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Abstrakt:
Nejdulezitéjsi ¢asti bunky je jeji jadro, které obsahuje nositelku genetické informace:
DNA. Tato molekula mize byt poskozena riznymi faktory, naptiklad ionizujicim
zafenim. Byly ozafeny dvé sady vzorkid: suché a tekuté. Po vyhodnoceni gelovou
elektroforézou bylo zjisténo, ze DNA v tekuté formé byla po ozafeni poskozena vice
nez ve forme suché.

1 Uvod

Burika je zékladni stavebni a funkéni jednotkou zivych organismil. Obsahuje anorganické
I organické latky; hlavné vodu, bilkoviny, tuky, sacharidy a nukleové kyseliny. Co je v nasi
problematice nejdulezitéjsi; bunky obsahuji velké mnozstvi vody (asi 60 — 90%). Obsah vody
hraje dulezitou roli pfi ozafeni. Nasim ukolem bylo zjistit, jak vyznamna tato role je.
genetické informace vSech zivych organismu. Je tvofena nukleotidy, které se skladaji ze
sacharidu, fosfatu a dusikaté baze (adenin, cytosin, guanin, thymin). Znazornéni DNA je na
obrazku 1.. Kazd¢ dva nukleotidy jsou mezi komplementarnimi pary spojeny vodikovymi
smotanych struktur a u plasmidové DNA do kruhu. Plasmidova DNA je pro naSe ucely
vhodnéjsi kviili své jednodussi strukture.

DNA je zivotné dulezitd molekula, protoze builkkam zadava jejich program a tak
predurcuje vyvoj 1 vlastnosti daného organismu. Z toho vyplyva, ze kdyz se poSkodi DNA,
muzZe to mit vazné nasledky pro konkrétni buniky 1 cely organismus.

Pisobenim zareni mize dochazet k ptimému poSkozeni DNA a na druhou stranu vznikaji
Vv buiice ionty, radikdly a excitované atomy, které¢ také mohou DNA poskozovat (nepiimé
poskozeni). Vzniklé ionty, radikdly a excitované atomy plisobi na sebe navzajem nebo na jiné
molekuly. Tim roste pravdépodobnost poskozeni struktury buriky i celého organismu.



5" konec L 2
N N
H Adenin
D N (2]
Q=P —O0—C} N
J o NM,
| 1 1 -
" N
\ :
Cytosin
O H
0 N
P—a0 "
O ) :
| | -
| ) N wH
H Guanin
P N \ N
O=P-O~CHy N
J) '} o
) | H4C
3™ "
N
 S— Thymin
Y N '
O=P——Q CH2
O )
\ |
'
3' konec

Obrazek 1: Znazornéni DNA
Nejvétsi skody zptisobuje radikadl OH™ (je velmi reaktivni, takze témét okamzité reaguje
s molekulami ve svém okoli a zbavuje je atomti vodiku). DNA se pfi ozafeni poskodi
takovym zptsobem, ze vznikaji zlomy na fetézcich dvousroubovic. Zlom je bud’ jednoduchy
(SSB) nebo dvojny (DSB). Pokud vznikne na dvousSroubovici zlom v jednom misté, pak
vznika kruhova neboli relaxovana forma plasmidové DNA. Pokud se dvousroubovice zlomi
ve dvou bodech, tak vznika forma linearni. Cela situace je schematicky znazornéna na

obrazku 2.

/ stocena N
SSRE DSB

kruhova linearni

.7 - Ul

55B

DSB |ccps
g{ 5B

izko pdvodni 558
degradovana

Obrazek 2: Konformace plasmidové DNA



2 Postup

Nasim ukolem bylo zjistit rozdily v radiacnim poSkozeni suchych a tekutych vzorki
DNA. Ptipravili jsme roztok DNA o0 100ul, tak abychom méli 150 ng na vzorek.

Prvni sadu vzorkli jsme nakapali na Petriho misku a nechali uschnout. Tim jsme si
vytvorili suché vzorky. Ozafili jsme je °°Co. Vsechny vzorky byly vystaveny zafeni po stejnou
dobu, ale v riznych vzdalenostech od zdroje. Ziskali jsme tak jiné davky ozateni (0, 50, 100,
250 a 500 Gy).

Tekuté vzorky jsme vystavovali zafeni samostatné a davky (0, 5, 10, 25, 50 Gy) jsme
ménili riznou dobou zéfeni. Do jiz ozafenych vzorkl jsme pfidali barvivo a zfedili jsme je
destilovanou vodu. VSechny jsme zamichali a centrifugovali.

Dalsim krokem naseho postupu bylo pfipravit agarézovy gel s malymi jamkami. Jelikoz
je DNA zéporné nabitd, bylo mozné pouzit metodu agardzové elektroforézy pro oddéleni
riznych konformaci plasmidové DNA. Jeji princip spo¢iva v rozdilné pohyblivosti nabitych
molekul v elektrickém poli.

Do kazdé jamky jsme po ztuhnuti gelu napipetovali jeden vzorek a zah4jili elektroforézu.
Elektroforéza probihala hodinu pii napéti 100 V. Ke zviditelnéni vysledku na gelu jsme
pouzili UV lampu. Gel jsme si vyfotili a k analyze jsme pouZili program Luthien.

3 Vysledky

Pomoci programu Luthien jsme ziskali data, kterd jsme pouzili pro sestaveni grafi. Ve
spodnich ¢astech obrazku 3 muzeme vidét supercoiled formy, vySe je zastoupeni linearni
formy a v nejvyssi vrstve je vidét zastoupeni formy relaxované.

Obrazek 3: Vyfoceny gel s vysledky

Z grafu vpravo na obrazku 4 lze vycist, ze zastoupeni kruhové (relaxed) formy, tedy
poskozené DNA je vyssi u tekutych vzorkd, pfestoze jsme suché vzorky ozafili o fad vysSimi
davkami. Naopak v grafu vlevo je znazornén pokles supercoiled formy plasmidu, ktery je
podle ocekavani vyraznéjsi u tekutych vzorkli. Diivodem vétsiho poskozeni DNA u tekutych
vzorkd je pfitomnost vody a tedy i vodnich radikala (napt. OH).
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Obrazek 4: Grafy

3 Zavér
Po ozéfeni vzorkl tekutych a suchych a jejich nasledné analyze metodou gelové agar6zové

elektroforézy jsme dospéli k oekdvanému vysledku, Ze poSkozeni DNA v tekutych vzorcich
je vyssi, nez v téch suchych.
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