Fluorescencni stanoveni koncentrace DNA

Urceni koncentrace DNA je ¢asto zdkladnim krokem pti analyze biologického materiélu
a je soucasti mnoha laboratornich protokolu. Znalost presné koncentrace DNA je dulezita
pro celou fadu technik (napf. sekvenovani, klonovani cDNA, transkripce RNA).
Koncentrace DNA je nejcastéji meéiena UV spektroskopii, uréenim hodnoty absorbance
pii 260 nm (Abszso = 1 pro dvouretézcovou DNA o koncentraci 50 pg/mL; v kyveté
0 opticke draze 1 cm).

Ke kvantifikaci nizsich koncentraci DNA, nez jsou detekovatelné za pouziti UV
spektroskopie lze pouzit fluorescenéni sondy, které se vazou na dvouretézcovou DNA a
vykazuji ne¢kolikanasobny narast intenzity fluorescence po navadzani. K sondam, které Ize
pouzit ke stanoveni koncentrace DNA patii GelStar. Tato fluorescen¢ni sonda ma

excitaéni maximum kolem 493 nm a emituje v oblasti 530 nm.

Material

Spektrofluorometr ] g -
SpectroVis Plus (Vernier) :
Kyveta (2 mL)

Roztok DNA (Salmon
sperm)

GelStar (10000x)

1x TE pufr

Destilovana voda

Priprava roztoka

IX TE:

10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 8,0

100x GelStar
2 pl zasobniho koncentrovaného roztoku GelStar nafed’te na objem 200 pl pufrem
IXTE

Standardni roztok DNA
Ab5250 = 0,387
koncentrace = ?



Vytvoreni standardni kFivky
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2.
3.

No aks

Pripravte vzdy 1ml roztoku DNA v 1X TE postupnym fedénim o koncentracich:

5 ng/ul, 2.5 ng/ul, 1.25 ng/ul, 0.625 ng/ul, 0.3125 ng/pl.

Pripravte blank: 1 mL 1x TE pufru

Ke kazdé koncentraci 1mL standardniho roztoku DNA a k blanku ptidejte vzdy
20 pl 100x fedéného zasobniho GelStar roztoku a 980 pl 1XTE pufru.
Promichejte a postupné pipetujte do kyvety. Celkova koncentrace DNA
standardia v kyveté je nyni polovi¢ni (2.50, 1.25, ... 0.16 ng/ul)

Vsechny standardy a vzorky s GelStar uchovejte v temnu az do méteni.

Zapnéte spektrofluorometr podle navodu.

Spust’'te program Logger Pro 3.8.2

Zmgite intenzitu fluorescence
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Zmeéite nejdrive intenzitu fluorescence blanku, nasledné standardy:

vlozte kyvetu, méieni spustite tlacitkem a zastavite

Hodnoty intenzity zapiste do tabulky a vyneste do grafu hodnoty intenzity
fluorescence standardi na koncentraci vzorku.

Méreni neznamého vzorku

wnn

Nated'te neznamy vzorek v 1x TE na celkovy objem 1mL. Objem vzorku
v mikrozkumavce: 0.5 ml

Pridejte 20 pl 100x GelStar a 980 ul 1XTE pufru.

Zmeéite intenzitu fluorescence nezndmého vzorku.

Urcete podle standardni kiivky koncentraci DNA v neznamém vzorku.

Vysledky

Stanoveni koncentrace DNA v ptivodnim nefedéném neznamém vzorku.



