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Abstrakt:
V tomto mimiprojektu jsme se snazili prozkoumat dopady ionizujiciho zafeni na DNA
ve vysuSeném (mumie) a v hydratovaném stavu (zombie) pouzitim izolované
plasmidové DNA. Vysledki bylo dosazeno vystavenim plasmidové DNA riznym
davkdm gama zaieni. Vzorky byly vyhodnoceny pomoci metody agar6zové gelové
elektroforézy. Z nasich vysledka vyplyva, ze suché DNA, tedy mumie, je odoInéjsi nez
DNA v vodnim roztoku, tedy zombie.

1 Uvod

Buiika je zdkladnim stavebnim kamenem O Y R
organismu a je slozena z40-60% z vody. / stofend \
V jadte bunky se vyskytuje chromosomova

DNA, neboli deoxyribonukleova kyselina. /‘
DNA je povaZovana za nejcitlivéjsi ¢ast bunky,

Ny
zavisi na ni totiz stav celého organismu. DNA
muze byt krom chromosomalni i plasmidova, i s
ktera se vyskytuje v bakteriich. —

PlasmidovA DNA se vyskytuje ve 3 kruhova linedrni
riznych konformacich: ( } / K )

a) stocena ’ o

b) kruhovéa neboli relaxovana /

c) linearni.

Zdrava plasmidovd DNA je ve stoené degradovany

konformaci, a jak je vidét na obrazku 1,

Vv ptipad¢ preruseni pouze jednoho fetézce DNA Obrazek 1: Vznik jednoduchého a
vznik4 konformace kruhova a pfi dvojném dvojného zlomu dvousroubovice DNA
zlomu vznikd konformace linearni. V piipadé (Prevzato z [1]).

ptreruseni molekuly na vice mistech hovofime 0

degradované DNA. Tyto konformace je mozné rozd¢lit pomoci metody gelové agar6zové
elektroforézy, coz je znazornéné na obrazku 2.



Existuje n¢kolik faktord, které
mohou DNA poskodit. Jednim z nich
je ionizujici zafeni. lonizujici zateni
muze interagovat s molekulou DNA

Kruhova pfimo ¢i nepfimo diky reaktivnich
S produktiim pfi radiolyze vody.
Linearni Nasim ukolem bylo
. prozkoumat, zdali se vysusena DNA
Stocena

poskodi vlivem zéafeni vice nebo
méné nez DNA v tekutém stavu,
proto Mumie versus Zombie.

v

Obrazek 2: Rozdéleni tii konformaci plasmidové DNA metodou gelové agarézové
elektroforézy.

2 Postup

Pouzita plasmidova DNA

Pro piipravu vzorki DNA byla pouzita plasmidova DNA typu pBR322. Molekula
tohoto plasmidu je sloZzena z 4361 bazovych paru.

Priprava gelu

Pro piipravu agardzového gelu se navazilo do kadinky 0,4 g agardzy a piidalo se 40 ml
solného roztoku TAE 0,5X. Kadinka se poté vlozila do mikrovinné trouby a minutu se tekutina
nechala vafit, dokud se agar6zovy prasek nerozpustil. Po minuté, se kadinka ptfesunula na vafic,
kde byla tekutina jesté povafena pii stalém michani. Déle se do uvafeného gelu piidaly 4 ul
SYBR green, ktery slouzi ke zviditelnéni DNA pod UV lampou. Uvateny gel se poté pielil do
formy s hiebinkem a nechal se hodinu chladit, aby ztuhnul.

Vzorky

Suché vzorky byly ptipraveny a ozafeny den piedem, vzdy se 150 ng DNA na 3 ul, dale
rozdéleno do dvou kapek po 1,5 pl, ty se nechaly 30 minut susit. Po ozéafeni byly rozpuStény v
10 pl destilované vody a 2 ul barviva. Tekuté vzorky byly pfipraveny po 10 pl s 2,3 ul plasmidu,
které odpovidalo 100 ng DNA a po ozafeni se dodaly 2 pl barviva.

Ozarovani

Vzorky jsme vystavili riznym davkam gama zafeni ze zdroje %°Co s davkovym piikonem
0,0484 Gy*s™ v 5 cm ve vod&. Ozafovéni bylo provedeno v riiznych vzdalenostech pro usetieni
Casu, suché vzorky byly umistény na Petriho miskach a ozateny dle étvercového zakona a tekute
vzorky ve vodnim fantomu, tudiz ve vzdalenostech dle kombinace ¢tvercového zakona a
absorpce vody. Suché vzorky byly ozafeny davkami 0, 50, 100, 250, 500 Gy po dobu 2 hodiny
a tekuté davkami 0, 5, 10, 25, 50 Gy po dobu 15 minut.



Elektroforeza

Po ozéfeni jsme vzorky pomoci pipet deponovali do jamek v gelu a ten jsme umistili do
elektroforézy pii napéti 100 V na 60 minut. DNA, nesouci zaporny naboj, zacala migrovat ke
katodé¢ a rozdélila se do svych riznych konformaci. Po ukonéeni elektroforézy jsme gel
vystavily UV zafeni a vytvofili fotografie pro analyzu vysledka programem Luthien.

Tekuté vzorky Suché vzorky
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Obrazek 3: Vysledny gel pod UV zarenim.

3 Vysledky

V programu Luthien se vzdy vybrala oblast z&jmu na gelu, tzn. jeden vzorek. Dle
vybrané oblasti se v programu vykreslilo spektrum odpovidajici danému vzorku. Piiklad
takového spektra je na obrazku 4. Toto spektrum znazorfiuje mnozstvi dané konformace DNA
v gelu.
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Obrazek 4: Mnozstvi DNA v riznych konformacich
znazornéné spektrem.

Piky ve spektru se pak oznaci a zintegruji, tim se ziskaji hodnoty zastoupeni rtiznych
konformaci DNA ve vzorku. Bylo vyhodnoceno, Ze se pocet sto¢enych molekul DNA snizuje
se zvysujici davkou, mezitim se pocet kruhovych a linedrnich molekul zvysuje. Vysledky jsou
vyobrazeny na obrazcich 5 a 6.



Tekuté vzorky
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Obréazek 5: Vysledky integrace pro tekuté vzorky.

Suché vzorky
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Obrazek 6: Vysledky integrace pro suché vzorky.

4 Shrnuti
Obecné jsme vypozorovali zvySujici se poSkozeni DNA se zvysujici se davkou. Nejvetsi
poskozeni plasmidové DNA bylo vypozorovano pii ozafeni v tekutém prosti¢di, z toho
vyplyva, ze spiSe bychom si méli vsazet na mumie.
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