Méreni spektralnich charakteristik a stanoveni koncent race
DNA a protein

Spektroskopiev UV oblasti umo#iuje stanovit koncentraci@stotu biologickych molekul.
Molekuly DNA maji absorpni maximum kolem 260 nm, molekuly prot&ikolem 280 nm.
Pro @imeé spektralni weni koncentrace se vyuziva Lambert-Beerova zakoma p
monochromatické s¥lo, ktery lze zapsat ve tvaru A ==xza gedpokladu, Ze gtime v 1 cm
kyvets a zname extinini koeficiente, ktery ma jednotku [Mcm™] pro molarni koncentraci
nebo [mL.mg'cm™] pro koncentraci v mg/mL.

V piipac, Ze nezname extigki koeficient, nizeme pro ufeni koncentrace DNA o vysoké
molekularni hmotnosti pouZzit zjednodusenétiedpokladu, Ze roztok dvéettzcové DNA

0 absorbanci 1 ma koncentraci 50 pg/mL a preved na molarni koncentraci nukleotidu
DNA pak vztah 320 pg/mL = 1 mM.

Pro ugeni koncentrace protdirspektroskopicky Ize vyuzit absorbance pratgii 280 nm.
Jestlize zname primarni sekvenci aminokyselin pmatelze extinkni koeficient vypdgitat
http://www.expasy.org/tools/protparam.htrdle znérené absorbance pakeime koncentraci
proteinu. Znalost extirdniho koeficientu neni nutna Wipact univerzalni Bradfordoveé

Vv s

proteinu. Bradfordové metoda vyuzivd posunu alisthpm maxima ,Coomasie Blue" po
vazl® na protein. Za pouziti kalib¥ai kiivky se znamou koncentraci proteinu lzeiur
skut&nou koncentraci neznadmého proteinu nebéssiproteini.

Material

* DNA (Salmon sperm;ijblizna koncentrace = 7,5 mg/mL)

» Oligonukleotid CNF2_Bot (5" GTTATCCTTTGAGGGTTTAG¥iplizna
koncentrace = 0,02 mg/mL)

« BSA (howzi sérovy albuming = 0.677 ml mg cm*, MW = 66430; piblizna
koncentrace 5 mg/mL)

* TE pufr, destilovana voda

» Bradford reagent (BioRad)

* Kyvety a spektrofotometr
DNA

1. Pripravte roztok DNA v TE pufru ze zasobniho roztdkl, aby bylo moznoipsre

urcit koncentraci DNA.

Zmette absorpni spektrum DNA v rozsahu vinovych délek 220 az 860

Urcete polohu absotpiho maxima.

Stanovte pesnou koncentraci DNA v zasobnim roztoku z hodnatysorbance

naredéného roztoku p 260 nm. Koncentraci vyj&dte v mg/mL a v OD/mL.

5. Naredte roztok oligonukleotidu v TE pufru ze zasobnilaztoku tak, aby bylo

spektroskopicky moznorgsré stanovit jeho koncentraci.

Zmgeite absorpni spektrum v rozsahu vinovych délek 220 az 600 nm.

Nastaveni NanoPhotometer:

Functions — Wavescan — nastavte min a maXOK — Blank - vzorek

8. Na zaklad zadané sekvence oligonukleotidu stanovte e&tinkkoeficient €60
a spektroskopicky gete jeho koncentraci.
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAyrer/Default.aspx?c=EU

9. Zmeite spektrum zn#ného oligonukleotidu ve stejném rozsahu vinovyétekl
a porovnejte jej se spektrem nezeaého oligonukleotidu.
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Protein

UV spektroskopie

1. Pripravte roztok BSA v TE pufru ze zasobniho rozttdk, aby bylo moznoifgsré
ur¢it koncentraci BSA.

2. Zmgeite absorpni spektrum BSA v rozsahu vinovych délek 240 aZ 1350
Nastaveni fistroje Beckman D730 :Wavelength Scan — Options =-— nastavit
hodnoty min a maX — OK — blank - vzorek

3. Urcete polohu absotpiho maxima.

4. Stanovte pesnou molarni koncentraci BSA v zasobnim roztokodnoty absorbance

naredéného roztoku p 280 nm.

Bradfordové metoda

1.

Pripravte standardni kalibai kiivku pro nefeni koncentrace proteinu Bradfordové
metodu.

2. Zmeite koncentraci BSA pomoci této metody.
3.

Vezmite roztok reaéniho Bradfordovécinidla z lednice a nechte jej zah na
pokojovou teplotu a promichejte.

Pripravte roztoky blanku a standardBSA o celkovém objemu 1mL do
mikrozkumavek tak, Ze do 980 pL réakho Bradfordové&inidla pridejte vzdy 20 pL
TE pufru nebo 20 pL 0.125 mg/mL , 0.25 mg/mL, 0&/mL, 0.75 mg/mL, 1 mg/mL
a 1.5 mg/mL standaid

Souwasre pripravte stejnym zgsobem roztok BSA ze zasobného roztoku, ktery jste
naredili tak, aby bylo moznoipsre urcit jeho koncentraci.

VSechny roztoky date promichejte a nechte inkubovat 5 mingokojove teplal.
Inkubace by ne#la presdhnout 1h.

Nastaveni spektrofotometru:

Beckman DU530 Protein assay — Bradford — STD Curve — Units: mig# tlaitko
MORE - Create table — vypiSte hodnoty koncentrtamdard od nejmensi — Entry
Done

Zmette absorbanci blanku

Rl

standardu k nejvyssi. Po poslednim standardu seivyalibraini kiivka.

Zmente rovnici: Next formula — Entry Done

Beckman DU730 Protein Assay Analysis — Bradford — Start — SeaddCurve —
Standards Setup - vypiSte hodnoty koncentraci ataihdod nejmenSi ies Edit
concentration — Done —ziifte absorbanci blanku, poté standard

Zmgite rovnici na Non-linear - Done

Zmgite absorbanci blanku, jednoho standardu (pro kuteopoté neznameého vzorku
a pomoci kalibréni kiivky uréete jeho koncentraci.

Porovnejte hodnoty koncentrace zasobniho roztokA BiSené spektroskopickyip
280 nm a pomoci Bradfordové metody.




