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Vyuziti radioaktivnich nuklidd

1. UrCovani stari organickych latek metodou radioaktivniho uhliku

Do vnéjSi atmosféry pronika z kosmu zareni, které vede k jadernym reakcim, pfi nichz
vzinkaji volné neutrony. Ty narazem do molekul dusiku mohou vyvolat jadernou reakci,
pfi niz se molekula rozpadne a jeden atom pohlti neutron a ztrati proton. Dojde k
jakémusi ,vyrazeni“ protonu neutronem. Z izotopu N se tak stane izotop uhliku 4C.
Tyto atomy jsou reakci s kyslikem zabudovany do molekul CO,.
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s N+n— F#C+p
Izotop '“C vSak neni stabilni. V jiné jaderné reakci se jeho jeden neutron pfeméni na
proton, elektron a antineutrino. Elektron a antineutrino jsou vyzareny do prostoru, zbyde

izotop dusiku '“N. Témito dvéma jadernymi reakcemi se postupem doby ustalila v
atmosférickém CO, viceméné konstantni koncentrace izotopu 14C, pfiblizné 10° %.

:'C— N+e +7

Poznamka: Vsimnéte si, Ze shora uvedeny zapis jadernych reakci, bohuzel naprosto
bézny, zcela ignoruje nabojovou bilanci.



Zelené rostliny pouzivaji CO, k fotosyntéze, samy jsou potravou zivo€ichu. Je-li
atmosféricky CO, zabudovan do zivého organizmu, udrzuje se podil izotopu “C na
konstantni urovni, nebot dochazi ke stalé vymeéné uhlikatych latek s atmosférickym CO..
Tato vyména koncCi smrti organizmu, protoZze do vnitfni atmosféry neutronové zareni
nepronika a probiha tedy pouze zpétna reakce (rozpad '#C). U mrtvého organizmu tedy
podil 4C klesa, polotasem tohoto rozpadu je 5730 + 40 y. Analyzou izotopU uhliku v
mrtvém organizmu je tedy mozno stanovit dobu uplynulou od jeho smirti.

PocCet atomu, ktery se rozpadne za infinitesimalni Casovou jednotku, je pfimo umeérny
stavajicimu poctu atomud N: AN

dt

A je rychlostni konstanta pro tuto reakci, tzv. rozpadova konstanta. Re3eni této
diferencialni rovnice je exponencialni funkce:

N (t) = Noe™

N, je pocateCni poCet atomu, N,=N(t=0). Polo€as rozpadu t,,, je Cas, za ktery se
rozpadne 50% materialu. Je to parametr nepfimo umérny rychlostni konstanté A.:
N(t=t1/2)/N0 = 1/2 = eXp(- 7\, t1/2)

= —AN

CviCeni 1 : odvodte rovnici pro t,,

PoloCasu rozpadu 5730 + 40 y tedy odpovida rychlostni konstanta
A=?

Cviceni 2: vypocitejte A



Cviceni 3
Analyzou kosti zvifete bylo zjisténo, ze obsahuje 70% z ptuvodniho mnozstvi

izotopu 1#C. UrcCete stafi zvirete, kdyz polo¢as rozpadu izotopu je 5730 £ 40 y.
(PoZzadovano je feseni, vysledek a standardni odchylka.)

Vyuziti radioaktivnich nuklidd

2. Detekce fragmentl nukleovych kyselin (oligonukleotidi) ozna¢enych radioaktivnim
izotopem fosforu 32P

NEPOVINNE



Priklad: Protein LEF-1 je tzv. transkripéni regulator, ktery reguluje produkci (expresi)
antigenovych receptoru na povrchu lymfocytl T. Jeho funkci je vazat DNA na specifické
sekvenci 5'-CCTTTGAA a vytvorit v DNA ohyb, ktery je pfedpokladem k transkripci. Je
zajimaveé zjistit, s jak velkou afinitou se vaze doména HMG (zelena stuha) proteinu LEF-
1 na DNA, ktera obsahuje sekvenci 5'-CCTTTGAA (modra/zlata). Pfi vzniku komplexu
mezi DNA a LEF-1 hraje dulezitou ulohu aminokyselina methionin (hnéda), ktera se
vklini (,interkaluje®) mezi dvé adeninové baze (tlusté modré Cary).

N-term



Zjisténi afinitni konstanty: V prvni fazi pfipojime na jeden fetézec DNA fosfatovou
skupinu obsahuijici radioaktivni izotop 32P pomoci radioaktivniho adenosin-trifosfatu:

ATP*

Adenosin@@




Zjisténi afinitni konstanty: V prvni fazi pfipojime na jeden rfetézec DNA fosfatovou
skupinu obsahuijici radioaktivni izotop 32P pomoci radioaktivniho adenosin-trifosfatu:

ADP*

Adenosin@@ @




Znacenou DNA nechame reagovat s proteinem, prfiCemz se vytvori rovnovaha:




Znacenou DNA nechame reagovat s proteinem, prfiCemz se vytvori rovnovaha:
O koncentracich v rovnovaze plati:

K = DI « _"P1-D]
|P]- D] ¢ [PD]
K,: asociacni konstanta Kq: disociacni konstanta

P (protein) D* (DNA) PD * (komplex)



ReakCni smés analyzujeme pomoci gelové elektroforézy:
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Negativhé nabita DNA migruje k anodé, smérem dolu. Volna DNA migruje rychleji nez
vazana v komplexu. Jednak kvuli vétsi hmotnosti (a = F/m), jednak vétSi komplex hure
prochazi pory gelu. Navic ma komplex vétsinou mensSi negativni naboj, nebot’ proteiny
vazajici se na DNA maji vétSinou naboj pozitivni. Po urcité dobé gel vyjmeme z pufru,
vysuSime a v temné komore na né€j pfilozime fotograficky papir. Ten na mistech s
radioaktivnim vzorkem zC€erna. Intenzitu skvrny je mozno kvantifikovat a pouzit k urCeni
mnozstvi radioaktivni latky.
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Analyza gelovou elektroforézou titrace 10 pM
roztoku D vzrastajicimi koncentracemi [P],.
Nejpresnéji 1ze uréit pomér [PD]/[D],

([D], = celkova koncentrace DNA,

[P], = celkova koncentrace proteinu).
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P (protein) PD (komplex)
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Analyza gelovou elektroforézou titrace 10 pM T
roztoku D vzrastajicimi koncentracemi [P],. K
Nejpresnéji 1ze uréit pomér [PD]/[D], d
([D], = celkova koncentrace DNA,
[P], = celkova koncentrace proteinu).

Cviceni 4: Dokazte, ze pokud plati [P], >> [D],, je K4 rovna koncentraci [P],, pfi
které je [PD)/[D], = 0.5

Napovéda: [P], = [P] + [PD]; [D], = [D] + [PD]. Dosadte do rovnice pro K.



