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Abstrakt:
Cilem nasi prace bylo urcit vytézky jednoduchych a dvojnych zlomii plasmidové DNA
v zé&vislosti na dévce. K tomu jsme pouzili metodu horizontdlni agar6zové elektroforézy.
Vzorky byly ozateny ®°Co v intervalu 0 az 10 Gy. Vyhodnoceni jsme provedli pomoci
softwaru Luthien. Pro jednoduché zlomy jsme ovéfili linedrni zavislost jejich poctu na davce,
u dvojnych zlomii nebyl v daném rozsahu davek jejich pocet nijak vyznamny.

1 Uvod

Bunééné jadro obsahujici DNA je nejvyznamnéjSim teréem u¢inki ionizujiciho zafeni.
Pro ionizujici zafeni je typickd produkce zloml DNA, a to jak jednoduchych (SSB — single
strand breaks), tak dvojnych (DSB - double strand breaks). Vyzkumy provadéné na
plasmidové DNA v roztoku umoznuji studovat pifimy Gc¢inek zatfeni, nebot’ narozdil od buiiky
se zde neuplatiiuji repara¢ni mechanismy. Pouziva se tzv. ,,smotana™ (supercoiled) DNA.
Kdyz je indukovan jednoduchy zlom, plasmid zméni sviij tvar na kruhovy. Pokud je zpisoben
dvojny zlom (definovan jako zlomy fetézci, jejichz vzdalenost je mensi nez 10-15 fazovych
paril), zméni plasmid svou formu na linearni. Tyto tfi formy lze rozliSit metodou horizontéalni
agar6zové elektroforézy, protoze v elektrickém poli migruji riznou rychlosti

2 Materialy a metody

Experimenty jsme provadéli na plasmidech pCDNA3, jednom z nejcastéji
pouzivanych plasmidi v molekuldrni biologii. Plasmidy, kruhové molekuly DNA nachazejici
se mimo bunécné jadro, jsou izolovany z bakterii. Pfitomnost DNA v poskytnutém vzorku
jsme ovefili pomoci spektrofotometru Genesys 6, slouzicim pro kvantitativni analyzu
v rozsahu vinovych délek 190-1100 nm.

Zkoumany vzorek obsahoval vzdy 100 ng zminéné plasmidové DNA v 10 mM pufru;
celkovy objem vzorku ¢inil 10 pl. Vzorky byly nasledné ozareny v polypropylenovych
tubickach (Eppendorf; 1,5 ml) ve vzduchu kobaltovym zdrojem *’Co v Ustavu jaderné fyziky
(Oddéleni dozimetrie zafeni) vintervalu 0 az 10 Gy. Nasledné jsme pfipravili 0,8%
agardzovy gel s ptidanym fluorescen¢nim barvivem Sybr Green I, které se specificky vaze na
DNA. Jednotlivé formy DNA jsme odseparovali metodou agardézové elektroforézy: vzorky



jsme pipetou deponovali do gelu a nechali je migrovat po dobu 3 hodin pii napéti 100 V.
Vysledkem byl vznik prouzkd, viditelnych pod UV lampou, piedstavujicich migrace
jednotlivée formy DNA, které domigrovali do rtizné vzdalenosti. Gel byl vyfotografovan
digitalnim fotoapardtem za pouziti specidlniho zelatinového filtru propoustéjici jen urcité
vlnové délky tak, aby vysledny obraz byl co nejkvalitné;jsi.

Analyzu vzorku jsme provedli pomoci softwaru Luthien, jenz byl vyvinut v jiz
zmifiovaném Ustavu jaderné fyziky. Takto jsme zjistili procentualni zastoupeni linearni,
kruhové a smotané¢ DNA. Pocet jednoduchych a dvojnych zloml na jeden plasmid jsme
vypodetli pomoci vztaht ®:

x=Mh|(1-L/5a
y=L/1-S5",

kde xje stiedni hodnota podtu jednoduchym zlomi, yje stfedni hodnota podtu zlomi
dvojnych, L’ je zastoupeni linearni formy DNA a S’ je zastoupeni smotané formy DNA.
Kazdy znas si pfipravil, deponoval a vyhodnotil sadu 6 vzorkl, vysledky jsou jejich
pramérem.

3 Vysledky a diskuse

Z grafu ziskaného spektrometrem (Graf 1) vyplyva, ze se DNA ve vzorku opravdu
vyskytuje. Mnozstvi DNA ve vzorku se urcuje z absorbance (A) pii1 vinové délce 260 nm; je
znamo, 7e¢ A=1 odpovida mnozstvi DNA 50 ng.ul”. © V naem vzorku bylo tedy 137,5 ng
DNA.
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Graf 1: Zavislost absorbance na vinové délce.

Ov¢tili jsme, ze srostouci davkou roste vytézek jednoduchych a dvojnych zlomti DNA.
V grafu 2 jsou zaneseny hodnoty poc¢tu zlomi na plasmid v zavislosti na davce; tyto hodnoty
jsou pramérem hodnot naSich méfeni.
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Graf 2: Zavislost poc¢tu zlomil v plasmidu na davce.

4 Shrnuti

Zjistili jsme, Ze pocet jednoduchych zlomil roste linedrné s davkou, coz neplati u
zlomti dvojnych, kde ozafeni tohoto plasmidu relativné malymi davkami jest¢ nedochazi
k vyznamngj$i tvorb¢ téchto zloml. Vyhodnocovani je navic zatizeno lidskym faktorem.
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