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Abstrakt:
Cilem ulohy bylo zjistit, zda je DNA poskozeno vice pii suché ¢i tekuté formé. Vzorky byly
ozafeny zafenim gama z kobaltového o0zafovae a vyhodnoceny gelovou elektroforézou a
programem Luthien. Bylo zjisténo, Ze tekuté vzorky byly mnohem vice poskozené nez vzorky
suché v dusledku interakce radikalti vzniklych ve vodé pti ozafovani.

1 Uvod

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je tvofena tfemi zakladnimi chemickymi
komponenty — sacharid zvany deoxyribdza, na ktery se vazou dusikaté baze — adenin, cytosin,
guanin, thymin a fosfatu. Souborem téchto latek je fetézec zvany nukleotid. Kazdé dva
nukleotidy jsou mezi komplementarnimi pary spojeny vodikovymi mustky a stoeny do
typické dvousroubovice. Ta je v disledku riznych chemickych vazeb uspofadana do
kruhové molekuly vyskytujici se pfedev§im v cytosolu bakterii, samostatné se replikujici a
nesouci nékteré doplitkové informace) se kterou budeme pracovat.

Nasim ukolem bylo zjistit, jestli je vlivem zafeni vice po§kozena DNA susena, nebo
Vv tekuté formé&. V ptipad¢ ozafeni DNA ionizujicim zafenim zplisobi energie absorbovana
bunikou excitaci a ionizaci riznych bunéénych molekul podél trajektorie letici Castice (tzv.
fyzikalni stadium, asi 10™ az 10%5). Vytvorené ionty, radikaly a excitované atomy interaguji
mezi sebou a dalSimi molekulami, coz miZe zpUsobit rizné poskozeni struktur bunky
(chemické stadium, 10’3-105). Skody takto vzniklé mohou vést ke zménam v celé buiice a
organismu, coz muze trvat stovky sekund az roky (biologické stadium).

Mezi tyto nebezpecné ¢astice patii H', OH’, H30" a H,0,. Z nich nejnebezpecnéjsi je
pravé hydroxylovy anion (radikal, OH’). Samotnd DNA je vici oxidacnimu poskozeni
zranitelnd, mize u ni dojit k pfelamani dvousroubovice — vznikaji bud’ zlomy jednoduché
nebo dvojné. Poskozeni dusikatych bazi vede obvykle k uvolnéni piivodnich vodikovych
vazeb, v disledku ¢ehoz miizou vnikat vazby nové, at’ uz v ramci jedné molekuly DNA nebo i
s cizimi molekulami, ¢imz vznikaji takzvané crosslinks. VétSina oxidaéné zplsobenych
poruch je sice opravena, ale v pfipadé nelspésné opravy mohou vyvolat mutace a
chromozomalni poskozeni.



Molekuly DNA jsou jak znamo nabity zapornym nabojem, z ¢ehoz vychazi princip
elektroforetickych metod, nebot’ v piipadé umisténi DNA do elektrolytu se jeji molekuly
zaCnou zékonit¢ pohybovat smérem ke katodé. Na molekulu vSak kromé pfitazlivé sily
elektrod (F = Q.E, kdy E je jednotkova intenzita pole a Q naboj) pusobi i odporova sila
prostiedi (F = k.v, kde k je koeficient zavisly na tvaru a velikosti Castice a téZ na viskozité
prostiedi), v naSem piipadé se jedna o agarovy gel. Se vzrustajici rychlosti tim padem roste i
odporova sila, aZz se obé sily vyrovnaji a téleso se pohybuje konstantni rychlosti a jeho
pohyblivost je mozno vyjadfit vztahem (1):

M =V/E = Q/k (1)
Stodena Kruhova Lineérni
forma forma forma
ZDRAVA 1ZLOM 9 ZLOMY

Obr.1: Rizné konformace plasmidové DNA

V tomto prostiedi se nejrychleji pohybuje neposkozend stocend forma, dale pak linearni forma
(DSB - dva zlomy) a nejpomaleji forma kruhova (SSB — jednoduchy zlom).

2 Postup pri praci

1. Priprava vzorki

Ptipravili jsme si dvé sady vzorki, které obsahovaly 100 ng DNA (plasmid pBR322) ve vod¢
o celkovém objemu 8pl. Prvni sadu jsme ozafili ve vode a druhou sadu jsme nakapali na kryci
sklicko upevnéné na Petrihno misce a nechali uschnout. Vyrobili jsme takto tenkou vrstvu
suché DNA, kterou jsme poté ozafili.

2. Priprava gelu pro elektroforézu

Pro piipravu 1% agarozového gelu jsme pouzili 40 ml TAE 0,5x a 0,4 g agar6zy. Roztok byl
nasledné prikryt alobalem a dali jsme ho povarit, dokud se nevycefil. Nasledné jsme ho
schladili na 60°C a ptidali jsme fluorescencni barvivo SYBR Green | v poméru 1:10 000. Poté
byl roztok vlit do formy, aby ztuhl.



3. Ozarovani vzorku

Vzorky tekuté jsme ozafili na zdroji %Co davkou 2, 5, 10 a 20 Gy a suché¢ davkami 20, 50,
100, 200 Gy. Ur¢ili jsme si dobu ozafovani pro suché vzorky 12 hodin a tekuté vzorky 30
minut a na zaklad¢ ¢tvercového zakona byly vypocitany vzdalenosti pro ozafovani. Vzorky
byly tedy ozateny za stejnych podminek.

4. Elektroforéza

Ztuhly gel jsme presunuli do horizontalni 1azné, kterou jsme vyplnili 0,5x TAE pufrem. Do
kazdého vzorku byly piidany 2 ul barviva a rychle jsme nanesli vzorky na gel v definovaném
poradi (kazdy do jedné jamky). Elektrody jsme zapojili tak, aby DNA migrovala na gelu ve
spravném smeéru, tj. ke katod€. Pouzili jsme napéti 100 V a ¢as 60 minut.

5. Zobrazeni gelu

Gel jsme opatrné vyjmuli z 1azné€ a nasnimali jej v temné komofte pti osviceni UV zafenim (za
pouziti ochrannych bryli).

6. Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni miry poSkozeni DNA jsme pouZili program Luthien. Ktery ndm na zakladé

pofizeného gelu procentualné ur¢i zastoupeni riznych forem DNA v daném vzorku. Nazorna
ukézka na obr.2.

Obr.2: Vyhodnocovani programem Luthien

3 Shrnuti

Z vyhodnoceni vzorkt je jasné patrné, ze vzorky DNA obsahujici vodu byly daleko
vice poSkozené, nez vzorky suché, které byly ozafovany daleko delsi dobu. Tato skutecnost
byla zjevné zpiisobena tim, ze u suchych vzorkii nebylo mozné poskozeni vzniklé kvili
radikalim, iontim a dal$im latkam, které vznikly z vody u vzorku tekutych. S rostouci davkou
zareni také rostla koncentrace poskozenych forem DNA (viz. obr. 3).



Obr. 3: UV snimek gelu po vystaveni DNA prostiedi elektrolytu

Jak jiz bylo feCeno, v ptipad¢ ponofeni gelu do elektrolytu se nejrychleji pohybuje forma
stocend, poté linearni a nejpomaleji kruhova. To je na obrazku rovnéz patrné, nebot’ s rostouci
davkou zareni postupné klesa mnozstvi zdravé DNA a u nejvyssich davek neni na fotografii
zdravé DNA téméf viubec viditelné.
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