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Abstrakt

Utrpéla by v piipadé jaderného ozareni vétsi poskozeni DNA mumie nebo zom-
bie? Na tuto otazku jsme se zamérili pri praci na projektu. Nasim cilem bylo po-
rovnat poskozeni suchého vzorku DNA, mumie, a tekutého vzorku DNA, zombie.
Tekuté vzorky jsme ozafovali kobaltovym zafi¢em a suché byly ozafeny v Japonsku
na HIMAC o tyden dfive. Pro detekci poskozeni DNA jsme pouzili gelovou elektro-
forézu. Na zdkladé ziskanych dat jsme zjistili, Ze mumie by po ozaifeni méla méné
poskozenou DNA.

1 Teoreticky tvod

Ionizujici zafeni muze mit pifimé a neprimé uc¢inky na organismus. Pii primém ucinku
jadro bunky absorbuje energii zafeni. Hlavnim terc¢em v jadie bunky je DNA (deoxi-
ribonukleové kyselina). DNA je molekula slouzici k prenosu genetické informace tvaru
dvousroubovice. Pti absorpci energie muze dochazet k poruseni chemickych vazeb, roz-
padu molekul a modifikovani genetické informace. Neptimé ucinky zahrnuji radiolyzu
vody. Pti radiolyze vody dochézi ke vzniku hydroxidového aniontu a vodikového aniontu.
Dané radikaly mohou poté narusovat vazby molekul. To zpusobuje poskozeni biologickych
funkei.

Pro prozkoumani piimého a nepiimého ucinku zafeni na DNA je mozné pouzit zjed-
nodusené formy DNA, a to plasmidu. Jednd se o kruhovou molekulu DNA vyskytujici se
hlavné v cytoplasmé nékterych bakterii a ktera je schopna nezavislé replikace. Zakladni
konformace je sto¢end, vlivem poskozeni muze prechazet do jinych — nejprve do relaxované
pri jednoduchém zlomu na DNA a poté do linearni pii dvojném zlomu, jak se zobrazeno
na obrazku 1.
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Obrazek 1: Konformace plasmidu

Mumie je konzervované télo ¢lovéka, které neobsahuje vodu. V nasem ptipadé mumii

reprezentoval vzorek suchého plasmidu DNA, ktery byl vysuSeny. Zombie je ozivly mrtvy
clovek, ktery nebyl konzervovan. Zombie jsme proto reprezentovali tekutym vzorkem plas-
midu DNA.
Predpoklame, ze mumie bude mit méné poskozenou DNA, protoze u suchého vzorku plas-
midu muzeme ocekavat pouze primé ucinky zareni. U DNA zombi predpokladame vliv
piimého a neptimého ucinku zareni kvuli pritomnosti vody. Uvédomme si také, ze télo
zombie obsahuje 80% vody. Vzniklych radikalu proto bude velké mnozstvi, coz zpusobi,
ze vliv neprimého ucinku zareni bude vétsi nez piimého.

2 DMaterialy a metody

2.1 Pouzita DNA a vyroba vzorki

Pro nase méteni jsme pouzili plasmid pBR322. Tento plasmid je produktem bakterie Es-
cherichia coli, ktera je soucasti sttevni mikrofléry. Plasmid byl zfedén z jeho puvodni kon-
centrace 500 ng/ul na koncentraci 75 ng/ul. Na piipravu jednoho vzorku se tedy pouzilo
2 pl zfedéného plasmidu, tedy 150 ng, a dale 8 ul vody. Tekuté vzorky se napipetovaly
do tubek a takto byly pripraveny k ozareni. Suché vzorky se pripravili tak, ze se tekuta
forma plasmidu nechala na sklicku vysusit a ozareni probihalo na sklicku. Po ozafeni byl
vzorek opét zkapalnén.

2.2 Ozarovani

K ozafovani tekutych vzorku jsme pouzili kobaltovy zaiic (°°Co — polocas rozpadu 5,29
roku) jako zdroj zéreni gama. Davku ozafeni vzorku jsme ménili pomoci upravenim
vzdalenosti od zarice. Rozsah pouzitych davek byl 5 - 50 Gy.

Ozareni suchych vzorku probéhlo 10. 06. 2017 na HIMAC v Japonsku (jadra hélia s energii
150 MeV). Rozsah pouzitych davek byl 200 - 1000 Gy. Ukézka prubéhu ozafovéni je na
obrazku 2.



(a) Ozaiovani tekutych vzorkt na °Co (b) Ozatovani suchych vzorku na HIMAC

Obrazek 2: Ukazka prubéhu ozatovani

2.3 Agardézova elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda pro separaci a analyzu vzorku v zavislosti na jejich veli-
kosti, usporadéani a ndboji (DNA je zaporné nabitd molekula). Na obrdazku 3 je vyobrazeny
priklad separace ruznych konformaci plasmidové DNA.
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Obrazek 3: Ukazka separace ruznych konformaci plasmidu

V nasem pripadé jsme pouzili 1% agarézovy gel, ktery sestdval z 0,4 g Agarézy SERVA,
40 ml TAE 0,5x (solny pufr) a SYBR greenu (Thermo Fisher Scientific), coz je UV citlivé
barvivo. Gel jsme varili v mikrovinné troubé 2,5 minuty a poté prelili do specidlni vanicky
s hiebinkem a nechali ho hodinu chladnout.
Do dréazek gelu jsme poté pridali ozarené vzorky po ptridani do kazdého vzorku 2 pl Loading
dye 6X (Thermo Fisher Scientific) pro jejich zhusténi a zviditelnéni a nédsledné jsme gel
vystavili elektrickému poli 100V na 75 minut. Nésledné jsme DNA v gelu zobrazili pomoci
UV lampy. Ziskana data jsme vyhodnotili pomoci programu Luthien, ktery rozeznava
intenzitu svitivosti.



3 Vysledky a diskuze

Na obrazku 4 je vyfoceny gel vystaveny UV svétlu. Prvnich Sest sloupcu reprezentuje
tekuté vzorky (Zombie) a néslednych Sest sloupcu suché (Mumie).

Tekuté Suché

Obrazek 4: Vysledny gel pod UV lampou

Tekuté - rozdéleni forem plasmidu

Davka/Gy 0 5 15 25 35 50
Stocena 98% [ 23% | 3% | 0% | 0% | 0%
Relaxovana 2% | 77% | 94% | 93% | 88% | 83%
Linearni 0% 0% | 3% | 7% | 12% | 17%

Suché - rozdéleni forem plasmidu

Davka/Gy 0 200 | 400 | 600 | 800 | 1000
Stocena 56% |40% | 37% | 25% | 19% | 21%
Relaxovana 44% | 60% | 62% | 74% | 77% | 77%
Linearni 0% 0% | 0% | 1% | 4% | 2%

Obrazek 5: Tabulka zavislosti jednotlivych konformaci plasmidi v suchych a tekutych
vzorkich na davce ionizujictho zareni

Na obrazcich 6 a 7 je vyhodnocen gel a ruzné konformace plasmidu.
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Obrazek 6: Zavislost jednotlivych konformaci plasmidia v suchém vzorku na davce ioni-
zujictho zareni
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Obrazek 7: Zavislost jednotlivych konformaci plasmidi v tekutém vzorku na dévce ioni-
zujictho zareni

Z vysledkt je patrné, ze mumie by v pripadé jaderné katastrofy méla méné poskozenou
DNA. U mumie i pfi vétsich davkach ionizujiciho zareni dochazi k mensimu poskozeni
plasmidu DNA nez u zombie pii velkych davkych ionizujiciho zareni.

4 Shrnuti

Z vysledku je patrné, ze DNA zombie je vice poskozena (i pii relativné nizké davce je
vétsina plasmidu preménéna na linedrni konformaci) zatimco DNA mumie odolavé i vy-
soké davce radiace bez vétsi premény na linearni konformaci. Tento vysledek je zpusoben
neptimym pusobenim ionizujiciho zafeni — vznik radikalu z vody, které svou reaktivitou
déle poskozuji DNA. Nepiimy ué¢inek predevsim ovliviuje DNA zombie (velké mnozstvi
vody), zatimco na DNA mumie ptisobi prevazné piimy tucinek.
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