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1 Abstrakt

Zkoumaly jsme poSkozeni DNA tuc¢inkem ionizujiciho zafeni. Metodou agarozové elektroforézy
byl zméfen vytézek jednoduchych a dvojnych zlomi v DNA plasmidu pro rizné davky gama
zafeni.

2 Uvod

Makromolekula DNA je nejcitlivéjsi ¢asti bunky pro ucinky riznych toxinl ze zivotniho
prostiedi vcetn¢ ionizujicitho zafeni. Zatfeni zpusobuje celou fadu poSkozeni, znichz jsou
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kritické. Pro zméfeni mnozstvi zlomil vzniklych gama zafenim jsme pouzily metodu agardézové
elektroforézy. Ozatily jsme plazmidovou DNA, kterd pfi indukci zlomt fetézce méni svoji
puvodni sto¢enou konformaci na kruhovou nebo linearni. V elektrickém poli miguji tyto
konformace kazda jinou rychlosti. Vysledky elektroforézy jsme pozorovaly nad UV lampou.

3 Postup

Experimenty jsme provadély na plazmidech pCDNA3. Ke stanoveni koncentrace daného vzorku
DNA slouzi piistroj spektrofotometr. Zméfené hodnoté absorbance 2,3 pti vinové délce 260 nm
odpovida 115 ng/ul DNA.

Priprava gelu
Ptipravily jsme gel z agardzy, vody a barviva SYBR Green. Tuto smés jsme uvafily, nalily do
forem, spacerem vyvofily jamky pro vzorky a gel nechaly ztuhnout.

Vzorky
Nachystaly jsme 6 vzorki o objemu 20 pl, které obsahovaly 3 ul DNA, 1,7 ul fosfatového pufru
(1M K,HPO4.3H,0O + 1M KH,PO4) o koncentraci 100 mM a 15,3 ul vody.



Ozareni
Vzorky jsme ozafovaly davkami 0-10 Gy pomoci zdroje “°Co. Vzorky byly ozafovany najednou,
po ozafeni 2 Gy byl vzdy jeden vzorek vyndan. Jedna kontrolni zkumavka nebyla ozéafena viibec.

Deponovani a elektroforéza

Poté jsme do ozafenych zkumavek ptidaly fluorescencéni barvivo s glycerolem (pro zvyseni
hustoty) a vytvofenou smes jsme pomoci pipety deponovaly do jamek v gelu. Gel jsme umistily
do elektroforézy a nechaly ji prochazet stejnosmérny proud. DNA, nesouci zdporny ndboj, zacala
migrovat ke katod€. Vzorky migrovaly 2 hodiny pfi napéti 150 V.

Nasviceni UV zarenim
Po skonceni elektroforézy jsme vzorky prosvitily UV zéaifenim a vysledky nafotily fotoaparatem
pro dal§i zpracovani na pocitaci.

4 Vysledky

Na fotografiich bylo vidét né¢kolik peaki DNA v zévislosti na mife ozafeni. Nejdale jamkam
byly neporusené plazmidy DNA. Data jsme dokéazaly zpracovat pomoci pocitacové technologie a
v programu Luthien jsme zjistily procentualni zastoupeni linedrni, kruhové a sto¢ené DNA,
vyhodnotily vysledky a z danych hodnot sestavily graf (viz. graf 1). S rostoucim mnozstvim
gama zafeni rostlo 1 poskozeni Sroubovice az do hodnoty 6 Gy, jak muzete vidét v grafu nize.
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Spatnou kvalitou fotografickych snimkt a malym poctem pokust.
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Graf 1: vytézek jednoduchych a dvojnych zlomd DNA
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