Nukleové kyseliny

Molekulova hmotnost jednoho nukleotidu je 325.
a) Kolik molii obsahuje 1ug DNA o délce 50 000 bp?
b) Kolik je to molekul?
c) Jakou hmotnost ma 1 molekula takové DNA?

Reseni

Molekulova hmotnost DNA o délce 50 000bp = 2 x 325 x 50 000 = 32,5 x 10°

a)
1mol uvedené DNA ma hmotnost ..... 32,5 x 10° g
x mol(i mda hmotnost ... 10°g

X =10°/32,5x10° =31 x 10 molu

Jeden ug DNA o délce 50 000bp pFedstavuje 31 x 10> molu

b)
1mol obsahuje 6,023 x 10* molekul
31x10™ molu obsahuje X molekul
X = 6,023 x 10 x 31 x 10™ = asi 19 x 10° molekul
Odpovéd:

Jeden ug DNA o délce 50 000bp obsahuje asi 19 miliard molekul

imol ... 6,023 x 10* molekul ma hmotnost ... 32,5x10°g
1 molekula ma hmotnost ... Xg

X =32,5x10°6,023x 10 =asi 5,4x 10" g=55x 10" g
Odpovéd:

Jedna molekula DNA o délce 50 000bp ma hmotnost asi 54 attogramt



Kolik molekul obsahuje 1ug DNA o velikosti

> 40000 bp
> 50000 bp
> 400 000 bp
Redeni
6,023 x 10> molekul ma hmotnost ... 2 x 330 x velikost v bp (g)

x molekul ma hmotnost ... 10° g
pro 40 000bp X = 6,023 x 102 x 10°/2 x 330 x 40 000 = 22,8 x 10° molekul
pro 50 000bp X = 6,023 x 10 x 10°/2 x330 x 50 000 = 18,2 x 10° molekul
pro 400 000bp X = 6,023 x 10% x 10°/2 x 330 x 400 000 = 22,8 x 10® molekul

Odpovéd:

Jeden ug DNA o délce 40 000bp obsahuje 22,8 x 10° molekul
Jeden ug DNA o délce 50 000bp obsahuje 18,2 x 10° molekul
Jeden ug DNA o délce 400 000bp obsahuje 22,8 x 10 molekul

Pozndmka:



Dopliite nasledujici tabulku:

Organismus Velikost DNA (bp) | Molarni hmotnost Hmotnost 1 Pocet molekul v
molekuly 1g

Savci 3,0x 10° 1,95 x 10"

Drosophila 1,2 x 10° 7,80 x 10"°

S. cerevisiae 1,6 x 10 1,04 x 10%°

Zea mays 3,9x 10° 2,54 x 10*

Escherichia coli 4,0 x 10° 2,60 x 10°

Bakteriofag A 48514 3,15 x 10’
pBR322 4363
puUC18 2686

Redeni

Hmotnost jedné molekuly
6,023 x 10°* molekul

1 molekula

ma hmotnost
ma hmotnost

M (molarni hmotnost) g

Xg

X = M/6,023 x 10

Pocet molekul v 1g
6,023 x 10%* molekul
x molekul

ma hmotnost
ma hmotnost

M (moldrni hmotnost) g

lg

X =6,023 x 102/M

Odpovéd:
Organismus Velikost DNA (bp) | Molarni hmotnost Hmotnost 1 Pocet molekul v
molekuly 1g

Savci 3,0x 10° 1,95 x 10" 3,24x10"%g 3,09 x 10"

Drosophila 1,2 x 10° 7,80 x 10" 1,30x 105g 7,72 x 10"

S. cerevisiae 1,6 x 10’ 1,04 x 10" 1,73x10™g 5,79 x 10"

Zea mays 3,9x 10° 2,54 x 10" 4,22 x 10™%g 2,37 x 10™

Escherichia coli 4,0 x 10° 2,60 x 10° 4,32 x 10%g 2,32 x 10"

Bakteriofag A 48 514 3,15x10° 523x10"g 1,91 x 10™

pBR322 4363 2,8x10° 4,65 x 10%g 2,15x 10"

pUC18 2 686 1,7 x10° 2,82 x 10" 3,54 x 10"




Mate k dispozici linearizovanou dsDNA faga A o koncentraci 50ug/ml
a) Kolik molekul obsahuje 1ml tohoto roztoku?
b) Kolik je to molGiv1 ml?
c) Jaka je molarni koncentrace molekul dsDNA faga v roztoku?
d) Jaka je molarni koncentrace koncti molekul dsDNA faga v roztoku?

Reseni

a)
Mate k dispozici 50ug dsDNA faga

6,023 x 10* molekul ma hmotnost ..... 3,1x10’ g
x molekul ma hmotnost ..... 50x 10° g

X = 6,023 x 10 x 50 x 10°%/3,1 x 10" = 9,71 x 10** molekul
Odpovéd:

Jeden ml roztoku faga A obsahuje asi 9,71 x 10" téchto molekul (literatura udava 9,78, to
ale zalezi na tom, jakd M se pouzije pro nukleotid)

b)
1 mol 6,023 x 10* molekul
x molG 9,71 x 10" molekul
X =9,71 x 10"/6,023 x 10* = 1,61 x 10> mold
Odpovéd:

Jeden ml roztoku faga A obsahuje asi 1,61 x 10™* molt molekul tohoto faga
c)
Odpovéd:

Molarni koncentrace molekul za vy$e uvedenych podminek je 1,61 x 10”° molG = 1,61nM,
protoze molarni koncentraci pocitdme v 1 litru. Kdybychom méli vySe uvedenych molekul 1 litr, bylo
by jich 10°x vice.

d)

Odpovéd:

Molarni koncetrace koncli je 3,22 protoZe konci je 2x tolik neZ jenom vlastnich molekul



Jaka byla pavodni koncentrace DNA ve vzorku, jestlize po jeho nafedéni v TE pufru v poméru 1:9

vykazoval stejnou intenzitu zafeni jako vzorek standardu o koncentraci 25 ng/pl? Jak vzorku, tak
standardu jste nanesli na gel 5 pl.

Redeni
5 ulstandardu ... o koncentraci 25 ng/ul ... je celkem 125 ng DNA
S5ulvzorku ... o koncentraciX .. je 10 x 125 ng DNA
S5ulvzorku ... o koncentraciX .. je 1250 ng DNA
1 250 ng/5 pl = 250 ng/ul
Odpovéd:

Pavodni koncentrace DNA ve vzorku byla 250 ng/pl



Jak nafedite vzorek DNA o koncentraci 600 pug/ml tak, aby pfi naneseni 10ul na gel intenzita jeho

zareni odpovidala 5l standardu o koncentraci 100 ng/pl ?

..... je celkem 500 ng DNA

..... je celkem 6 000 ng DNA

Reseni
5 ul standardu o koncentraci 100 ng/ul
600 pg/ml = 600 ng/pl
10 pl vzorku o koncentraci 600 ng/ul
6 000 ng/500 ng = 12x
Odpovéd:

Vzorek DNA nafedime 12x, tedy v poméru 1 dil DNA : 11 diliim pufru



Kolik molekul plasmidové DNA o velikosti 2 500 bp obsahuje 50 ul roztoku o koncentraci

100 ng/pl?
Reseni
M (1 bp) = 650

1) Ur¢ime celkovou hmotnost plasmidové DNA v roztoku

50 ul roztoku o koncentraci 100 ng/ul ...

5000ng=5upg

2) Vypocteme hmotnost jednoho plasmidu

6,023 x 10% bp . ma hmotnost ...
2500bp ... ma hmotnost ...

5000 ng DNA

650 g
Xg

X =2 500 x 650/6,023 x 102 g=2,70x 10*¥ g =2,70 pg

3) Vypocteme pocet molekul

1 molekula plasmidu ... ma hmotnost ...

Y molekul plasmidu ... ma hmotnost ...

2,70x10% g
5x10° g

Y=5x10°/2,70 x 108 = 1,85 x 10" molekul

Odpovéd:

Roztok obsahuje 1,85 x 10*> molekul plasmidové DNA



Jak se miuZete presvédCit o tom, ktera zforem plasmidu pozorovana na vasem izolatu
po elektroforéze je L-forma?

Odpovéd:

Rozstépenim plasmidové DNA restrikcni endonukleazou, ktera stépi plasmid jen 1x. VSechny formy
se preméni na formu linearni.

Na uvedeném elektroforetickém snimku vyznacte riizné formy plasmidu.

Odpovéd:
multimery
OC-forma chromozomalni DNA
chromozomalni DNA
CCC-forma po stépeni restriktazou
denaturovana DNA L-forma

Co lze Fici o prabéhu izolace plasmidové DNA, jestliZe je na elektroforetickém gelu vidét pruh
denaturované DNA?

Odpovéd:

Ze lyze bunék probihala pfilis dlouho nebo za vysokého pH (vyssiho nez 12,45)



Kolik fediciho roztoku pfidate do 30 ul vzorku DNA o koncentraci 60 ug/ml tak, aby koncentrace
DNA po ziedéni klesla na 15 ng/ul?

Regeni
60 pg/ml =60 ng/ul

PouZijeme smésovaciho pravidla

60 15 » 1 » 30 DNA
15
0 45 » 3 » 90 redici roztok
Odpovéd:

Do vzorku DNA pfidame 90 pl fediciho roztoku



Jaké mnozstvi plasmidu (v pl) pfidate do reakéni smési, potiebujete-li stépit 500 ng plasmidu a je-li
jeho zasobni koncentrace 100 ng/ul ?

Reseni:
1 ul zasobni koncentrace ... obsahuje .. 100 ng plasmidu
X ul zdsobni koncentrace ... obsahuje ... 500 ng plasmidu
X =500/100=5 pl
Odpovéd:

Do reakéni smési pridame 5 pl plasmidu



Kolik molekul plasmidové DNA o velikosti 50 000 bp obsahuje 100 ul roztoku u néhoz byla hodnota
absorbance pfi 260 nm po 10 nasobném zfedéni rovna 0,15?

Redeni:
lestliZe je absorbance A,g = 1,0, pak ma roztok DNA koncentraci 50 pg/ml
M (1 bp) = 650

1) Uréime koncentraci plasmidové DNA v roztoku

jestlize je Aygo=1,0 ... pak koncentraceje = ... 50 pg/ml

jestlize je Aygp=10x0,15 ... pak koncentraceje =~ ... X pg/ml

X =10x 0,15 x 50 = 75 pg/ml

2) Urc¢ime celkovou hmotnost plasmidové DNA v roztoku
75 pg/ml =75 ng/ul

100 pl roztoku o koncentraci 75 ng/ul ... 7 500 ng DNA

3) Vypocteme hmotnost jednoho plasmidu

6,023 x 10 bp ma hmotnost ... 650 g
50 000 bp ma hmotnost ... Yg

Y =50 000 x 650/6,023 x 10 g=5,40x 10" g

4) Vypocteme pocet molekul

1 molekula plasmidu ma hmotnost ... 540x10" g

Z molekul plasmidu ma hmotnost ... 7500x10° g

Z=7500x10°/5,40 x 10" = 1,39 x 10™ molekul

Odpovéd:

Roztok obsahuje 1,39 x 10" molekul plasmidové DNA



Jedna jednotka restrikéni endonukledzy (znaci se u) je mnoistvi enzymu, které rozstépi 1ug DNA
faga A za optimalnich reakcnich podminek pfi 37°C za 1 hodinu. Na molekule DNA faga A je
celkem 6 stépnych mist pro restriktazu Hinfl. Jaké mnoistvi plasmidu pUC18 rozstépi
1 jednotka restriktazy Hinfl za jednu hodinu, jestlize je na tomto plasmidu jen jedno
restrikéni misto? Velikost plasmidu pUC18 je 2 686 bp.

Reseni:
Velikost DNA faga A =48 502 bp

1) Spocitame pocet molekul faga A, které enzym Hinf | rozstépi

6,023 x 10> molekul mda hmotnost ... 650 x 48 502 g

X molekul ma hmotnost ... 1x10°g

X =6,023 x 10° x 1 x 10°/ 650 x 48 502 = 1,91 x 10*° molekul

2) Molekul plasmidu, které enzym Hinf | rozstépi je 6x vice

6x 1,91 x 10" = 11,46 x 10™ molekul

3) Spocitdme hmotnost 11,28 x 10" molekul plasmidu pUC18

6,023 x 10> molekul ma hmotnost ... 650 x 2 686 g

11,46 x 10* molekul ma hmotnost ... Y

Y =11,46 x 10"°x 650 x 2 686/6,023 x 10 = 3,32 x 107 g =0,332x 10° g =332 ng

Odpovéd:

Jedna jednotka Hinf | rozstépi za danych podminek 332 ng plasmidu



Jak dlouho bude S$tépit 1u restrikéni endonukleazy Hind 11l 200 ng plasmidu pUC18? Na tomto
plasmidu je jediné restrik¢ni misto pro restriktazu Hind lll.

Redeni:

Vyjdeme z vysledki predchoziho prikladu
Podminky stépeni Hind lll jsou stejné jako v pfipadé Hinf |

1 u Hind Ill rozstépi 332 ng plasmidu ... za 60 minut

1 u Hind Ill rozstépi 200 ng plasmidu ... za X minut

X =200 x 60/332 = 36

Odpovéd:

Restriktaza Hind 11l bude stépit plasmid 36 minut



