Poskozeni DNA vlivem ionizujiciho zateni
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Abstrakt:

Vlivem ionizujiciho zéafeni dochazi k poskozeni DNA. Néktera z téchto poskozeni se daji
jednoduse méfit metodou agarézové elektroforézy. Vzorky DNA ve vod& byly ozateny *°Co
vintervalu 0-8 Gy. Zméfili jsme mnozstvi jednoduchych a dvojnych zloma v ozéfenych
vzorcich a zjistili jsme, Ze zlomt ptibyva s rostouci ddvkou ozateni.

1 Uvod

Pti ozafeni ionizujicim zafenim, jsou posSkozeny jednotlivé ¢asti bunék. Poskozeni DNA je
pro buitku kritické, protoze bunika obsahuje pouze dvé kopie DNA a Spatné opravené
poskozeni ovliviiuje cely zivot bunky a jejich bun€k dcetinych. Typickym poskozenim DNA
ionizujicim zafenim jsou zlomy. Jsou jednoduché (SSB-single strand breaks), které zméni
neposkozeny stoCeny plasmid na kruhovy, nebo dvojné (DSB-double strand breaks), které
zmeéni formu plasmidu na linedrni. Tyto formy lze rozlisit metodou horizontdlni agarézové
elektroforézy, protoze v elektrickém poli migruji kazda jinou rychlosti [1]. Vysledky
elektroforézy jsme pozorovali nad UV lampou.

2 Stanoveni mnozstvi SSB a DSB vzniklych ozarenim DNA

Experimenty jsme provadeli na plasmidech pBS (plasmid Bluescript 11 SK), které se hojné
pouzivaji k pozorovani a klonovani specifickych sekvenci v biofyzice a molekularni biologii.

Za pomoci spektrofotometru GENESYS 6 jsme si nejdiive zméfili pozadi (destilovana
voda) a potom absorbanci DNA, diky niz jsme posléze vypocitali koncentraci dan¢ho vzorku.
Zméfené hodnoté absorbance 2,578 pii vinové délce 260nm odpovida 129 ng/pl DNA.
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graf 1: Zavislost absorbance na vinové délce

Nachystali jsme vzorky o celkovém objemu 30 pl, které obsahovaly 2,7 ul DNA, 3 ul
0,1M roztoku KCl, 3 ul 0,1 M roztoku fosfatového pufru (1M K,HPO,.3H,0 + 1M KH,POy4)
a 21,3 ul H,0. Na zaklad& soudasné aktivity zdroje ®°Co byl uréen &as ozafovani vzorku pro
davku 0-8 Gy. Pro 2 Gy odpovidd doba ozafovani 11min a 33 sec pii vzdalenosti 20cm od
zdroje.

Zatimco vzorky byly ozatovany, pripravili jsme gel z agardzy (0,8%), roztoku TAE a
dale pak 4 pl barviva SYBR Green I (barvivo, které pokud je vazano na DNA je
fluorescenéni). Tuto smés jsme piivedli k varu, vafici smés jsme nalili do forem, vytvofili
jamky pro vzorky a nechali gel ztuhnout. Do ozafenych vzorkl jsme ptidali modré barvivo
s glycerolem. Tuto smés jsme nasledn¢ pomoci pipety deponovali do jamek v agaru, ktery
jsme umistili do horizontalni elektroforézy naplnénou roztokem TAE. Vzorky jsme nechali
migrovat po dobu 2,5 hodiny pfi napéti 100 V a proudu, ktery se se zvySujici teplotou
zvySoval. Vysledny gel jsme polozili na transiluminacni stolek a vyfotili digitdlnim
fotoaparatem Olympus C720.

4 Vysledky

Pti pohledu na gel s DNA pomoci UV lampy byly zietelné vidét 3 peaky DNA a to
podle toho, jak moc byly ozatfeny. V grafu 2 je ukdzan prib¢h intenzity fluorescence jednoho
z ozafenych vzorkl.. V peaku nejdale jamkdm byly neporusené plasmidy DNA (peak 3 na
grafu 2). Postupné se zvySovalo mnozstvi molekul v prvnim peaku - to byly molekuly kde
byla poruSena jedna ze dvou Sroubovic a u nejvétsich dvou davek ozareni se zacina objevovat
1 peak uprostted (peak 2). V tomto ptipad¢ byly poruseny obé Sroubovice.

Analyzu vzorkli jsme provedli pomoci softwaru ImageQuant. Takto jsme zjistili
procentudlni zastoupeni linearni, kruhové a smotané DNA. Pocet jednoduchych a dvojnych
zlomi na jeden plasmid jsme vypocetli pomoci vztaht:

x=1In[(1-L")/S"] y=L'/1-5"),

kde X je stfedni hodnota poctu jednoduchych zlomt, y je stfedni hodnota poc¢tu dvojnych
zloma, L’ je zastoupeni linearni formy DNA a S’ je zastoupeni smotané formy DNA [2].
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graf 2: Densitogram analyzovaného vzorku
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grafy 3 a 4: Zméfend mnozstvi jednoduchych a dvojnych zlomtit DNA v zavislosti na davce

5 Shrnuti

V grafech 3 a 4 jsou shrnuté vysledky naseho experimentu. Mnozstvi jednoduchych 1
dvojnych zlomii DNA roste s absorbovanou davkou zafeni. Dvojnych zlomt je fadové
méng,asi 40-krat. Pii ddvce 8 Gy byly téméf vSechny plasmidy DNA poskozeny.
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