorganismy

Za mikroorganismy povazujeme organismy neviditelné pouhym okem. Tato bézna
definice ovSem neplati pro vSechny mikroorganismy. Napfiklad nékteré chlebové plisné,
které tvofi shluky bunék, nebo nékteré obfi bakterie jsou viditelné pouhym okem.
Mikroorganismy jsou obvykle jednobunécné, ovsem i zde existuji vyjimky. Od béznych
mnohobunécénych organismu je poté v tomto pripadé odliSuje absence diferencovatelnych
tkani. K mikroorganismlm se také Casto zarazuji nebunécné entity, jako jsou napftiklad viry
¢i viroidy. Dodnes nejpouzivanéjsi zdkladni déleni mikroorganismd vychazi z vlastni
struktury bunék. Dle ni mlzZeme délit mikroorganismy na prokaryotni a eukaryotni.
(Willey, 2020)

V modernim systému se organismy déli na tfi domény. Prokaryota jsou rozdélena na
domény Archea a Bakterie. Prokaryotni buriky nemaji pravé (od okoli dobfe ohranicené)
jadro a vétSinou ani jiné membranami oddélené organely. Prokaryotickd DNA tvofi
komplex s bilkovinami nazyvany nukleoid, oznacovan ¢asto jako kruhovad DNA.

Eukaryota zastupuji posledni tfeti doménu. Jejich bunky maji ohranicené, tzv. pravé
jadro. Obsahuji membranami oddélené organely, mezi néz patti napfiklad mitochondrie,

chloroplasty ¢i endoplasmatické retikulum. (Kodic¢ek, 2018)

2.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patfi do domény eukaryot, fiSe hub, kmenu
vieckovytrusnych (Ascomycota), podkmenu Saccharomycota. Védecky ndzev odkazuje na
tvorbu reprodukénich struktur — viecek (z lat. ascus). Askomycety vytvareji hyfy s
prepazkami, jednotlivé burky tedy sdileji jednu cytoplazmu. Jsou vyznamnymi rozkladaci
v prirodé, jsou schopny degradovat napf. celuldzu, lignin, kolagen. Také jsou velmi
vyznamné i pro ¢lovéka, negativné jakoZzto plisné potravin ¢i plvodci nemoci rostlin nebo
zivoCichl véetné lidi, ale i pozitivné jako zdroje potravin nebo nezbytnou soucasti jejich
vyroby. S. cerevisiae jsou schopné alkoholového kvaseni, které se vyuziva pfi vyrobé piva i
vina a vznikajici oxid uhlicity zase v pekarenském odvétvi. Nékteré askomycety maji pouze
kvasinkovou formu, zatimco jiné jsou schopny tvorby vldken — plisriové formy.

S. cerevisiae znamé jako pivovarské Ci pekarské kvasnice stridaji haploidni a diploidni
stavy. Jejich Zivotni cyklus je pomérné dobfe prozkoumdn. Existuji dva parovaci typy
oznacované jako "a" a "a". Pfi dostatku Zivin podléhaji haploidni (tj. typ a nebo a) i

diploidni (tj. typ a/a) buriky mitéze (samotny proces déleni je oznacovan jako puceni).
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Vzniklé dcefiné buriky maji kompletni sadu chromozoml. Kazda dcefind burka zanecha po
puceni na materské bunécné sténé tzv. jizvu. Pokud jiz neni na bunééné sténé zadné misto
bez jizvy, tak burika jiz neni schopna se rozmnozit a zanikd. Pokud je nedostatek Zivin,
podstoupi pouze diploidni bufiky meiézu za tvorby 4 haploidnich bunék. Pfi navraceni
optimalnich podminek muiZe dojit k splynuti parovacich typQ, kteryZzto proces je ovliviiovan
feromony. (Willey, 2020)

S. cerevisiae jsou nesmirné cennym modelovym organismem. Patfi mezi snadno
dostupné eukaryotické organismy, které se staly vyznamnymi napfiklad pro studium
bunécného cyklu. (Miller, 2010) Obrovska vyhoda je lehkda manipulovatelnost genl na
plazmidech ¢i uvnitf chromozomi a nasledné pozorovani fenotypu. K neposledni fadé Ize
také zminit kratkou dobu déleni bunék (pfi optimalnich podminkach cca 90 minut). (Duina,
2014)

2.1.2 Rustové krivky

V mikrobiologii je rlistem mikroorganism( vétSinou myslen rlst celkové populace
danych mikroorganism neZ rlst samotnych bunék, prestoZze i ten je v nékterych
odvétvich vyzkumu dUlezity. Populacni rist se béiné analyzuje v tekuté (bujénové)
kultufe. V laboratofich jsou mikroorganismy obvykle inkubovédny v uzaviené nadobé.
Cerstvé médium neni priibéiné poskytovano, a tudiz dochazi k jeho postupné spotfebé a
tvorbé odpadnich latek.

Populacni rist mikroorganisml mnoZzicich se bindrnim sStépenim lze vyjadfit jako
pocet Zivotaschopnych bunék (obvykle v logaritmickém méfitku) v zavislosti na case.
Vysledna krivka ma nékolik fazi, obvykle se vyznacuje pét az Sest fazi. Modelova rlstova
kfivka je vidét na Obr. 2.1. Prestoze kfivka vyobrazuje situaci v laboratofi, tak i
v pfirozenych a mnoha lidmi vytvorenych podminkach (napf. fermentacni nadoba) se
prabéh rdstu o mnoho nelisi. Pochopeni ristové krivky je tedy zdsadnim prvkem pfi studiu

mikrobiologie a pribuznych oboru.
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Obr. 2.1: Rastova krivka mikroorganism( v uzavieném systému (pfevzato z Willey, 2020)

Prvni faze je oznacovana jako lag faze. V této fazi nedochazi k rychlému mnoZeni
bunék, spiSe probihda syntéza bunécnych komponent z divodu stafi nebo poskozeni
bunék, nedostatku ATP, esencialnich kofaktorl a ribosomU. Nasledné dochazi k replikaci
DNA a déleni bunék.

Béhem exponencidlni faze dochdzi k masivnimu ndrlstu poctu danych
mikroorganismi, ktery je omezen pouze vlastni genetickou vybavou a okolnimi
podminkami. Rychlost pfirlistku je konstantni, dochazi k pravidelnému zdvojeni. V této fazi
je populace nejvice chemicky a fyziologicky jednotnd, ¢ehoZz se vyuziva v nékterych
experimentech. Rychlost rlstu je velmi zavisla na mnozstvi Zivin v médiu. OvSsem pfi
vysokych koncentracich Zivin dochazi k saturaci a rychlost rlistu dosahuje své limitni
hodnoty i pfes dostatek Zivin.

Nasledna faze nazyvana jako staciondrni se projevuje zastavenim populac¢niho rlstu.
K tomu muZe dochazet z mnoha dlivodu. Jednim z dlvodU je nedostatek Zivin. Pro aerobni
organismy je také limitni dostatek kysliku. Problémem muze byt i akumulace odpadnich
latek. Nékdy je omezeni rdstu dano dosazenim kritického mnoiZstvi bunék. Napriklad
nékteré bakterie dosahuji v sddkové kultufe poctu 10° bunék na mililitr, kdeZto protisté
zhruba 108 bunék na mililitr. V této fazi dochazi bud k vyrovnani mnozstvi nové vzniklych a
mrtvych bunék, anebo k zastaveni replikace.

Pti vyCerpani Zivin a nahromadéni toxickych produktl nakonec buriky vstoupi do faze
odumirani. Pocet bunék se sniZuje exponencialné, kde rychlost ubytku nabyva konstantni
hodnoty.

Nékteré mikroorganismy, zejména bakterie, prechazeji po urcité dobé faze
odumirani do dlouhodobé stacionarni faze. V této fazi se velikost populace az na malé

vykyvy drZi konstantni nékolik mésici aZz let. Tato faze je zajimava vyvojem
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mikroorganism, pfi kterém dochazi k pfirozenému vybéru geneticky odliSnych variant.
Dand varianta je v urcitou chvili schopna se nejlépe pfizpUsobit podminkam, tudiz se i
mnozit. Po néjaké dobé ovSem dojde k prevaze jiné varianty. Tento proces zpusobuje

zminované vykyvy ve velikosti populace. (Willey, 2020)

2.1.3 Stanoveni poctu bunék

Pfi mikrobiologickych experimentech je velmi ¢asto zapotiebi zjistit pocet bunék
danych mikroorganismi, napfiklad pro stanoveni letalnich Gcinkd ionizujiciho zareni i
prostého uréeni poCtu v potravinarstvi. Pro zjistovani poctu mikrobialnich bunék se
vyuziva primé ¢i nepfimé pocitani. Jinou moznosti je také stanoveni bunécné hmoty ¢i
sledovani biochemické aktivity prislusnych mikroorganism(. Nejpresnéjsi jsou metody
zjistujici pocCet bunék. Stanoveni bunééné hmoty se pouZivda spiSe v kulturach
mikroorganismu, tim mohu byt kvasné procesy v potravinarském primyslu. Pozorovani
biochemické aktivity je vhodné pro rychlé stanoveni mikrobiologické Cistoty.

Jednou z nepfimych moznosti stanoveni poctu bunék je elektronické pocitani bunék.
To je zalozeno na nasavani elektrolytu do nevodivé trubice. Pfitomnost bunék
v elektrolytu zméni vodivost a tato zména je poté zaznamenana pristrojem. Dal$i mozZnosti
je nefelometrické stanoveni poctu bunék. Tato metoda spociva ve zjisténi poctu bunék
v Ciré kapaliné na zakladé intenzity svétla rozptyleného na jednotlivych bunkach.

Jednou z mozZnosti pfimého pocitani bunék, kterd byla pouzita i vtéto praci, je
pocitani pod mikroskopem na Birkerové komurce. Tato komurka je vlastné specialné
upravené podlozni sklicko svrypy 0,1 mm hlubokymi tvoficimi sit ctyfahelnikd.
Problémem této metody je potfeba vysoké hustoty mikroorganism( a neodliSitelnost
zivych a mrtvych bunék (to se tyka zejména bakterii), nicméné toto Ize vyresit vhodnym
obarvenim preparatu.

Pro stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék po vlastnim experimentu (napf. ozareni
ionizujicim zarenim) lze pouZit metodu kultivace mikroorganism(i. Metoda spocivd v
prendseni bunék na vhodnou Zivnou pldu, kde jsou schopny rozmnozovani, a tudiz tvorby
kolonii. Vyhodou metody je pouziti pro libovolnou hustotu mikroorganism(, nevyhodou je
potfeba delsiho ¢asu na kultivaci (fadové dny). Dalsi nevyhodou je také fakt, Zze se pocita
pocet vzniklych kolonii, nikoliv bunék. Jedna kolonie nemusi vzniknout z jedné buriky nebo
v nékterych pfipadech nemusime byt schopni zajistit vhodné podminky vSem pfitomnym

burikdam, napfiklad ve smési vice druh( bakterii. (Demnerova, 2001)
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2.2 lonizujici zareni

Mezi ionizujici zafeni obecné fadime vsechny druhy zareni, které jsou schopné
vytvofit v ozadfené latce mimo excitovanych stav( i ionizace, tudiz tvorbu pard kladny iont
a elektron. Dle vzniku ionizace lze toto zareni délit na pfimo a nepfimo ionizujici. Mezi
pfimo ionizujici zateni patfi napf. protony, elektrony a tézké ionty. Tyto ¢dstice nesou
elektricky naboj a jsou tedy schopné pfimo vyrdzet a strhavat ionty z atomU a molekul
ozafované latky. Mezi nepfimo ionizujici zafeni fadime fotony a neutrony. Tyto Castice
nemaji naboj a k tvorbé nabitych ¢astic dochazi az po jejich interakci s ozafovanou latkou.
Vzniklé sekundarni ¢astice jsou jiz schopné primé ionizace. (Motl, 1990)

rs

2.2.1 Rentgenové zareni

Rentgenové zareni je elektromagnetické vinéni s vinovou délkou v rozsahu zhruba
10%2 a7 10® m. DlleZitym faktem je, Ze toto zéafeni vznika pfi interakci s elektronovym
obalem, a tudiz se nejedna o jaderné zareni. (Mikla, 2014)

Rentgenové zareni bézné vznika po dopadu elektron(l s vysokou energii nejcastéji na
atomy néjakého kovu. Déli se na dva typy, a to zafeni brzdné, oznacované némeckym
nazvem Bremsstrahlung a charakteristické. Brzdné zareni vznikd vychylenim elektronu
atomovym jadrem, a tedy uvolnéni casti jeho kinetické energie ve formé fotonu.
VyznaCuje se spojitym energetickym spektrem. Energie tohoto zareni zavisi na energii
dopadajicich elektront. Charakteristické zareni Ize ve spektru pozorovat ve formé nékolika
ostrych pikd. Tyto piky jsou dlsledkem srazky dopadajicich elektron( s elektrony vnitfnich
hladin atom( prvku. Srdzka vyrazi elektron z vnitini hladiny a na jeho misto preskoci
elektron z energeticky vyssi hladiny, jehoz prebytecna energie se vyzafi ve formé fotonu.
Podle toho, na jakou hladinu elektron seskoci se toto zareni znaci napf. Kq (n = 1) nebo Lg1
(n =2) apod. (n znaci hlavni kvantové cislo). Indexy ve formé feckych pismem poté obvykle
vyjadtuji rozdil mezi vyssi a nizsi hladinou, tudiz v pfipadé K, se jednd o n = 2 a v ptipadé
Lg1 doslo k seskoku z hladiny n = 4. Kazdy prvek se vyznacuje odliSnym charakteristickym
zarenim. (Atkins, 2013)

Obecné je vhodné poznamenat, Ze pfi interakci elektronu v obalu atomu
s dopadajicim elektronem nemusi dojit pouze k tvorbé charakteristického rentgenového
zareni. Foton uvolnény pfi prechodu elektronu z vyssi hladiny m(ze byt pohlcen jinym
elektronem v obalu, ktery se poté z obalu uvolni. Takto emitované elektrony se nazyvaji
Augerovy. Vyssi pomér emitace Augerovych elektron( oproti charakteristickému zareni je

zaznamenan u lehcich prvkd. (Majer, 1981)
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Na obrazku 2.2 je vzorové spektrum rentgenového zareni pro 4 rizna napétova
nastaveni (80, 100, 120 a 140 kV). Hodnota nastaveného napéti vyndsobend hodnotou
elementarniho ndboje uddva maximalni energii fotond rentgenového zareni. Jsou zde také
vyznaceny piky charakteristického zafeni a brzdné zareni. Pfi poutiti filtru dojde k absorpci
foton o nizké energii (fotony s velmi nizkou energii absorbuje samotny zdroj). Vyssi
hodnoty nastaveného proudu na zdroji zvysuji celkovou intenzitu toku fotond. (Kareliotis,
2015)

15x10 — i

—
(=)

intenzita toku foton [-]

a

15
x10

Obr. 2.2: Spektrum rentgenového zareni pro rlizné hodnoty napéti (prevzato z Kareliotis, 2015)

energie [eV]

2.2.2 Vliv rentgenového zareni na Zivé bunky

Jak bylo zminéno v predchazejici kapitole, rentgenové zareni je nepfimo ionizujici.
Neni tedy schopno primarné narusit atomovou strukturu ozafované latky. OvSem
absorpce energie tohoto zareni ndsledné zpuUsobuje tvorbu excitovanych a ionizovanych
atoma ¢i molekul. Tyto struktury jsou zodpovédné za poskozeni Zivych bunék.

Proces, jakym jsou fotony rentgenového zareni absorbovany zalezi na jejich energii a
chemickém sloZeni ozarfované latky. PFi vysokych energiich, typickych napf. pro
urychlovacde, dominuje Comptonl(v jev. Pfi tomto procesu interaguje foton s elektronem o

slabé vazebné energii v porovnani s energii fotonu. Tento foton preda ¢ast své energie
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elektronu ve formé kinetické energie a dale pokraCuje ve zménéné draze jako rozptyleny
foton s del$i vinovou délkou. Uhel rozptylu zaleZi na mnoZstvi predané energie elektronu.
Tato hodnota se pohybuje v rozmezi od 0 % do zhruba 80 %. Interagujici elektron je timto
urychlen a dalsi interakce urychleného elektronu nebo rozptyleného fotonu zavisi na jejich
energii.

Pti nizsich energiich fotonl nabyva na vyznamu fotoelektricky jev. V tomto pripadé
interaguje foton s elektronem vazanym v slupce K, L nebo M a pfedd mu veskerou svou
energii. Cast energie je vyuZita na prekonani vazebné energie elektronu k opusténi
orbitalu a zbyld cast zlstane ve formé kinetické energie. Poté co elektron opusti
prislusnou energetickou hladinu, dochazi k presunu elektronu z vyssi energetické hladiny
na misto vzniklé vakance za uvolnéni prebytecné energie ve formé charakteristického
zareni. V mékkych tkanich ma toto charakteristické zafeni nizkou energii (bézné okolo 0,5
keV) a nema velky vyznam v biologickém poskozeni.

Pti vyuzivani rentgenového zareni v radiodiagnostice se uplatiuji oba procesy. Je
dllezité zdaraznit zavislost jejich hmotnostniho absorpcniho koeficientu. Zatimco
hmotnostni absorpcni koeficient pro Comptonlv jev je nezavisly na atomovém Ccisle Z
ozafovaného materidlu, tak naopak fotoelektricky jev vykazuje zavislost odpovidajici
pFiblizné Z3. Pravé tento fakt zapfi¢ifiuje skuteénost, Ze rentgenové zafeni o nizéi energii je
ve vyssi mife absorbovano v kostech, kde se nachazi vice prvkd s vy$$im atomovym cislem
jako napt. vapnik. Vradioterapii je preferovdan Comptonlv jev, aby byla absorpce
v rozdilnych typech tkani priblizné stejna. Proto se v radioterapii obvykle vyuZzivaji fotony o
energii viadu MeV. Je vhodné podotknout, Ze vétsina energie fotonU je preménéna na
kinetickou energii urychlenych elektront a absorpéni procesy nemaji v radiobiologii velky
vyznam.

Biologicky efekt ionizujiciho zafeni primarné spociva v poskozeni deoxyribonukleové
kyseliny (DNA). Toto poskozeni muze zpUsobit usmrceni buriky, karcinogenezi ¢i mutaci.
Zareni muZe interagovat primo s DNA, to je castéjsi pro zareni o vysoké hodnoté
linearniho prenosu energie (LET) kam se fadi neutrony i ¢astice a. Druhou moznosti je
interakce zareni s jinymi atomy ¢i molekulami v burice, zejména s vodou, jelikoZz bunka
pramérné obsahuje 80 % vody. Popis radiolyzy vody je popsan v kapitole 2.3.1. Vzniklé
radikdly zpUsobuji vétsinu biologického poskozeni, z nichz nejvyznamnéjsi jsou -OH
radikaly. Je odhadovdno, Ze dvé tretiny veSkerého poskozeni rentgenovym zarenim
v savCich bunkach zpuUsobuji pravé -OH radikdly. Tento zavér byl podloZen experimenty

s vychytavaci -OH radikal(l, které jsou popsané v kapitole 2.5.1. (Hall, 2012)
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2.3 Chemicka dozimetrie

Chemicka dozimetrie vyuziva kurceni davky chemické zmény v latce vyvolané
ionizujicim zarenim. Chemickou dozimetrii Ize vyuzit napf. v pfipadé radiobiologickych
studiich nebo mapovani davkového prikonu. Mezi chemické dozimetry Ize fadit napf.
ceriCito-cerity dozimetr, ktery se pouziva pfi méreni velkych ddvek a je povaZzovan za
referencni pfi davce nad 500 Gy. (Kohan, 2014) Za dalsi Ize zminit naptiklad alaninovy
dozimetr. Aminokyselina alanin vytvari pfi interakci s ionizujicim zafenim stabilni radikaly,
které lze zmérit pomoci elektronové spinové rezonancni spektroskopie. (Chen, 2008)
Ovsem nejznaméjsi chemicky dozimetr je Frickeho dozimetr. Frickeho dozimetrie je Siroce
pouzivana metoda vhodnd i ke stanoveni davky rentgenového zafeni ve vodnych
roztocich. Tento dozimetr také prokazal velky potencidl pfi méreni absorbované davky od

zdroje *?Ir, pouZivaného v brachyterapii. (Rosado, 2020)

23.1 Radiolyza vody

Pti ozarovani naredénych vodnych roztok( (uvadi se koncentrace rozpusténé latky
do 10 % hmotnosti) ionizujici zareni interaguje primarné s molekulami vody a pozorované
chemické zmény jsou dlsledkem reakci vzniklych produktl z procesu radiolyzy vody.
Proces radiolyzy vody s kaskadou reakci je pomérné slozity a je ¢astecné zndzornén na

obrazku 2.3. Hlavni reakce jsou uvedeny nize.

H,0 «» H,0'* + e~; H,0* (2.1)
H,0* + H,0 - 'OH + H;0™ (2.2)
H,0* - H + OH; Hy + O (2.3)
e” +nH0 - ey (2.4)

PFi vystaveni vody ionizujicimu zareni dochazi k tvorbé ionizovanych a excitovanych
molekul vody a také volnych elektron(, vizte rovnici 2.1. lonizované molekuly vody dale
reaguji za vzniku hydroxylovych radikald, vizte rovnici 2.2. Rovnice 2.3 popisuje reakce
excitovanych molekul vody. Jejich chemicky vyznam na okoli je ovSiem mensi neZ v pfipadé
ionizovanych molekul. Vznik tzv. solvatovaného elektronu je znazornén rovnici 2.4. Za
vétSinu chemickych zmén v ozarenych roztocich jsou zodpovédné vzniklé radikaly, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou hydroxylové. Co se ty¢e molekuldrnich produktd, tak vznikly vodik je
prakticky nereaktivni a vétSinou unikd pry¢ a peroxid vodiku reaguje pomérné pomalu.
Vytézky produktl uvedenych reakci jsou zavislé na pH. Napf. pfi pH 0,46 (coZz je pH
kyseliny sirové pfi koncentraci 0,4 mol - dm3, tudiZ koncentrace odpovidajici Frickeho
dozimetru) reaguji solvatované elektrony okamzité s oxoniovymi ionty, vizte rovnici 2.5.

(Gehringer, 1997)
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eqq + H;0" > H,0 + H (2.5)
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Obr. 2.3: Reakce pfi radiolyze vody (prevzato z Spotheim-Maurizot, 2008)

2.3.2 Frickeho dozimetr

Frickeho dozimetr je spolehlivy a nespoctem experimentl provéreny dozimetr.
Bézné se jednd o roztok siranu amonno-Zeleznatého (naptiklad ve formé hexahydratu) o
koncentraci 1 mmol - dm3, kyseliny sirové o koncentraci 0,4 mol - dm= a chloridu sodného
o koncentraci 1 mmol - dm3. Lze také pfipravit variantu tzv. super Frickeho dozimetru, kdy
je zvysena koncentrace Fe?* iontl na 10 mmol - dm™3. Tato verze je vhodnd pro vyssi
obdrzené davky. (Costa, 2012) Pfi manipulaci je zapotiebi brat v potaz moznost ozareni
roztoku ze slunecniho zareni, a tudiz ho uchovavat v temnu. Tento dozimetr se da pfipravit
i v gelové formé pridanim agardzy Ci Zelatiny. (Schreiner, 2004)

Kyselina sirova primarné vytvari vhodné pH roztoku, vizte kapitolu 2.3.1, a chlorid
sodny potlacuje oxidaci Zeleznatych iontl zejména organickymi necistotami. (Fregene,
1967) PFi ozafeni dochazi k oxidaci iontl Fe?* na ionty Fe3*. Tato zdvislost je Umérna
obdriené davce zéfeni. Radiaéné chemicky vytéZek iontl Fe3* je zdvisly na teploté

(Klassen, 1999) a energii ionizujiciho zareni. Zavislost radiacné chemického vytézku na
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energii zafeni pro pfipad této prace byla ziskana prolozenim literarnich dat G pro zareni o

rGzné energii Ing. lvetou Terezii HoSnovou. (Rosado, 2020), (Salata, 2015), (Mufioz Arango,

2020)
Oxidace Fe?* iontl probihad nékolika zpUsoby. Zakladni reakce vizte nize.
H + 0, - HO, (2.6)
HO, + Fe?* - HO; + Fe3* (2.7)
HO; + H* - H,0, (2.8)
'OH + Fe** -» OH™ + Fe3* (2.9)
H,0, + Fe?t - OH™ + Fe3* + OH (2.10)

Rovnice 2.6 popisuje vznik hydroperoxylového radikalu. Ktomuto procesu je
zapotrebi pfistupu kysliku, proto se Frickeho dozimetr nechadvd pred pouzitim sytit
kyslikem. Vrovnici 2.7 lze pozorovat naslednou oxidaci Zeleznatych iontl
hydroperoxylovym radikalem. Vznikly hydroxylovy anion dale reaguje za vzniku peroxidu
vodiku (rovnice 2.8). Dal3i moZnosti oxidace Fe?* iontl Ize pozorovat v rovnicich 2.9 a 2.10.

(Adamovics, 2019)

2.4 Prehled davkovych pfikonl a davek RTG zafeni v praxi

Rentgenové zareni ma Siroké uziti pro zdravotnické, pramyslové a vyzkumné ucely.
Typické hodnoty efektivnich davek pro vybrand lékafska vysetfeni vizte na obrazku 2.4.
K nejvyznamné;jSim prispévatelim lékarského ozareni patii CT téla, jehoz efektivni davka
cca 10 mSv odpovida zhruba 4 letim ozafeni z pfirodnich zdrojl, jehoZz celosvétovy
pramér je asi 2,4 mSv za rok. Individudlni ro¢ni efektivni ddvka lékarského ozareni cini
priblizné 0,62 mSv. (UNEP, 2016) Typicky davkovy pfikon pfi pouziti CT se pohybuje
v jednotkdch mGy - s1. (Novadk, 2014) Nejvyssi davkové prikony jsou dosahovany pfi
pouZiti rentgenové fluoroskopie, a to az 200 mGy - min. (Sherer, 2018)

| v primyslu je vyuZivdno rentgenové zareni v radiografii. Vyuzivd se napf. pfi
kontrole zavazadel a kontejnerll. DalSim pfipadem je vyuZiti rentgenového zareni pfi
defektoskopii.

Mezi vyuziti rentgenového zareni ve vyzkumu patti napf. rentgenova krystalografie a
fluoroskopie. (ARPANSA, 2024) Pfi rentgenové krystalografii se obdrzend davka pohybuje
az do hodnoty cca 30 MGy. Takto vysoka davka muze byt problém napf. pro proteiny, a
proto se pfi jejich analyze pouzivaji nizsi hodnoty. (Zeldin, 2013), (Borshchevskiy, 2014)
Hodnoty davkového pfikonu se poté pohybuji az v jednotkach MGy - s*. (Warren, 2019)
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typické hodnoty efektivnich davek pro rtizné Iékafské RTG zareni
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Obr. 2.4: Efektivni davky pro rGzné pouziti RTG zareni v |ékafstvi (pfevzato z ARPANSA, 2024)

2.5 Chemické metody na ochranu bunék pred RTG zarenim

Existuje Sirokd Skala latek, které prokazaly urcité ucinky ochrany pred ionizujicim
zarenim. Prvni skupinu, kterd neni povaiovana za opravdové radioprotektory, lze
potencialné vymezit jako skupinu latek schopnych zajistit hypoxické podminky, napf.
vazokonstrikci, pro burky v kritickych organech. Do této skupiny lze zafadit kyanid sodny,
oxid uhelnaty, epinefrin i serotonin. (Hall, 2012) Je totiz prokdzana snizend radiacni
citlivost bunék za hypoxickych podminek. Nepfimé poskozeni DNA zplsobené radikdly je
fixovano za pritomnosti kysliku tvorbou hire opravitelnych radikald, vizte rovnici 2.11, kde
R je poSkozend c¢ast DNA. (Halliwell, 2015) Bez pritomnosti kysliku naopak dochazi
k rychlejsi opravé s pomoci napf. thiolovych skupin, dale popsano v kapitole 2.5.1.
(Hirayama, 2013)

R + 0, - RO, (2.112)

Opravdové radioprotektory lze rozdélit podle mechanismu Ucinku. Jednim

z moznych rozdéleni je na nasledujicich pét skupin:

1. vychytavace volnych radikald,
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2. latky podporujici opravu DNA,

3. protizanétlivé latky,

4. latky podporujici regeneraci krvetvornych bunék,

5. Iatky cilici na molekularni droven.

Vychytdvace volnych (zejména -OH) radikdld jsou popsany v kapitole 2.5.1. Latky
podporujici opravné procesy DNA mohou zmirnit jiz zplisobené poskozeni. Jde zejména o
opravu SSB (single-strand breaks) a DSB (double-strand breaks) zplsobenych ionizujicim
zarenim. (Mun, 2018) Mezi tyto latky lze zaradit glutathion ¢i enzym ribonukleotid
reduktdzu. (Thelander, 2007)

Plsobeni ionizujiciho zareni casto spousti rozsahlou zanétlivou reakci imunitniho
systému. K potlaceni Ize pouzit steroidni dexamethason (Chow, 2015) ¢i jiné latky schopné
potlacit nékteré prozanétlivé cytokiny a faktory, napr. latky obsazené ve Inéném seminku
prokazaly urcity vliv ochrany. (Christofidou-Solomidou, 2011)

Modulace regenerace krvetvornych bunék je ucinnou terapeutickou strategii pro
prekondni poskozeni ionizujicim zafenim. Bylo zjisténo, Ze rlzné endogenni slouceniny,
jako jsou imunomodulatory, rlstové faktory apod. mohou pUsobit jako radioprotektory.
Napt. erythropoietin ¢i faktor kmenovych bunék (SCF) podporuji repopulaci krvetvorné
kostni drené.

Vyzkumy zamérujici se na pochopeni apoptotickych a signalizacnich drah, které se
podileji na poSkozeni ionizujicim zafenim, prokazaly klicovou roli nékterych latek pfi tomto
procesu a Ze jejich snizend ¢i zvySend exprese ovliviiuje radiac¢ni citlivost. Pro priklad
rosiglitazon zvySuje signalizaci ionizujicim zafenim indukované apoptézy v lidskych
bunkach. Naopak pifithrin-u prokazal ochranou ucinnost prfed ionizujicim zafenim
indukovanou apoptdzou u mysi. (Mun, 2018)

Pouziti vétSiny uvedenych latek je ve fazi vyzkumu. Americky ufad pro kontrolu
potravin a léCiv (FDA) prozatim schvalil jen velmi malé mnozstvi rliznych chemickych latek
k pouziti jako radioprotektory. Mezi tyto latky patfi: pruskd modr (zvand téz patizska,
berlinskd ¢i brandeburskd), jodid draselny, granisetron, amifostin a palifermin. Pruska
modrf ucinkuje jako chelataéni &inidlo pro nékteré kovy (napf. '3’Cs). Jodid draselny je
vSeobecné znamou latkou pouzivanou k ochrané pred ionizujicim zafenim, nicméné chrani
jen pred radionuklidy jédu a jeho uUcinek je tedy vazan na Stitnou Zlazu, jelikoz funguje jako
saturator jédu. Nasycend $titna 7laza poté nemad tendenci pfijimat radioaktivni jéd (31,
125) Ucinek granisteronu spocivd ve snizeni ddvivych stavil po akutnim ozafeni.
(Armbruster, 2021) Palifermin stimuluje déleni, podporuje opravu DNA a pouZivd se

zejména k |é¢bé oralni mukositidy v souvislosti s chemoterapii. (Sadeghi, 2021) Amifostin
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je popsan v kapitole 2.5.1, jelikoz pusobi jako vychytavac volnych radikall a je tedy jediny

FDA schvaleny obecné plsobici radioprotektor.

2.5.1 Vychytavace -OH radikald

Nejvyznamnéjsi skupinou radioprotektor( jsou thiolové slouceniny. Nejjednodussi
z nich je cystein. Jeho ochranny ucinek byl objeven jiz v roce 1948. Zhruba ve stejnou dobu
se prokazal ochranny ucinek cysteaminu neboli merkaptoethylaminu. Tato latka ma pfi
koncentraci 150 mg - kg! davkovy redukéni faktor (dose reduction factor — DRF) 1,8 pro
rentgenové zareni. DRF uvadi kolikanasobek davky bez pouziti ochranné latky ma stejné
ucinky pfi pouziti ochranné latky. Vétsina thiolovych sloucenin, které prokazaly ochranny
vliv proti ionizujicimu zafeni, se vyznaCuje pritomnosti thiolové (-SH) skupiny na jedné
strané molekuly se silné bazickou skupinou (amin, guanidin) na strané druhé. Tyto
slouceniny ukazuji nejvétsi ochranny vliv vici rentgenovému a y zareni, naopak
neprokazaly silny ochranny efekt vici a zareni. Jejich Ucinek je totiz nepfimo Uumérny
hodnoté linedrniho pfenosu energie pro dané zareni.

Princip ochranného ucinku thiolovych slouéenin spocdiva zejména ve vychytavani
volnych radikal( a také v jejich funkci jakoZzto donoru vodiku pro usnadnéni opravy DNA,
vizte rovnici 2.12, kde jakozto donor vodiku figuruje glutathion (GSH). Pfimé vychytavani
volnych radikal(l je zndzornéno na obrazku 2.5. Ethanol zde figuruje jako vychytavac -OH

radikall a vznika jiz méné reaktivni hydroxyethylovy radikal. (Halliwell, 2015)

H H H

I | I
H—C—C—O—H+0OH* — H—C—C—O0—H+H,0

I | | |

H H H H

Obr. 2.5: Reakce ethanolu s -OH radikalem (Halliwell, 2015)

R + GSH - RH+GS’ (2.12)

Vzhledem k uddlostem v HiroS§imé a Nagasaki na konci druhé svétové valky zapocala
americké armada velky vyzkum v oblasti ochrany pred ionizujicim zafenim. Davka cysteinu
dostate¢na k ochrané pred ionizujicim zafenim je toxickda a projevuje se vyraznymi
vedlejSimi ucéinky. Armadni vyzkum dosel ke zjisténi, Ze pri "kryti" -SH skupiny fosfatovou
skupinou dochdzi ke snizeni toxicity a projevl vedlejsich Gcinkd. Takto bylo pfipraveno
nékolik pouzitelnych sloucenin. Prvni z nich, cystafos, oznacovany jako WR-638, byl pry
béZné nosen sovétskymi vojaky béhem studené valky. Druhd z nich, jiz zminény amifostin,

oznacovany jako WR-2721, byl pravdépodobné pouZit jako potencidlni ochrana pro pfi
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misich na Mésic. Vzorec amifostinu vizte na obrazku 2.6. Pfi ddvce 600 mg - kg hodnota
DRF pro amifostin dosahuje teoretického maxima 3. Amifostin se dnes pouZiva napf. pro
prevenci xerostomie pfi lé¢bé nadora hlavy ¢i krku. Je dllezité podotknout, Ze aby se
amifostin Ucinné dostal do bunék, je nejprve nutna enzymatickd defosforylace alkalickou
fosfatdzou, ktera je pfirozené pritomna v tkanich. PfestoZze amifostin prostupuje do
nador( pomaleji nez do normalnich tkani, tak nenasel ¢asté pouziti kvali potencionalnimu
snizeni ucinku ozareni na dany nador. (Hall, 2012)

Existuje velké mnoiZstvi experimentdlnich vychytavacl -OH radikald. Nékolik studii
prokazalo ochranny vliv ethanolu, methanolu a formidtu draselného pro bakterie E. coli a
kvasinky S. cerevisiae pred ucinky zareniy. (Mucka, 2015), (Ondrak, 2019), (Mucka, 2018)

o)
\\ /OH

H
H.N N P
NN \/\S/ \OH

Obr. 2.6: Vzorec amifostinu
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy a chemikalie

Vybrany mikroorganismus pro tuto prdci byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae
haploidniho kmene DBM 272 parovaciho typu a. Kultura mikroorganism( byla ziskana z
Ustavu biochemie a mikrobiologie z Fakulty potravinafské a biochemické technologie
z Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Tyto kvasinky byly kultivovany na
selektivni Sabouraudové agarové Zzivné pldé sobsahem chloramfenikolu. K pfipravé
suspenzi k ozareni byl vyuzit 100% ethanol a laboratorné pfipraveny fyziologicky roztok
(0,9% vodny roztok NaCl).

Pro pfipravu Frickeho dozimetru byl vyuzit hexahydrat siranu amonno-zeleznatého,
chlorid sodny a 96% kyselina sirova. V tabulce niZze jsou uvedeny specifikace pouZzitych
chemikalii.

Tab. 3.1: Specifikace pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie Vyrobce Cistota | Velikost baleni Sarze

(chemicka znacka)

Sabouraud HiMedia - 500 g 0000275509

Chloramphenicol Agar (-) | Laboratories GmbH

Ethanol absolutni Ing. Petr Svec - p. a. 1000 ml 2506270622
(CH3CH,0H) PENTASs. r. 0.
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + 299,8 % 1kg 158267492
- pro fyziologicky roztok Co. KG
Kyselina sirova 96% P. A. Lach-ner, s. r. 0. p. a. 1000 ml PP/2013/05676
(H2S04)
Chlorid sodny p. a. (NaCl) Ing. Petr Svec - p. a. 1000 g 2211241117
- pro Frickeho dozimetr PENTAs. r. 0.
Ammonium iron(ll) Sigma-Aldrich s. r. 0. | 299,0% 1kg BCBR4564V

sulfate hexahydrate

((NH4)2FeSO4 - 6 H,0)

3.2 Pfiprava Zivnych pud, fyziologickych roztoki a sterilizace
Pro steriliza¢ni procesy byl vyuzivan autoklav 2540M od spoleénosti Tuttnauer, vizte

Obr. 3.1. Pro vsechny sterilizaéni procesy v autoklavu byla pouzivdna teplota 121 °C.
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Rozlévani pld metodou liti ploten bylo provddéno v laminarnim boxu Aura Mini od
spolec¢nosti BioAir, vizte Obr. 3.2.

Pouzitd prdskovd smés selektivnich Zivnych pld obsahovala jako antibakteridlni
slozku chloramfenikol. Zivné pldy byly pfipraveny do 500ml Erlenmeyerovych banék
odvazenim 16,3 g praskové pldy a rozpusténim v 250 ml demineralizované vody. Hrdlo
Erlenmeyerovy banky bylo poté uzavieno zatkou z buniCiny a prekryto hlinikovou folii.
Takto pripravené barnky byly sterilizovany po dobu 40 min v autoklavu. Jesté horké a
tekuté pady byly rozlity v lamindrnim boxu. Jednorazové Petriho misky byly sterilizovany
jiz z vyroby. Petriho misky byly uchovavany v termostatu Q-Cell 140 od spole¢nosti Pol-
Lab, vizte Obr. 3.3, kvili pfedsuseni na experiment po dobu alespon 2 dni. Pro dlouhodobé
skladovani byla zvolena chladni¢ka, aby naopak nedoslo k pfilisnému vysuseni. Zivné pady,
véetné téch s mikroorganismy, byly uchovavany dnem vzhlru, aby nedoslo ke stékani

kondenzované vody zpét na Zivhou pudu.

Obr. 3.1: Autoklav 2540M

Fyziologicky roztok byl pfipravovan rozpusténim 2,7 g NaCl v 300 ml
demineralizované vody v 500ml Erlemeyerovych bankach. Hrdla banék byla opatfena
zatkou z buni¢iny a zakryta hlinikovou fdlii. Poté byly bariky sroztoky sterilizovany
v autokldvu po dobu 35 min. Pfipravené fyziologické roztoky byly uchovdvany budto
v Erlemeyerovych barikach, anebo v predem v autokldvu sterilizovanych lahvi¢kach ve
skfini v temnu.

Spicky pro automatické pipety od spoleénosti Eppendorf ve velikosti 200 pl, 1000 pl,
5000 pl a 10000 ul v pfislusnych boxech byly stejné jako takzvané hokejky sterilizovany

v autoklavu po dobu 35 min. Pod pojmem hokejka je myslena sklenéna tycinka zahnuta v
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plameni kahanu do tvaru pismena L. K indikaci sterilizace lahvi¢ek na fyziologické roztoky a
Spic¢ek na pipety byla pouZivana indikacni sterilizacni paska.

Laminarni box byl pred zapocetim prace sterilizovan vytfenim vnitfniho prostoru
70% roztokem ethanolu, pfipadné i 1,5% roztokem ajatinu a pomoci UV zafeni po dobu 25

min.

Obr. 3.3: Termostat Q-Cell 140
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3.3 Preockovani kultury a pocitani kolonii

Kultura S. cerevisisae byla preockovavana ve dvou pripadech. Zaprvé k udrzeni vitalni
kultury, ktera byla skladovana na Petriho miskach zatazenych parafilmem v krabicce v
lednici. Druhy pfipad byl kziskdni mikroorganismd na experiment. Petriho misky
s mikroorganismy na experiment byly kultivovany v termostatu po dobu 4 (pro davkovy
pFikon 150 a 90 Gy - h'!) nebo 7 dni (pro davkovy pFikon 120 Gy - h!) pfi teploté 30 °C.
Pfeockovani kultury probihalo v laminarnim boxu. Pomoci ocka, které bylo predem
opalené v lihovém kahanu, byla pfeockovana kultura z misky z lednice na pfipravenou

novou misku s Zivnou pudou. Ocko vizte na Obr. 3.4.

\"'§_=—

Obr. 3.4: Ocko na kvasinky

Petriho misky s vyrostlymi koloniemi byly po 2 dnech kultivace vtermostatu
pocitdany pomoci pocitacky kolonii Schiitt Count od spolecnosti Schuett-Biotec, vizte Obr.

3.5. Pocitacka zaznamendva dotyky fixem na vloZenou Petriho misku.

Obr. 3.5: Pocitacka kolonii Schiitt Count

3.4 Prubéh experimentu se S. cerevisiae
Nejprve byly do laminarniho boxu umistény potrebné predméty (boxy se Spickami
na pipety, stojanky se zkumavkami a jiné), které byly predtim otfeny 70% ethanolem.

Vsechny pouzivané zkumavky byly sterilizovany jiz z vyroby. Do pfipravenych zkumavek
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bylo napipetovano potifebné mnozstvi absolutniho ethanolu a fyziologického roztoku tak,
aby byly zkumavky pfipraveny na napipetovani suspenze s kvasinkami. Celkovy objem
suspenze byl 10 ml a zvolené koncentrace ethanolu byly 0; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75 a 2
mol - dm?3.

Kultura S. cerevisiae z Petriho misky z termostatu byla pomoci ocka pfesunuta do
50ml zkumavky s 30 ml fyziologického roztoku. K zajisténi homogenni suspenze byla
pouzivana trepacka typu vortex MS 3 basic od spolec¢nosti IKA Works, vizte Obr. 3.6.
Trepacka byla pouZivana pokazdé pred pipetovanim suspenze. Vhodna pocatecni
koncentrace bunék je Fadové 107 bunék na 1 ml a byla poéitdna pomoci Birkerovy
komUrky na mikroskopu DN 45 od spolecnosti Lambda Praha, vizte Obr. 3.7. Snahou bylo
dosdhnout poctu okolo 150 aZ 200 bunék ve ctverci. K vypoctu bunék na 1 ml (zavisla

proménna x) lze vyuZit vzorec
a - 1000

X = (3.1)
kde a je napocitany pocet bunék, n je pocet pocitanych ¢tvercli a V je objem Ctverce. Po
dosazeni 200 napocitanych bunék vjednom spocitaném c¢tverci o objemu 0,004 mm3
vychdazi pocet bunék na 5 - 107 bunék na 1 ml. Pfipravena suspenze s kvasinkami byla
napipetovana vobjemu 1 ml do pfislusnych zkumavek, jejichz celkovy objem byl jiz
zminénych 10 ml, tésné pred ozarenim. Tim doslo k nafedéni poctu bunék na 5 - 108 bunék

na 1l ml.

Obr. 3.6: Trepacka typu vortex MS 3 basic
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Obr. 3.7: Mikroskop DN 45

Vidy bylo pfipraveno osm koncentraci ethanolu, véetné nulové. Od kazdé
koncentrace byla pfipravena zkumavka uréena k ozareni a zkumavka neurcéena k ozareni,
ktera zastupovala toxické ucinky ethanolu a jiné vlivy. Tento postup byl rozdélen na dvé
série. Do rentgenového ozarovace SCIOX Beam od spoleénosti MICo Vision s. r. 0., vizte
Obr. 3.8, byly vzidy umistény 4 zkumavky. Trepacka byla nastavena na 20 otacek za minutu,
v rentgenovém zdroji byla pouZita filtrace zareni ve formé dvou 2mm hlinikovych plechd,
celkova tloustka stinéni tedy byla 4 mm. Nastaveni policky pro vysokoenergetickou
rentgenku bylo 526 mm, to odpovidalo vzdalenosti vzorkd od zdroje zareni rovné 400 mm.
Do celkové vysky byla totiz zapoctena vyska tiepacky (118 mm) a stojanku na zkumavky (8
mm). Nastaveni napéti bylo 195 kV. Proudova nastaveni 12, resp. 16, resp. 20 mA urcovala
tfi davkové prikony 112; resp. 155; resp. 185 Gy - h! stanovené pomoci Frickeho
dozimetru, vizte kap. 4.1. Doba ozarovani byla nastavena tak, aby vzorky obdrzely
pfiblizné stejné davky, tedy 124; resp. 129; resp. 129 Gy. Geometrické umisténi
v rentgenovém zdroji vizte na Obr. 3.9. IkdyZ pouzitd rentgenka ma Siroky vyzarovaci uhel

(40°), byly vzorky vidy peclivé umistovany do presné pozice. Trepacka byla zarovnana s
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levym do mistnosti blizSim rohem policky, stinitko pod tfepackou presahovalo jednim
velkym ¢tvercem policku. Zkumavky byly umistény na pozice 5 az 8 s vicky smérujicimi

dovnitf ozarovace a pfirazenymi k stojanku zkumavek.

Obr. 3.9: Umisténi zkumavek v ozarovaci
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PFi ozarovani prvni série byla napipetovana série druha. Bylo tedy pfipraveno 16
zkumavek a pro kazdou byl po ozafeni pouzit dvoukrokovy systém fedéni. Ktomuto
postupu byly v laminarnim boxu jiz pfedem napipetované dvé zkumavky s fyziologickym
roztokem. Z ozarené zkumavky se odpipetovalo 200 pl suspenze do prvni fedici zkumavky,
z té se poté odpipetovalo 500 ul suspenze do druhé fedici zkumavky, v pfipadé neozarené
zkumavky se jednalo o 100 pl a 500 pl. Celkové redéni vzorkd bylo 1000krat v pfipadé
ozarenych a 2000krat v pripadé neozarenych vzorkl. Z druhé fedici zkumavky bylo
napipetovano 100 ul suspenze na pfipravenou Zivnou pudu, tedy = 500, resp. 250 bunék.

Nasledné pomoci "hokejky", sterilizované namocenim do ethanolu a jeho zapalenim
tak, aby dohorel az v laminarnim boxu, byla suspenze rozetfena po povrchu zZivné pldy s
pomoci Petriturn-M od spolecnosti Schuett-Biotec, vizte Obr. 3.10. Od kazdé zkumavky
byly vyockovany 4 Petriho misky, které poté byly umistény do termostatu. Zde byly
ponechany 2 dny k inkubaci.

Obr. 3.10: Petriturn-M

3.5 Priprava Frickeho dozimetru a chemicka dozimetrie

Frickeho dozimetr byl pfipravovan jako roztok 1 mmol - dm3 Fe?* ve formé
(NH4)2FeS0O4 - 6 H,0, 1 mmol - dm™3 NaCl a 0,4 mol - dm™3 H;SO4. Tento roztok byl
pfipravovan do 1000ml odmérné barky. Nejprve byla do banky nalita demineralizovana
vody (cca 75 % objemu), poté byla pfilita kyselina sirova a na zavér nasypan chlorid sodny
spoleéné s hexahydratem siranu amonno-Zeleznatého. Nasledné byla barika dolita
demineralizovanou vodou po rysku a umisténa do temna na jednu hodinu s otevienou
zatkou kvali syceni vzdusnym kyslikem. Po nasyceni byl roztok Frickeho dozimetru
napipetovan do vsSech potiebnych zkumavek. Tyto zkumavky byly uchovény vtemnu a

odebirany postupné dle planu experimentu.
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Dozimetrie rentgenové zdroje byla provedena pro proudové nastaveni 8, 12, 16 a 20
mA. Vidy bylo pouZito osm 15ml zkumavek s objemem Frickeho dozimetru 10 ml
umisténych na stojanku na tfepacce v rentgenovém zdroji. Na tomto stojanku bylo vyuzito
8 prostfednich pozic. Ostatni nastaveni a usporadani rentgenového zdroje bylo totozné
jako v pfipadé experimentu se S. cerevisisae popsaném v kapitole 3.4. Pro kazdé proudové
nastaveni bylo zvoleno sedm ¢ast ozarovani véetné nulového. V pfipadé 20 a 16 mA se
jednalo o 10, 20, 30, 40, 50 a 60 min a v pripadé 12 a 8 mAse jednalo o 15, 30, 45, 60, 75 a
90 min. Ozarené zkumavky byly analyzovdny ve spektrofotometru UV-Vis Cary 100 od
spole¢nosti Varian. Ktomuto ucelu byly pouzity kiemenné kyvety, jelikoz rozsah méreni
byl 270 az 570 nm.

3.6 Vyhodnocovani experimentalnich dat

3.6.1 Frickeho dozimetrie
Vypocet davky D na zakladé ziskanych hodnot absorbance byl urcen dle rovnice
c
p=—fe (3.2)
p - Gpes+

kde cp 3+ je koncentrace Zelezitych iontl v roztoku Frickeho dozimetru vypoltend dle
Lambert-Beerova zdkona, p je hustota Frickeho dozimetru ziskand z webové aplikace
DENS1 Calculator (Drefahl, 2024) jako 1,022 g-cm™ a Gp,3+ je radiacné chemicky vytézek
s korekci na teplotu béhem ozarovani vzorku. NiZze je uvedena rovnice pro G* udavajici
pocet molekul na 100 eV

G* = 0,57953 - In(x) + 11,44642, (3.3)
kde x je stfedni energie zafeni (v této praci = 72 keV). Nejistota stanoveni p;+ je 0,03815
molekul na 100 eV. G, 3+ s korekci na teplotu byl vypocten dle rovnice

Gre3+ = G* - (1+ AT - 0,0012), (3.4)

kde AT je diference primérné teploty béhem ozarovani oproti 25 °C.

Dévkovy piikon D byl uréen pomoci funkce LINREGRESE v programu Excel ze
zavislosti davky na ¢ase. Dle Gaussova zakona Sifeni chyb byly vypoéteny odchylky pro
ziskané hodnoty davkového pfikonu dle rovnice
(3.5)

kde ;, je chyba ziskand zfunkce linearni regrese. Odchylka primérnych hodnot
davkového prikonu pro jednotlivé pozice a také odchylka primérného davkového prikonu
pro ozarovaci pozice pfi daném nastaveni ozafovaCe byla vypocétena pomoci funkce

SMODCH.VYBER.S v programu Excel, kterd je dana ptedpisem
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(3.6)

kde x je x-ty prvek, x je prlmérna hodnota souboru a n je pocet prvkid v souboru.

3.6.2 Ochranna ucinnost EtOH

Pro kazdy vzorek byla suspenze s burikami vyockovana na 4 Petriho misky s Zivhou
pudou. Ziskané hodnoty spoctenych kolonii na jednotlivych miskach byly podrobeny Dean-
Dixonovu testu (Skoog, 2019), hodnoty nesplnujici kritéria byly vylouceny k naslednému
vyhodnocovani. Zbylé hodnoty byly pfepocteny na pocet Zivotaschopnych bunék na 1 ml
pavodniho roztoku, kvlli rozdilnému fedéni jednotlivych vzork(, a zprlimérovany.
Nasledné byly ziskany jednotlivé odchylky dle funkce SMODCH.VYBER.S v programu Excel,
vizte rovnici 3.6.

Ochrannd ucinnost EtOH ¢ byla vypoctena dle rovnice

In (ﬁ) (3.7)

— |
= 0
In (—)
as
kde jednotlivé proménné znaci primérnou koncentraci bunék v jednotlivych suspenzich. b

je ozarena suspenze bez EtOH, a, je neozarena suspenze bez EtOH, ¢ je ozarena suspenze

s EtOH a ag je neozarena suspenze s EtOH. (Mucka, 2013) Odchylka p,; je rovna vyrazu

z 2 3.8
<_;>2.u2 + ﬁ .“2 +<;>2.u2 + _ﬁ .IJZ ( )
a-In () A\ (a%)z a,) ° \b-In &) "\ (a%)z Y

ziskanému z Gaussova zakona Sifeni chyb. Ochranna ucinnost byla vynasena do grafu

v zavislosti na vychytdvaci Ucinnosti Q dané rovnici
Q = kowu * Cgron, (3.9)
kde kop znadi rychlostni konstantu reakce -OH radikal( s ethanolem (je rovna 2,0 - 10° | -
mol? - s1) a cgroy znadi koncentraci ethanolu. (Mucka, 2013)
Zavislost hodnot o na Q byla zpracovana v programu Excel metodou vazené linedrni

regrese. Zvolenou vahou byla p, 2.

Hodnoty smérnic ze spole¢nych vyhodnoceni
experimentl pro jednotlivé davkové prikony véetné jejich standardnich odchylek byly

vyneseny do grafu v zavislosti na davkovém pfrikonu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Dozimetrie RTG zdroje

Byla provedena chemickd dozimetrie pomoci Frickeho dozimetru pro 4 rlzna
proudova nastaveni, konkrétné se jednalo o 20, 16, 12 a 8 mA. Ostatni nastaveni
ozarovace byla vidy stejnd. Napéti bylo nastaveno na 195 kV, ke stinéni byly pouzity 4 mm
hlinikového plechu. Geometrii ozafovani vizte v kap. 3.5. Pro kazdé proudové nastaveni
byl vyhodnocen davkovy pfikon pro jednotlivé pozice 3 az 10 na stojanku trfepacky. Toto
bylo vidy tfikrat zopakovano a na zavér byl vypocten primérny davkovy pfikon ze vsech
méreni na pozicich 5 az 8, jeZ pak byly vyuzivany k ozafovani vzork( S. cerevisiae. Ze vSech
tfech experimentl byl také vypocten primérny davkovy prikon na pozici 3 az 10. Odchylka
hodnoty davkového prikonu byla vypoltena jako smérodatnd odchylka ze trech
experimentalnich hodnot. Primérné davkové prikony ziskané pro pozice 5 az 8 byly
vyneseny do grafu v zavislosti na proudovém nastaveni.

Pro proudové nastaveni 20 mA byl primérny davkovy pfikon na pozicich 5 az 8
stanoven jako 185 * 2,8 Gy - hl. Vyhodnoceni davkového pf¥ikonu pro jednotlivé
experimenty vizte v tabulce 4.1. Pro zavislost davkového prikonu na pozici vizte graf 4.1.

Nékteré datové body v uvedenych grafech maji vdaném méfitku odchylku mensi,

nez je velikost bodu, a tudiz neni zfetelna.

Tab. 4.1: Hodnoty davkového pfikonu pro nastaveni 20 mA

pozice davkovy pfikon [Gy - h]

1. méfeni 2. méreni 3. méreni
3 155+2,3 127 + 14,5 156 +4,4
4 182 +2,2 153+14,4 184 +4,3
5 190 + 2,1 162 + 14,8 193 + 4,6
6 194 +2,5 166 + 14,8 198 + 4,6
7 194 +2,0 171 +10,9 198 +4,3
8 190+ 1,6 168 + 10,9 194 +4,8
9 184+2,4 161 +11,9 187 £ 4,7
10 162 +2,0 141 + 10,7 164 + 4,4
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Graf 4.1: Stanovena zdvislost davkového pfikonu na pozici pro nastaveni 20 mA

Pro proudové nastaveni 20 mA je vidét vyraznéjsi odchylka davkového pfikonu pro 2.
méreni. Vtomto pripadé bych doporucil chemickou dozimetrii zopakovat pro ziskani
presnéjsich vysledkl. Vzhledem k dlouhodobé zidvadé na ozarovaci SCIOX Beam toto
nebylo v rdmci této prace mozné.

Pro proudové nastaveni 16 mA byl primérny davkovy prikon na pozicich 5 az 8
spotten jako 155 * 1,9 Gy - hl. Vyhodnoceni davkového pfikonu pro jednotlivé

experimenty vizte v tabulce 4.2. Pro zavislost davkového pfikonu na pozici vizte graf 4.2.

Tab. 4.2: Hodnoty davkového pfikonu pro nastaveni 16 mA

pozice davkovy pfikon [Gy - h]

1. méfeni 2. méreni 3. méreni
3 126 +2,9 126 +2,5 125 + 4,3
4 148 + 2,7 145+ 2,3 148 £4,1
5 155 +2,8 152 +2,2 154 + 4,1
6 157 +2,7 154+2,1 156 £ 3,9
7 158 +2,1 154 +2,3 156 £ 3,9
8 155+2,5 153+2,4 154 +3,7
9 149+ 2,6 146 + 2,5 148 +3,8
10 131+2,8 128 +2,6 130+3,8
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Graf 4.2: Stanovena zdvislost davkového pfikonu na pozici pro nastaveni 16 mA
Pro proudové nastaveni 12 mA byl primérny davkovy prikon na pozicich 5 az 8
spotten jako 112 + 1,8 Gy - hl. Vyhodnoceni davkového pfikonu pro jednotlivé

experimenty vizte v tabulce 4.3. Pro zavislost davkového prikonu na pozici vizte graf 4.3.

Tab. 4.3: Hodnoty davkového pfikonu pro nastaveni 12 mA

pozice davkovy pfikon [Gy - h]

1. méieni 2. méfeni 3. méfeni
3 90+3,0 90+1,7 92+2,2
4 106+2,4 105+1,8 107 +£2,2
5 112+2,3 110+1,9 112+2,2
6 114 +2,3 111+ 1,6 114 +2,4
7 114+2,1 110+ 1,6 114+2,4
8 111+2,1 108 +1,6 111+2,2
9 107+1,9 103+1,6 107 +£2,2
10 94+1,9 89+1,6 92+2,3

37




115

I 1
.
¢ - I I
= z I
< 105 + |
>
2
Q
95
r
N
T L
85
0 2 4 6 8 10 12
pozice [-]

Graf 4.3: Stanovena zdvislost davkového pfikonu na pozici pro nastaveni 12 mA
Pro proudové nastaveni 8 mA byl primérny ddvkovy pfrikon na pozicich 5 az 8
spocten jako 74 + 2,4 Gy - h1. Vyhodnoceni davkového pfikonu pro jednotlivé experimenty

vizte v tabulce 4.4. Pro zavislost davkového prikonu na pozici vizte graf 4.4.

Tab. 4.4: Hodnoty davkového pfikonu pro nastaveni 8 mA

pozice davkovy pfikon [Gy - h]
1. méreni 2. méfeni 3. méreni
3 57+2,0 6320 62+1,2
4 67+2,1 72+1,7 71+ 1,4
5 70+£2,1 75+1,7 74+1,1
6 71+2,1 77+1,6 75+ 1,0
7 71+2,0 76 1,6 75+1,1
8 70+2,0 751,44 73+0,9
9 68+1,8 72+1,5 71+£1,0
10 57+2,1 63+1,1 61+0,9
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Graf 4.4: Stanovena zdvislost davkového pfikonu na pozici pro nastaveni 8 mA

Z graft 4.1 az 4.4 Ize pozorovat, Ze vSech 4 pripadech bylo nejvyssich davkovych
pfikonl dosaZzeno ve stredu tfepacky na pozicich 6 a 7, od nichZ hodnoty spojité klesaji na
obé strany. Pravdépodobnou pfi¢inou je jak pokles intenzity zareni se vzdalenosti od
zdroje, tak moZnost, Ze se okrajové zkumavky pfi rotaénim tfepani nenachazely ve svazku
zadfeni po celou dobu ozarovani. Kvali tomuto fenoménu byly zvoleny k ozafovani
S.cerevisiae pozice 5 az 8, kde neni natolik velky rozdil v hodnotach davkového pfikonu.

Primérné hodnoty davkového prikonu na ozarovacich pozicich 5 az 8 pro jednotliva

proudova nastaveni byly vyneseny do grafu v zavislosti nastaveném proudu, vizte graf 4.5.
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Graf 4.5: Stanovena zdvislost davkového prikonu na proudu

Z grafu 4.5 je vidét linearni zavislost davkového prikonu na nastaveném proudu,
ktera je ve shodé s ocekavanim (Bruno, 2017) a umoziuje tak zvolit libovolnou dédvkovou
rychlost volbou hodnoty proudu (do max. 20 mA). Pro porovndni je zde uveden i bod pro
nastaveni 20 mA s vyloucenim druhého méreni, které se vyrazné liSilo od ostatnich.
K nému je znazornén i pfislusny linearni fit s rovnici a intervalem spolehlivosti R2. Je
zfetelné, ze pfi vylouéeni druhého méreni je linearni zavislost presnéjsi, jelikoz hodnota R?

je bliz&i 1.

4.2 Ochranna uéinnost EtOH

Pro proudova nastaveni 12; resp. 16; resp. 20 mA, coz odpovidd davkovému prikonu
112; resp. 155; resp. 185 Gy - h'! (vizte kap. 4.1) a zéroveri také obdrzené davce 124; resp.
129; resp. 129 Gy odpovidajici dobé ozatovani 4000 s; resp. 3000 s; resp. 2400 s, byla
stanovena ochrannd ucinnost EtOH. Jednotlivé koncentrace EtOH a tomu odpovidajici
vychytdvaci u¢innost Q lze vidét v tabulce 4.5. Pro kazdy ddvkovy prikon byly provedeny 3
experimenty. V uvedenych grafech je mimo experimentalnich bod{ znazornén interval
spolehlivosti na hladiné 95 % a linearni fit. Zpracovani dat a vyhodnoceni ochranné

ucinnosti je popsano v kapitole 3.6.2.
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Tab. 4.5: Koncentrace EtOH a odpovidajici vychytdvaci G¢innost EtOH

Crron [mol - dm™] 0 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2

Q-107°[s7] 0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Vyhodnoceni jednotlivych experimentl pro davkovy pfikon 185 Gy - h! vizte na
grafech 4.6 az 4.8. Spole¢né vyhodnoceni vizte na grafu 4.9. Hodnoty ochranné ucinnosti
jsou uvedeny v tabulce 4.6.

Nékteré datové body v uvedenych grafech maji vdaném meéfitku odchylku mensi,
nez je velikost bodu, a tudiz neni zfetelnd. Nékteré body maji naopak odchylku vétsi, a

tudiz neni zndzornéna v celé velikosti.

Tab. 4.6: Hodnoty ochranné G¢innosti EtOH pro davkovy p¥ikon 185 Gy - h!

Q-107°[s] 0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

o (1. méfeni) [-] 1,00 2,58 3,58 5,06 1,18 3,88 13,0 -11,8

o (2. méfeni) [-] 1,00 397 2,13 3,11 48,9 1,09 -1,07 6,77

o (3. méfeni) [-] 1,00 3,18 0,47 6,46 11,4 1,32 -96,9 0,40
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Graf 4.6: Zavislost ochranné uc¢innosti EtOH na vychytévaci Géinnosti - 185 Gy - h't (1. méFeni)
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Graf 4.7: Zavislost ochranné uc¢innosti EtOH na vychytévaci Géinnosti - 185 Gy - h'* (2. méFeni)
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Graf 4.8: Zavislost ochranné uc¢innosti EtOH na vychytévaci Géinnosti - 185 Gy - h'1 (3. méFeni)
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Graf 4.9: Z4vislost ochranné G¢innosti EtOH na vychytavaci Gcéinnosti - 185 Gy - h?!
Vyhodnoceni jednotlivych experiment( pro davkovy pfikon 155 Gy - h! vizte na
grafech 4.10 az 4.12. Spoleéné vyhodnoceni vizte na grafu 4.13. Hodnoty ochranné

ucinnosti jsou uvedeny v tabulce 4.7.

Tab. 4.7: Hodnoty ochranné G&innosti EtOH pro davkovy pFikon 155 Gy - h?

Q-107°[s7] 0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

o (1. méfeni) [-] 1,00 1,34 1,01 0,96 2,43 -1,76 0,34 -3,16

o (2. méfeni) [-] 1,00 0,04 1,07 0,04 -0,05 0,07 0,02 -0,94

o (3. méfeni) [-] 1,00 0,13 0,16 -0,14 0,24 1,28 10,9 0,14
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Graf 4.10: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 155 Gy - h™ (1. méfeni)
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Graf 4.11: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 155 Gy - h (2. méfeni)
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Graf 4.12: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 155 Gy - h™ (3. méfeni)
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Graf 4.13: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 155 Gy - h!

45




Vyhodnoceni jednotlivych experimentl pro davkovy pfikon 112 Gy - h! vizte na

grafech 4.14 az 4.16. Spole¢né vyhodnoceni vizte na grafu 4.17. Hodnoty ochranné

ucinnosti jsou uvedeny v tabulce 4.8.

Tab. 4.8: Hodnoty ochranné G¢innosti EtOH pro davkovy pfikon 112 Gy - h?

Q- 10° [S'l] 0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
o (1. méreni) [-] 1,00 -1,01 1,48 0,39 1,86 0,46 2,66 -6,90
o (2. méfeni) [-] 1,00 0,37 0,49 0,80 1,56 -4,93 -0,43 0,31
o (3. méfeni) [-] 1,00 -0,11 -0,39 -0,18 -0,34 -0,47 0,23 0,12
3 .
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Graf 4.14: Zavislost ochranné G¢innosti EtOH na vychytdvaci U¢innosti - 112 Gy - h'* (1. méfeni)
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Graf 4.15: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 112 Gy - h™* (2. méfeni)
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Graf 4.16: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 112 Gy - h* (3. méfeni)
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Graf 4.17: Zavislost ochranné G&innosti EtOH na vychytavaci u¢innosti - 112 Gy - h!

Provedené experimenty neprokdzaly Zadnou ochrannou ucinnost EtOH jakoZto
vychytdvace -OH radikald. Témér nulovd hodnota smérnic kg znaci absenci ochranného
faktoru a ochrannd ucinnost tudiz neprojevuje prakticky Zaddnou zavislost na vychytavaci
ucinnosti. K tomuto vysledku se dospélo i pres fakt, Ze zvoleny davkovy prikon a obdrzena
davka nezplsobi zahubeni naprosté vétsiny Zivych bunék ve vzorku, vizte kapitolu 7.2. Pro
budouci vyzkum by bylo mozna vhodné zamérit se na proces pipetovani vzork(. V pripadé
této prace byly ozarené vzorky rozpipetovany a vyockovany na Petriho misky postupné,
coz vedlo k ¢asovému prodleni vyockovani mezi jednotlivymi vzorky, béhem néhoz mohlo
dochazet k odumirani bunék kvali toxicité EtOH. Pro budouci vyzkum by bylo mozna
vhodnéjsi nejprve vSechny vzorky naredit a poté postupné vyockovat. Velké hodnoty
chybovych usecek jsou zplisobeny vyrazné rozdilnymi hodnotami napocitanych kolonii na
vyockovanych miskach. V nékolika pripadech také dosSlo k ndrustu poctu kolonii pro
neozareny vzorek s vys$si koncentraci EtOH (coZ je v rozporu s toxicitou EtOH v(ci burikdm
S. cerevisiae). Hypoteticky by vtomto pripadé mohlo dochazet k urcité ochrané i za
laboratornich podminek ¢i vytvoreni vhodnéjsiho prostredi pro burky pfi pfitomnosti
EtOH. V jinych pfipadech byla napocitana vyssi hodnota poctu kolonii pro ozareny vzorek
oproti vzorku neozarenému pfti stejné koncentraci EtOH (to je zase v rozporu s letadlnimi

ucinky rentgenového zareni). Vtomto pripadé lze uvaZovat, zda-li mGze mit na bunky
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urcity vliv vyssi teplota (cca 30 - 40 °C) ve zdroji rentgenového zareni béhem ozarovani.
Tato teplota by mohla napomahat reparacnim procestim v burikach.

Z hodnot smérnic zavislosti ochranné Gcinnosti na vychytavaci Géinnosti kg ziskanych
pro jednotlivé davkové prikony byla sestrojena zdavislost téchto smeérnic na davkovém

pfikonu, vizte graf 4.18. Hodnoty smérnic kg vCetné jejich standardnich odchylek sy vizte

v tabulce 4.8.
Tab. 4.8: Hodnoty smérnic k v zavislosti na davkovém piikonu D
D [Gy - h] ks [s] ks [s] Sk, []
1. méfeni 2. méreni 3. méfeni
112 0,13 -0,10 0,09 0,02 0,05
155 -0,27 -0,01 0,00 -0,02 0,05
185 0,10 -0,42 -0,06 -0,20 0,09
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Graf 4.18: Zavislost smérnic kg na davkovém pfikonu
Z grafu 4.18 je zfejmé, ie zavislost smérnic ks na davkovém ptikonu prakticky

nulovd. Ovsem vzhledem k neprokdzani ochranné uc¢innosti EtOH by bylo vhodné provést

detailnéjsi vyzkum pro vice rozdilnych hodnot davkového prikonu.
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Zavislost ochranné ucinnosti na obdrzené davce nebyla vradmci této prace
prozkoumana, jelikoZz nebyla zjisténa Zadna ochranna ucinnost EtOH pfi ddvce 129; resp.
124 Gy (davkovy pfikon 155 a 185; resp. 112 Gy - hl). Obdobné studie zabyvajici se
ochrannou ucinnosti EtOH vuci zareni y ovSsem nalezly prokazatelné hodnoty ochranné

ucéinnosti pfi davce 152 Gy (davkovy pfikon 70 Gy - h1). (Mucéka, 2013)
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5 ZAVER

Byla provedena chemicka dozimetrie rentgenového ozarovace SCIOX Beam pomoci
Frickeho dozimetru pro 4 rozdilnd proudova nastaveni a konstantni urychlovaci napéti 195
kV. Také byla zjisténa geometricka charakterizace ozafovace, kterd umoznila vhodné
zvoleni pozic pro ozarovani S. cerevisiae. Pro tento Ucel byly zvoleny pozice 5 az 8. Pro
proudové nastaveni 8 mA; resp. 12 mA; resp. 16 mA; resp. 20 mA byl stanoven pramérny
ddvkovy pfikon na pozicich 5 az 8 jako 74 + 2,4 Gy - h'}; resp. 112 + 1,8 Gy - h'; resp. 155 #
1,9 Gy - h'}; resp. 185+ 2,8 Gy - h'1 (194 + 2,8 Gy - h! v pfipadé vylouéeni druhého méfeni,
které se vyrazné liSilo od ostatnich). Timto byla potvrzena linearni zavislost davkového
pfikonu na nastaveném proudu.

Provedené experimenty se S. cerevisiae neprokdzaly zddnou ochrannou ucinnost
EtOH jakoZto vychytavace -OH radikal(i pfed rentgenovym zarenim pro Zadnou hodnotu
davkového prikonu. Ziskané hodnoty ochranné ucinnosti neprojevuji zavislost na
vychytdvaci Ucinnosti (smérnice kg vykazuji téméf nulovou hodnotu). TaktéZ prdmérné
smérnice kg ziskané z jednotlivych experiment(l neprokazaly prakticky 7adnou zavislost
na davkovém prikonu, coz nicméné koresponduje s téméfr nulovou ochrannou ucinnosti
pro jednotlivé experimenty. OvSem vzhledem k tomu, Ze experimenty z predchozich praci
prokdzaly ochrannou ucinnost EtOH pro zafeni gama, je vhodné pokracovat
v systematickém vyzkumu této problematiky. Bylo by moznd vhodné zaméfrit se na proces
fedéni a vyockovani vzorku, tak aby vyockovani vsech vzork( probéhlo v co v nejkratsi
mozné dobé. Také by bylo pfinosné provéfit zavislost bunék S. cerevisiae na teploté

béhem ozarovani, kterd se pohybovala v rozmezi cca 30 - 40 °C.
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7 PRILOHA

7.1 Ukazka zavislosti absorbance na davce

V grafu 7.1 je zndzornéna ukdzkova zavislost nameérené absorbance na dobé
ozafovani, tudiz davce. Hodnoty jsou uvedeny pro proudové nastaveni 12 mA, to odpovida
112 Gy - h}, na pozici 4.
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Graf 7.1: Zavislost absorbance na dobé ozafovani pro nastaveni 12 mA na pozici 4

7.2 Ukazka poctu kolonii

Nize je uvedena tabulka 7.1 jakozto prikladna tabulka poctu Zivotaschopnych bunék,
a tudiz spoctenych kolonii. Uvedené hodnoty plati pro 3. experiment pfi proudovém
nastaveni 16 mA, tudiZ 155 Gy - h%. Poéet bunék v 1 ml vzorku je uveden kvali rozdilnému
Fedéni jednotlivych vzorkd. Cislo u popisu vzorku odpovidd koncentraci EtOH v mol - dm3,

pismeno n znaci neozareny vzorek a pismeno o vzorek ozareny.
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Tab 7.1: Podet kolonii pro davkovy pfikon 155 Gy - h'!

vzorek 1. miska 2. miska 3. miska 4. miska | primér | pocet bunék v 1 ml
vzorku
0-n 116 121 137 141 129 2575000
0-o0 230 240 240 257 242 2417500
0,5-n 121 138 140 145 136 2720000
0,5-0 145 162 175 175 164 1642500
0,75-n 144 146 151 154 149 2975000
0,75-0 170 207 208 219 201 2010000
1-n 93 96 98 100 97 1935000
l-0 177 193 199 213 196 1955000
1,25-n 134 135 141 143 138 2765000
1,25-0 208 213 214 216 213 2127500
1,5-n 102 113 119 124 115 2290000
1,5-0 215 219 220 263 218 2180000
1,75-n 96 97 112 128 108 2165000
1,75-0 185 200 234 242 215 2152500
2-n 111 122 123 124 123 2460000
2-0 133 149 166 170 155 1545000

Podtrzené hodnoty byly vylouéeny k naslednému zpracovani vysledk( na zakladé

Dean-Dixonova testu.
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