Méreni spektralnich charakteristik a stanoveni koncentrace

DNA a proteint

Spektroskopie v UV oblasti umoziuje stanovit koncentraci a ¢istotu biologickych molekul.
Molekuly DNA maji absorpéni maximum kolem 260 nm, molekuly proteinti kolem 280 nm.

Pro pifimé spektralni urCeni koncentrace se vyuzivda Lambert-Beerova zakona pro
monochromatické svétlo, ktery 1ze zapsat ve tvaru A = c.g za ptedpokladu, ze méfime v 1 cm kyveté
a zname extinkéni koeficient €, ktery ma jednotku [Mcm] pro molarni koncentraci nebo [mL.mg"
Yem™] pro koncentraci v mg/mL.

V piipad€, ze nezname extinkéni koeficient, mizeme pro urceni koncentrace DNA o vysoké
molekularni hmotnosti pouzit zjednoduseného predpokladu, Ze roztok dvoufetézcové DNA
0 absorbanci 1 mé koncentraci 50 ug/mL a pro pfevod na molarni koncentraci nukleotidu DNA
pak vztah 320 pg/mL = 1 mM.

Material

DNA

wmn

DNA (Salmon sperm; pfiblizna koncentrace = 7,2 mg/mL)

Oligonukleotid CNF2 Bot (5" GTTATCCTTTGAGGGTTTAG:; piiblizna koncentrace =
0,02 mg/mL)

TE pufr

Kyvety a spektrofotometr

Ptipravte roztok DNA v TE pufru ze zadsobniho roztoku tak, aby bylo moZzno piesn¢ urcit
koncentraci DNA.

Zmg¢ite absorpcni spektrum DNA v rozsahu vinovych délek 220 az 350 nm.

Urcete polohu absorpéniho maxima.

Stanovte piesnou koncentraci DNA v zasobnim roztoku z hodnoty absorbance nafedéného
roztoku pfi 260 nm. Koncentraci vyjadiete v mg/mL.

Nared'te roztok oligonukleotidu v TE pufru ze zasobniho roztoku tak, aby bylo
spektroskopicky mozno piesné stanovit jeho koncentraci.

Zmg¢ite absorpcni spektrum v rozsahu vinovych délek 220 az 600 nm.

Nastaveni piistroje Hach Lange DR6000:

Skenovani Vln.délky{ — \Moinosti\ 4 A \ - nastavit hodnoty min a max A — — -
Nacitat]

Na zadkladé¢ zadané sekvence oligonukleotidu stanovte extinkéni koeficient &g
a spektroskopicky urcete jeho koncentraci. Potiebné parametry lze ziskat na strance
http://eu.idtdna.com/calc/analyzer

Zmgéite spektrum znaceného oligonukleotidu ve stejném rozsahu vlnovych délek
a porovnejte jej se spektrem neznaceného oligonukleotidu.



http://eu.idtdna.com/calc/analyzer

Komentar cvicitele Pavla:

spektrofotometru stale ve stejné orientaci — z jiné strany je jinak poskraband, a to mliZe ovlivriovat
méreni. Pro sprdvné méreni absorbance je dobré byt v rozsahu A = <0,2; 0,8>. Pokud budeme vzorek
fedit, je vhodné se pohybovat kolem hodnoty A = 0,5. DuleZité jsou absorpéni maxima pro jednotlivé
vinové délky: 220 nm = anorganické kontaminace, 260 nm = DNA, 280 nm = proteiny.

-> Bude nutné fedit rozmrazenou jednovlaknovou DNA ,,CNF2_Bot“? Jaka je jeji skutec¢na koncentrace
[mg/mL]?

V zadani mame sekvenci a pfibliznou koncentrace = 0,02 mg/mL.

Vystup z OligoAnalyzeru (dostupné z webu):

SEQUENCE 5'-GTTATCCTT TGA GGG TTT AG -3'
COMPLEMENT 5'- CTA AAC CCT CAA AGG ATA AC-3'
LENGTH 20

GC CONTENT 40 %

MELT TEMP 47.9 eC

MOLECULAR WEIGHT 6169 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 191700 L/(mole-cm)

Kde nas zajima molekulova hmotnost a extinkéni koeficient.

Vychazime ze zakladnich vzori:

m n
Aoptimalnizo'5 n=7 Cm=7 C=V A =¢eXc
Po dosazeni ziskavame:
o 0,02|mg/ml
== mg/ ]=3,2MM A=cxe=32x%x10"°x 191700 = 0,61

T M 6169[g/mol]

Z ¢ehoz je patrné, Ze nasSe vypocitana teoretickd hodnota absorbance lezi v linearni oblasti absorbance
<0,2; 0,8>. Ze spektrofotometru nasledné odecitdme hodnotu A= 0,565. Zpétnym vypocltem
ziskavame:

A 0,565

T Ta 900 -6 = = = —6 = =
=~ 191700 2957°M =295uM ¢, =cXM =295"°x%x6169 =0,018g/l = 0,018 mg/ml

Cc =

KdyZ porovname pfribliznou koncentraci 0,02 mg/mL se ziskanou hodnotou 0,018 mg/mL, vidime, Ze je
vzorek méné koncentrovany nez pred zamrazenim.



-> Druha prakticka ¢ast se tyka méreni dvouvlaknové genomové DNA ,Salmon sperm®; pfiblizna
koncentrace = 7,2 mg/mL.

U dvouvlaknové DNA se vyuZiva aproximace: A = 1 je dosaZzena u koncentrace DNA ¢ = 50 pg/mL —
z tohoto budeme vychazet. Bude potreba vzorek fedit? Pokud ano, kolikrat (abychom byli kolem
hodnoty A=0,5) + zaokrouhleme fedéni na stovky. Jaka je skutecna koncentrace vzorku?

Ze zadani: c=7,2 mg/mL = 7200 pg/mL (abychom méli hodnoty koncentace ve stejnych jednotkach)

A=l...en. ¢=50 pg/mL
He x 7200

X e 7200 pg/mL 1~ 50 x=144 .... proA=10

pro A=0,5: % = 288x fedit -> budeme 300x Fedit.

Kolik dame ceho, kdyz chceme 300x fedit do celkového objemu 1,0 mL?

1000uL

To0r Tedit = 3,33uL  Smichdme 966,6 pL TE pufru a 3,33 pL zadsobni DNA.

Spektrofotometr nam ukdazal hodnotu Az = 0,504.
Jaka je skute¢na koncentrace vzorku [pug/mL]?
Musime zohlednit fedéni, které jsme poufZili: Askutezns = 300 x 0,504 = 151,2.

Opét pouzijeme trojclenku a nezapomene prevést na spravné jednotky:

A=l....covveennn c=50 IJ.g/mL 151’2 x

=— x =7560 mL = 7,56mg/mL
152,2 oo X pg/mL 1 50 Hg/ g/

Dle vysledku ¢ = 7,56 mg/mL usuzujeme, Ze vzorek byl o néco malo koncentrovanéjsi, nez jsme ocekavali.



-> Treti a posledni praktickd uloha se tyka zméreni neznamého vzorku DNA, lehce narGzZovélé barvy, ktery
byl skladovan ve zkumavce obalené alobalem.

Otazka: Co je na tomto vzorku zvlastni?

Zmérime absorpcni spektrum v zavislosti na vinové délce:

Vidime maximum kolem 260 nm — coz je bezpochyby nase DNA. Také vidime druhé vyznamné maximum
v 574 nm — co by to mohlo byt?

Je to néjaky neznamy fluorofor — a podle tvaru kfivky jsme dokonce schopni dokonce urcit, jaky...
(je to Rhodamin Red).

Otézka: Zaznam spektra absorbance v oblasti pro fluorofor odpovida jaké kfivce (excitaéni/emisni)?
A proc?

Nejdrive se zamysleme nad tim, co spektrofotometr méfi — méfi absorbanci. A co to vlastné ta
absorbance je, myslim z pohledu energie? Energie se ndm ztraci v kyveté, kdyz ji vzorek pohlcuje — coz je
vyhodnoceno skrze Ubytek intenzity zafeni a ndsledné absorbance. Fluorofor ndm pohlcuje energii, takze
pozorujeme excitacni spektrum. Emisni spektrum by se méfilo v ,,L“ usporadani kyvetového prostoru.



