Méreni spektralnich charakteristik a stanoveni koncentrace
DNA a proteinu

Spektroskopie v UV oblasti umoznuje stanovit koncentraci a ¢istotu biologickych molekul.
Molekuly DNA maji absorpéni maximum kolem 260 nm, molekuly proteinti kolem 280 nm.
Pro ptimé spektralni urceni koncentrace se vyuziva Lambert-Beerova zakona pro
monochromatické svétlo, ktery lze zapsat ve tvaru A = c.¢ za predpokladu, Ze métime v 1 cm
kyvetd a zname extinkéni koeficient ¢, ktery ma jednotku [M'cm™] pro molarni koncentraci
nebo [mL.mg'cm™] pro koncentraci v mg/mL.

V piipadé, Ze nezname extink¢éni koeficient, miizeme pro urceni koncentrace DNA o vysoké
molekularni hmotnosti pouzit zjednoduseného predpokladu, Ze roztok dvouietézcové DNA o
absorbanci 1 mé koncentraci 50 pg/mL a pro pfevod na molarni koncentraci nukleotidu DNA
pak vztah 320 pg/mL = 1 mM.

Pro ur¢eni koncentrace proteinii spektroskopicky lze vyuzit absorbance proteint pii 280 nm.
Jestlize zndme primarni sekvenci aminokyselin proteinu, Ize extink¢ni koeficient vypocitat
http://www.expasy.org/tools/protparam.html.Ze zmétené absorbance pak ur¢ime koncentraci
proteinu. Znalost extinkéniho koeficientu neni nutnd v piipad¢€ univerzalni Bradfordové
metody. Bradfordové metoda je v soucasnosti nejrozsitenéjsi zptisob urcovani koncentrace
proteinu. Bradfordové metoda vyuziva posunu absorpéniho maxima ,,Coomasie Blue* po
vazbé na protein. Za pouziti kalibra¢ni kiivky se znamou koncentraci proteinu Ize urcit
skutecnou koncentraci neznamého proteinu nebo smési proteind.

Material
e DNA (Salmon sperm)
e Oligonukleotid CNF2 Top (5" CAATAGGAAACTCCCAAATC)
e BSA (hovézi sérovy albumin; £ =: 0.677 ml mg™ cm™, MW = 66430)
e TE pufr
e Bardford reagent (BioRad)
e Kyvety a spektrofotometr
DNA

1. Pfipravte roztok DNA v TE pufru ze zasobniho roztoku o ptiblizné koncentraci 20
mg/mL tak, aby bylo mozno ptfesné urcit koncentraci DNA.

2. Zméite absorp¢ni spektrum DNA v rozsahu vlnovych délek 220 az 350 nm.
3. Urcete polohu absorpéniho maxima.

4. Stanovte presnou koncentraci DNA v zasobnim roztoku z hodnoty absorbance
nafedéného roztoku pii 260 nm. Koncentraci vyjadiete v mg/mL a v OD/mL.

5. Nared'te roztok oligonukleotidu v TE puftru tak, aby bylo spektroskopicky mozno
piesné stanovit jeho koncentraci.

6. Na zaklad¢ zadané sekvence oligonukleotidu stanovte extink¢ni koeficient €4 a
spektroskopicky urcete jeho koncentraci.
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx?c=EU

7. Porovnejte spektrum oligonukleotidu se spektrem fluorescenéné znac¢eného
oligonukleotidu v rozsahu vinovych délek 220 az 600 nm.



Protein

UV spektroskopie

1.

Ptipravte roztok BSA v TE pufru ze zdsobniho roztoku o pfiblizné koncentraci
10 mg/mL tak, aby bylo mozno presné urcit koncentraci BSA.

Zmegite absorpcni spektrum BSA v rozsahu vinovych délek 240 az 350 nm.
Urcete polohu absorpcniho maxima.

Stanovte pfesnou molarni koncentraci BSA v zasobnim roztoku z hodnoty absorbance
natedéného roztoku pti 280 nm.

Bradfordové metoda

1.

10.

Ptipravte standardni kalibra¢ni kiivku pro métfeni koncentrace proteinu Bradfordové
metodu.

Zmgite koncentraci BSA pomoci této metody.

Vezméte roztok reakéniho Bradfordové ¢inidla z lednice a nechte jej zahtat na
pokojovou teplotou a promichejte.

Ptipravte roztoky blanku a standardi BSA o celkovém objemu 1mL do
mikrozkumavek tak, ze do 980 pL reakéniho Bradfordové Cinidla ptfidejte vzdy 20 uLL
TE pufru, a 20 pL 0.125 mg/mL , 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL, 1 mg/mL a

1.25 mg/mL. Soucasné pfipravte stejnym zplisobem roztok neznamého vzorku.

Vsechny roztoky dobie promichejte a nechte inkubovat 5 min pii pokojové teplote.
Inkubace by nem¢la pfesahnout 1h.

Nastavte spektrofotometr na 595 nm. Vynulujte roztokem blanku.

Zméfte absorbanci roztoku standardii. Pfi méteni postupujte od nejnizsi koncentrace
standardu k nejvyssi.

Vytvoite kalibra¢ni kiivku.

Zméfte absorbanci neznamého vzorku a pomoci kalibra¢ni kiivky urcete jeho
koncentraci.

Porovnejte hodnoty koncentrace zasobniho roztoku BSA urcené spektroskopicky pfi
280 nm a pomoci Bradfordové metody.



