Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je
zalozeno na poznatku, ze roztoky DNA pohlcuji UV
zareni.

Zareni je pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi
bazemi DNA. Dochazi k excitaci jejich chemickych
vazeb, coz ma za nasledek postupnou degradaci DNA.
Absorpéni maxima jednotlivych nukleotidu se navzajem
ponékud liSi: dATP ... 259 nm, dCTP ... 271 nm, dGTP
.. 293 nm, dTTP ... 267 nm. DNA absorbuje maximalné
UV zareni o vinove deélce 260 nm.

Mnozstvi pohlceného UV zareni je primo umerné
koncentraci DNA v roztoku a vyjadruje se hodnotami
absorbance

Bez problému pro roztoky Cisté DNA

Pri izolaci DNA — kontaminace proteiny, aromatické
aminokyseliny také absorbuji v UV oblasti

Kontaminaci RNA nejsme schopni obvykle pomoci UV
spektrofotometrie odliSit (agardzova elektroforéza)



Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho presnost
a soutasna moznost posoudit &istotu preparatu. Cistotu
DNA Ize stanovit z poméru absorbanci pfi ruznych vinovych
délkach. Pro Cistou DNA plati tyto hodnoty:

A280/A260 = 0,550 A260/A280=1,8az1,9
A230/A260 = 0,455 A260/A230 = 2,20

Stupen znecisteni DNA lze posoudit rovnez promerenim
absorbance vzorku v rozsahu vinovych délek 230 - 300 nm
a vyhodnocenim ziskané Kkrivky.
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STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

Je to vhodna metoda pro méreni vzorku nukleovych
kyselin, ktere jsou dostate€neé cCisté bez vyznamneho
mnozstvi kontaminant.

Nukleoveé kyseliny absorbuji UV zareni s maximem
absorbance v oblasti vinoveé délky okolo 260 nm.

Z hodnot optické hustoty |lze koncentraci a Cistotu
vzorku stanovit podle empirickych vztahu.

mnozstvi vchazejiciho
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SPEKTROFOTOMETRICKA METODA - 2

Pri stanoveni koncentrace DNA plati :

ds DNA A,s, =1 odpovida 50 pg/ml
ss DNA A, =1 odpovida 33 pg/ml
Oligonukleotidy A,,, =1 odpovida 20 pg/ml
ss RNA A,so =1 odpovida 40 pg/ml

Tyto vztahy plati pro optickou drahu 1 cm (Sirka kyvety)




nukleovych kyselin se stanovuje
Z pomeru absorbance pri 260 a 280 nm.

Pro plati: A g /ALq, = az
Pro RNA plati: A, /A5, =1,90az 2,1

proteiny a
aromaticke
latky (fenol)

1,85



PRECISTENI VZORKU DNA

e odstraneni fenolu:
dialyza, extrakce chloroformem
e odstranéni proteinu:

opakovana deproteinace chloroformem. Lze
pouzit rovhéz enzymové degradace proteinu
pomoci pronazy nebo proteinazy. Precisténi
na chomatografickych kolonkach.

e odstraneni RNA:

enzymova degradace pomoci RNazy



Alternativni metody

VyuZziti flouroforu, které se vazi na DNA a intenzita jejich
fluorescence je umérna koncentraci DNA — vysoka citlivost

Vyuziti v napf. v lyzatech bunék (silné znecCisténi proteiny —
vazba na DNA musi by specificka)

e pr. Hoechst 33342, ethidium bromid, PicoGreen, ...

« Merime proti nejakemu standardu o znamé koncentraci

Hoechst33258 R=H

Hoechst33342 R = CH.CH,

Figure 1. Chemical sbructure of Hoechst 33258 and Hoechsi 33342 used
in this study

* Necitlivé na znecCisténi ale zaroven nas na znecisteni neupozorni



Postup mereni koncentrace DNA

Plazmidovou DNA nejprve dukladné promichejte,
a naredte 5 x v TE pufru - vysledny objem 10 pl

Zmerte jeho koncentraci na Nanodropu (objem 2 ul)

Uréete koncentraci a ¢istotu DNA v puvodnim neredéném
vzorku



Enzymy, jejichz substratem jsou NK

A. Podle typu substratu
- DNA enzymy
- RNA enzymy

B. Podle typu reakce

- enzymy syntetizujici NK (anabolicke) = polymerazy
- enzymy odbouravajici NK (katabolické) = nukleazy
- enzymy modifikujici NK

- enzymy spojujici molekuly NK = ligazy




DNA Nukleazy

rozkladana typ nazev specifita Priklad zdrojovy
molekula | degradace |enzymové tidy organismus
DNA od konci | Exonukleazy SS Exonukleaza Il E. coli
ds Bal 31 Alteromonas

espejiani

uvnitt Endonukleazy SS S1 nukleaza | Aspergillus

molekuly oryzae

ds restrikéni bakterie

endonukleazy
DNaza | Hovézi

pankreas




Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Restrikcni endonukleazy (restriktazy — zkr. RE)

sekvencné specifické endonukleazy stépici fosfo-
diesterovou vazbu DNA v urcCité sekvenci
nukleotidu (¢asto palindromy).

Puvod: produkty bakterii

EcoRI (Escherichiacoli) —37° C (kmen/serotyp)
Smal (Serratia marcescens) — 25 °C
Maelll (Methanococcus aeolicus) — 55 °C

Funkce: odbouravani cizorodé DNA (napr. fagy).
- vlastni DNA chranéna metylaci

Typy RE: |, 11, ....
Typ Il: na dsDNA ma stejné rozpoznavaci misto
(4 — 8 bp) s mistem stepeni.
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EcoRI ma relaxovanou specifitu - za D EARITE &
neoptimalnich  podminek muze 5 GGATTC 3°
stepit DNA v pribuznych sekvencich 5 GGATTT 3°

(HF — high fidelity mutanti) 5 AGATTT 3°




3 typy RE-fragmentu:
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RestrikCni stéepeni DNA

Jednotka enzymu = mnozstvi RE, které rozstéepi 1 19

dsDNA (obvykle DNA faga |) za 1 hod. pri optimalni

teploté a optimalnich podminkach uvedenych pro
kazdou RE

IZOSCHIZOMERY - ruzné restriktazy se stejnym
rozpoznavacim mistem

Isoschizomers Products
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(2 bp 5 overhang)

Kliové faktory pro prubéh reakce
Teplota

lontova sila


jarmi
Textový rámeček
mg


SloZeni restrik¢nich pufri

Pufr Tris.Cl (pH 7,5)

Nizka iontova sila 10 mM

Stredni iontova sila 10 mM

Slozky restrik€éniho | Vysledna koncentrace v mM (1:10 red’. pufru)
pufru
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Dithioerythritol (DTE)
Dithiothreitol (DTT) 0,5

2-Mercaptoethanol

pH pri 37 °C
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Pufry a enzymy se uchovavaiji pri -20 °C

Pracujeme s nimi na ledu



Stépeni vice restriktazami

R11 R2 ve stejnem pufru

R1 R2

pufr s nizkou iont silou..  pufr s vyssiiont. silou
Vyuziti restrikcniho stepeni:

RE- spektra - DNA otisky - stanoveni pribuznosti

Restrikcni mapovani

Priprava molekularnich sond - hybridizacni sondy

Klonovani DNA

Detekce mutaci a polymorfismu



Uloha 3

- ’ J/ ’
Hindlll — 5...AYAGCTT...3
3"..TTCGA'VA...5’

Smal —= 5...CCCGGG...3
3°..GGGlCCC ...

Reakéni smés (20 ul):

voda

10x pufr
DNA

enzym

2 ul
2 ul
lug
5U
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