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Abstrakt:

Zombie nebo mumie? Kdo by ptezil déle v ptipad¢ jaderné katastrofy? Toto dilema bylo
predmétem nasi prace. Cilem bylo srovnat poSkozeni suchého a tekutého vzorku DNA pfi jejim
ozafeni. K ozafeni byl pouzit kobaltovy zafi¢, pfi¢emz pro detekci poSkozeni bylo vyuzito
agarozové elektroforézy. Z vysledkd nasSeho méfeni vyplyva, ze pifi vypuknuti jaderné
katastrofy by u DNA mumie hrozilo mensi poskozeni.

1 Uvod

Tonizujicimu zafeni jsme v malé davce vystaveni v priibdhu kazdého dne. Casto si viak
neuvédomujeme jeho potencialni ac¢inky. V nasi praci se budeme zabyvat dopadem ionizujiciho
zatreni na molekulu DNA, konkrétné ptisobenim tohoto zafeni na DNA zombie a mumie. Jejich
DNA bude zastoupena plasmidem pBR322 a pouzité vzorky budou odliSeny mnozstvim
obsazené vody. V samotné praci popiSeme prubéh agarozové elektroforézy, stavbu kobaltového
zéfice a vysledny dopad ionizujiciho zafeni na DNA. Vystupem nasi prace bude zjisténi, zda je
poskozeni DNA mensi u zombie nebo u mumie.

2 Teoreticka cast

2.1 Mumie
Obecné je znamo, Zze mumie je t€lo mrtvého ¢loveéka, ¢i jiného zivocicha, které bylo posmrtné
mumifikovano, tedy bylo konzervovano. Mumifikace mize byt bud’ pfirozena (vysusenim,
mrazem) nebo provedena ¢lovékem (balzamovani). V nasem piipad¢ jsme pracovaly se suchym
plasmidem DNA, tedy s plasmidem, ktery byl kompletné vysuseny, a tudiz jsme u téchto
vzorkti mohly zanedbat vliv vodnich radikalti na poskozeni plasmidu.

2.2 Zombie
Zombie, jinak zvana téz ozivla mrtvola, je postava Casto se objevujici naptiklad v hororovych
filmech. Dle obecného popisu se obvykle jedna o osobu, ktera je nékym nebo né¢im ovladana
a tedy slepé vykonava ptikazy. Pro nas vSak byl dilezity obsah vody v plasmidu ,,jeji* DNA.
Jelikoz zombie byla pivodné ¢lovek, vychazely jsme z predpokladu, ze obsah vody v plasmidu
bude stejny jako u ¢loveéka.

2.3 DNA
Objektem naseho zkoumani byla DNA. DNA, neboli deoxyribonukleova kyselina je zakladni
stavebni a funkéni jednotka zivych systému. Je tvofena z cukru (2-deoxy-D-ribosy), z bazi
(purinovych a pyrimidinovych) a z fosfatu. Purinové (adenin A, guanin G) a pyrimidinové
(cytosin C, thymin T) baze se vazi na sacharidy, nasledné tvoii fetézce a ty se pres vodikové
mustky a komplementarni baze (A-T, G-C) spojuji do charakteristické Sroubovice.

2.4 Plasmid
Plasmid je mala kruhova molekula DNA, jez je schopna replikace a pfirozené se vyskytuje
Vv cytoplazmé nékterych bakterii. MiiZze v sobé kddovat rizné dopliujici vlastnosti, které jsou
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2.5 Kobaltovy zari¢
K ozéfeni vzorka byl vyuzit kobaltovy zafi¢, ktery se obecné
vyuziva hlavné ve zdravotnictvi a ke kalibraci zdravotnickych
zatizeni.

2.6 Agarozova elektroforéza

Agarozova elektroforéza je jednou znejpouzivanéjsich
separacnich technik. Pouziva se zejména k izolaci a analyze
nukleovych kyselin a to za pomoci agarozového gelu, ktery
funguje jako molekulové sito. V nasem piipadé jsme diky ni
zjistovaly uroven poskozeni zkoumané DNA. Jejim principem je
pohyb nabitych molekul v elektrickém poli, pficemz nukleové A
kyseliny ptirozené nesou zaporny naboj, a tudiz se pohybuJ1 ke ‘\j .
kladn& nabité elektrodé (anod¢). Plasmidy se separuji podle .. ;1. Kobaltovy ziic
riznych konformaci.

2.7 Ionizujici zareni
Ionizujici zafeni je druh zéfeni, které je schopné ionizovat prostiedi, kterym prochazi.
Do tohoto zareni radime:
Zafeni alfa a
Zafeni beta
Zateni gama y

Toto zafeni ma Siroké spektrum vyuziti napt. v medicin€ ¢i potravinafstvi a na ¢lovéka ma jak
pozitivni, tak negativni G¢inky.

3 Prakticka cCast

Pro piipravu agarozové elektroforézy jsme potiebovali vytvofit gel, do kterého se nasledné
pfidaji vzorky suché a tekuté DNA.

3.1 Tvorba gelu
Gel se tvoii smichanim 40 ml pufru a 0,4 g agarozy. Roztok ptivedeme k bodu varu a nasledné
za stalého michani nechame vychadnout na teplotu 60°C, abychom mohly ptidat detekéni
barvivo. Poté se cely gel vliéva do elektroforetické vani¢ky a na hodinu necha ztuhnout.

3.2 Tvorba suchého roztoku

Vytvoiime si jeden roztok, ktery budeme nasledné rozdélovat do mensich. K tvorbé tohoto
roztoku potiebujeme 150 ng/vzorek DNA, coz odpovida 1,67 ul plasmidu DNA o koncentraci
989 ng/ul a zaroven pfidame 53 pl vody. Nasledny roztok (11 vzorkd) rozdélime do mensich
vzorku (5 pro jednu skupinu, 5 pro druhou skupinu a 1 pro pfipadné ztraty). Roztoky urcené
skupinam se déli kazdy vzorek na 2 ,kapicky* po 2,5 pl. Roztoky nasledn¢ nechame 30 min
suSit. Po ozafeni je znovu rozpustime v destilované vodé a pro nasledné zpracovani
elektroforetickou metodou musime k roztoku ptidat 2 pl fosfatu a 8 ul destilované vody.



3.3 Tvorba tekutého roztoku
Kazda skupina si prichystala 6 vzorkl (1 pro pfipadé ztraty). Na celkovy roztok je potieba
100 ng/vzorek DNA, coz odpovida 0,61 pul DNA, také jsme pridaly 47,39 pl vody a 12 ul
fosfatu.

4 Vysledky

Z obrazku jsme porovnaly procentualni
obsah  poskozenych a nepo€kozenych
konformaci plasmidu ve vzorcich. Vlevo se
nachazi tekuté vzorky, které jsou mnohem
vice poskozeny nez vzorky suché (na
obrazku vpravo).

V nasledujicich tabulkach je znazornéno, jak
na plasmidy pisobi zafeni. U suchych
vzorkl nejsou plasmidy natolik
poskozovany, jako u tekutych.

Obrdazek 2: Srovnant suchyh a tekutych ozarenych vzorkii

Tabulka 1: Procentudlni pomer zdravych a poskozenych plasmidii v tekutém vzorku

Sloupect Blocy _ Bsey By K256y Esocy H

|Stoen 40,36% 0,00% 0,00% 6,28% 0%
Cirkularni 31,48% 89,93% 77,94% 23,81% 0%
Linearni 28,17% 10,07 69,91 69,91% 100%

Tabulka 2: Procentudini pomer zdravych a poskozenych plasmidii v suchém vzorku

Stotend 65,25% 47,24% 66,99% 64,42% 67,43%
Cirkularni 26,03% 44,02% 20,75% 27,96% 26,28%
Linearni 8,72% 8,76% 12,26% 7,63% 6,29%

Grafy ukazuji procentualni hodnoty zdravych plasmidi pti riznych davkach zafeni.
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Obrazek 3: Graf zndazornujici procento neposkozené formy plasmidu v tekutém vzorku
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Obrazek 4: Graf zndzornujici procento nepoékozené formy plasmidu v suchém vzorku

5 Shrnuti

Zjistily jsme, ze budeme-li kobaltovym zaficem ozafovat zombie (tekuty vzorek DNA) nebo
mumii (suchy vzorek DNA), méné poskozena bude DNA mumie, diky pfimému poskozeni je
mensi pravdépodobnost, Ze plasmid bude ozafen. Divodem je, Ze zombie byla vystavena
radikaltim, které vznikly pfi ozafeni vody a nasledné pak reakce s radikaly zptisobily naprostou
devastaci DNA. Tato reakce se nazyva nepiimé zateni.
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