Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Znalost ptesné koncentrace DNA je podminkou tspésného provedeni fedy
molekularnébiologickych metod, jako transformace, transfekce, enzymové reakce s DNA pii
Stépeni restrikénimi endonukledzami a klonovani, mapovani, sekvencovani a pod.

Spektrofotometrické stanoveni je zalozeno na poznatku, ze roztoky DNA pohlcuji UV zafeni.
Zateni je pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi bazemi DNA. Dochdzi k excitaci jejich
chemickych vazeb, coz ma za nasledek postupnou degradaci DNA. Absorpcni maxima
jednotlivych nukleotidii se navzajem pon¢kud lisi: dATP ... 259 nm, dCTP ... 271 nm, dGTP
... 253 nm, dTTP ... 267 nm. DNA absorbuje maximaln¢ UV zaieni o vinové délce 260 nm.

Mnozstvi pohlcené¢ho UV zéfeni je pfimo umérné koncentraci DNA v roztoku a vyjadiuje se
hodnotami absorbance:

I
Azlog—lo,

kde lo je mnozstvi vchazejiciho svétla a | je mnozZstvi svétla propusténého. Nejpiesnéjsi je
stanoveni absorbance v rozmezi od 0,1 do 1,0.

Pti stanoveni koncentrace DNA plati nasledujici vztahy:

ds DNA Axeo =1 odpovidéa 50 pg/ml
ss DNA Az =1 odpovida 33 pg/ml
jednoftetézcové oligonukleotidy Aso =1 odpovida 20 pg/ml
(ss RNA Az =1 odpovida 40 pg/ml)

Tyto vztahy plati pro optickou drdhu 1 cm (tj. $itka kyvety). Jako rozpoustédla se pti
spektrofotometrickém stanoveni koncentrace DNA pouziva obvykle destilované vody, TE
pufru, SSC pufru nebo fostatového pufru.

Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho pfesnost a soucasna moznost posoudit
Cistotu preparatu. Cistotu DNA lze stanovit z poméri absorbanci pii riiznych vinovych
délkach. Pro Cistou DNA plati tyto hodnoty:

AZSO/A26O = 0,550 A260/A280 = 1,80 aZ 1,85

A230/A250 = 0,455 A260/A230 = 2,20

Pro listou RNA plati pomDr: Aze/Asso = 2,0.

Pfi kontaminaci preparatu proteiny jsou vypoctené poméry absorbanci vyrazné nizsi a
koncentraci DNA nelze piesné€ stanovit. Stupen znecisténi DNA 1ze posoudit rovnéz
proméfenim absorbance vzorku v rozsahu vinovych délek 230 - 300 nm a vyhodnocenim
ziskané ktivky.

V ptipadé€ silného znecisténi DNA je tfeba provést jeji precisténi. Podle toho ¢im je DNA
znecisténa pouzije se néktery z nize uvedenych postupi:

- odstrannéni fenolu: dialyza, extrakce chloroformem

- odstranéni proteini: opakovana deproteinace chloroformem. Lze pouzit rovnéz enzymové
degradace proteinti pomoci prondzy nebo proteindzy.

- odstranéni RNA: enzymova degradace pomoci RNéazy nebo specifické precipitacni postupy.



Stanoveni koncentrace DNA fluorescené¢ni metodou

Metoda se pouziva u vzorkia s nizkou koncentraci DNA a u vzorka znecisténych
jinymi latkami

Princip metody je zalozen na z&kladé fluorescenéniho zareni emitovaného
etidiumbromidem navdzanym na DNA. Toto barvivo interkaluje mezi baze v
dvouretézcové DNA a po ozareni UV svétlem silng fluoreskuje (asi 80x intenzivnéji
nez volné barvivo). Srovnanim intenzity zaieni (o vinové délce 590 nm) emitovaného
testovanym vzorkem DNA a vzorkem standardni DNA o zndmé koncentraci lze
stanovit koncentraci neznameho vzorku DNA. Timto zpasobem lze zjistit mnozstvi
1-5ng DNA.

Upozornéni !
Etidiumbromid je silny mutagen. Pfi praci s jeho roztoky je nutné pracovat v
rukavicich a dodrzovat zasady bezpecnosti!

Postup:

Vzorek DNA o0 nezndmé koncentraci nafedime v TE-pufru ve sterilnich
mikrozkumavkach 10x, 50x, 100x, 1 000x , 10 000x a 100 000x. Z jednotlivych redéni
odebereme automatickou pipetou 5 ul a pieneseme je na parafilm, kde se vytvori mala
kapka. K této kapce pridame 5 ul roztoku etidiumbromidu (2 pg/ml v TE-pufru ) a
Spic¢kou pipety oba roztoky promichame.

Paraleln¢ ke kapkam vzorku piipravime stejnym zpasobem kapky standardniho
vzorku DNA se zndmou koncentraci. Parafilm s kapkami pieneseme na povrch
transiluminatoru (2UV™ Transilluminator, UVP,UK) 302 a 365 nm) a srovnavame
intenzitu fluorescence. Lze poridit fotograficky snimek a odecist vysledek.

Schema pokusu:

REDENI 0. | 1. ] 2 | 3 4. 5. 6.
Standard (DNA) 0 | 10x | 50x [100x| 1 000x| 10 000x | 100 000x
Vzorek (DNA) 0 | 10x | 50x [100x| 1000 | 10 000x |100 000x
EB (u)+DNA (ul) |5+5[5+5]|5+5[5+5] 5+5 5+5 5+5
Zdroj UV (nm) 302 | 302 | 302 | 302 | 302 302 302
Standard+EB(10 pl) O
Vzorek+EB (10 pl) O O




Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Kazdy restrik¢ni enzym vyzaduje optimalni reak¢ni podminky, které jsou uvadény vyrobcem
v katalogu nebo jsou uvedeny v literatute. Hlavni faktory, které vyrazné ovliviiuji rychlost a
specificnost Stépeni, jsou teplota a slozeni reakéniho pufru. Zatimco pozadavky na teplotu
jsou vétsinou dosti vyhranéné, rozdily ve slozeni pufrti byvaji ¢asto malé. Proto lze pro
urcitou skupinu restrikénich enzymt pouzivat stejného pufru. Podle slozeni restrikénich
pufrd 1ze enzymy rozdélit do tii zakladnich skupin, a to na enzymy které pracuji pfi nizké,
stiedni a vysoké iontové sile pufru. Slozeni téchto pufrt je nasledujici:

Pufr NaCl Tris.Cl (pH 7,5) MgCl,

nizka iontova sila 0 10 mM 10 mM

stfedni iontova sila 50 mM 10 mM 10 mM
vysoka iontova sila 100 mM 50 mM 10 mM

Obvykle jsou vyse uvedené pufry ptfipravovany jako 10x koncentrované zasobni roztoky,
které se skladuji pii -20 °C.

Provedeni vlastniho $tépeni DNA

Reakce se obvykle provadi s 0,2 - 1 ng DNA v celkovém objemu 20 pl reakéni smési.
Postup:
1. Roztok DNA smichat ve sterilni Eppendorfové zkumavce se sterilni destilovanou vodou tak,
aby mnozstvi DNA bylo 0,2 - 1 ug a celkovy objem 18 pl.
2. Ptidat 2 ul piislusného 10x koncentrovaného restrikéniho pufru a dobie promichat.
3. Pridat jednu jednotku restrikéniho enzymu a dobfe promichat.
Jednotka enzymu je obvykle definovana jako mnozstvi enzymu vyzadované pro rozstépeni 1
png DNA kompletné béhem jedné hodiny v doporuc¢eném pufru a pti doporucené teploté v 20 ul
reakéni smesi.
4. Inkubovat po piislusnou dobu za pfisluiné teploty.
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Zastavit reakci priddnim 0,5 M EDTA do kone¢né koncentrace 20 mM. Reakci 1ze zastavit
rovnéz zahtatim reakéni smési na 65 °C po dobu 10 min. Pokud ma byt DNA analyzovana
pfimo na gelu, pfidat nanaseci barvivo (5:1) na nanést na gel.

6. Jestlize 3tépend DNA ma byt purifikovana, extrahovat 1x fenol: chloroformem, 1 x
chloroformem a vysrazet DNA etanolem.

Poznamky Kk praci s restrikénimi enzymy

Restrikéni enzymy jsou drahé, proto je tfteba dodrzovat néasledujici pravidla:
1. Restrikéni enzymy jsou stabilni pii -20 °C, proto s nimi mimo tuto teplotu manipulujeme co
nejkrats$i dobu a v ledové lazni.
2. Odbér pozadovaného mnozstvi provadime vzdy novou sterilni $pi¢kou. Kontaminace enzymu
vede k jeho degradaci.

98]

Casto je mozné mnoZstvi enzymu vyzadovaného pro §tépeni snizit a prodlouzit dobu §t&peni.

4. Pokud ma byt DNA Stépena dvéma nebo vice enzymy, lze §tépeni provést soucasné (pokud
reakéni pufr pro oba enzymy je stejny), nebo nasledné: nejdiive enzym vyzadujici nizkou
iontovou silu, pak koncentraci pufru upravit a provést st€peni dal§im enzymem.

5. Jestlize je provadéno $t€peni mnoha vzorkli DNA, vypoététe celkové potiebné mnozstvi
enzymu. Odeberte toto mnozstvi a smichejte s prisluSnym restrikénim pufrem. Rozplite
prislusné dily do jednotlivych reakénich smési.

6. Jestlize objemové mmozstvi DNA je vyS§i nez kapacita jamky v gelu, je mozné DNA

zkoncentrovat etanolem a rozpustit v TE pufru.



Restrikéni endonukleazy (zkr. restriktazy, RE)

sekvencné specifické endonukleazy Stépici fosfo-diesterovou vazbu
dsDNA v urcité sekvenci nukleotidu

Plvod: Pfevazné produkty bakterii. V sou€¢asné dobé je znamo vice nez
3000 restriktaz, které rozpoznavajicich 150 raznych sekvenci

Nazvoslovi:
napf. EcoRlI
* 1 pismeno: pocatecni pismeno rodu produkéni bakterie (kurziva)
® 2as. pismeno: prvni dvé pismena druhu produkéni bakterie (kurziva)
®  oznageni kmene (serotypu) produkéni bakterie (ne vzdy)
°

fimska Cislice vyjadfuje porfadové €islo endonukleazy izolované z dané
bakterie

Funkce: odbouravani cizorodé DNA (napf. DNA fagu)
Typy RE : I, Il alll

Typ II: ma na dsDNA shodné rozpoznavaci misto (4 — 8 bp) s mistem
Stépeni.

dsDNA ¢

OOOOOO GAATTC

1‘



Vysledek Stépeni: RE-fragmenty DNA rGzné velikosti
3 typy RE-fragmentu:

a) s tupymi konci

b) pfesahujicimi 5°- konci

c) presahujicimi 3" - konci

IZOSCHIZOMERY: rizné RE, které maji stejné cilové sekvence (odliSni
producenti, vétSinou stejna reakce). Izoschizomery mohou mit odliSnou
citlivost k metylovanym bazim v cilové sekvenci

IZOKAUDAMERY: Ruzné RE, které maiji odliSné cilové sekvence, ale
vytvareji stejné lepivé konce. To je vyhodné pro cilené spojovani riznych
molekul DNA.

EcoRIl ma relaxovanou specifitu (mize $tépit DNA v blizce
pfibuznych sekvencich pfi neoptimalnich podminkach)

5"GAATTC 3’
5 GGATTC 3
5GGATTT 3
5’AGATTT 3°

Restrikéni enzymy se specialnimi teplotami inkubace

Acs | (50°C) BstEll (60°C)
Acyl (50°C) Bst Xl (45°C)
Apal (30°C) Dsa | (65°C)
Ban | (50°C) Mae | (45°C)
Bcl | (50°C) Mae (50°C)
Bse Al (55°C) Mae il (55°C)
Bsi WI (55°C) St (50°C)
BsiYl (55°C) Smal (25 °C)
Bsm| (65 °C) Ssp Bl (50°C)
Bsp LU11 (48°C) Swa | (25°C)
BssHIl  (50°C) 7aq | (65 °C)




Vyuziti restrikcniho stépeni:

RE-spektra, molekularni typizace
RE-fyzikalni mapy

Molekularni sondy - hybridizacni sondy
kKlonovani

Jednotka enzymu =mnozstvi RE, ktere
rozStepi 1 ug dsDNA (obvykle DNA faga 1)
za 1 hod. pfi optimalni teploté a optimalnich
podminkach uvedenych pro kazdou RE

Priprava stépici smési — objem 20 pl

2 ul pufru H
8 ul H,O deion. steril.
10 ul DNA (promichana)

0,3 ul EcoRI

mzikova centrifugace 12 tis. rpm/ €as O
inkubace pfi 37 °C 1,5 hod
zastavit reakci pridanim 0,8 ul (0,5M EDTA)



Priklady nékolika restrikCnich enzymd, jejich
rozpoznavaci sekvence a mista, ve kterych probiha

stepeni DNA

Rozpoznavaci sekvence

Restriktiza “NNNNN*
"NNNNN™

Eco RI G|AATTC

E. coliB 55 CTTAA|G
Clal AT|CGAT
Caryophanon latum TAGC|TA
Apal GGGCC|C
Acetobacter pasteurianus C|ICCGGG
Bst E11 G|GTNACC
Bac. stearothermophillus CCANTG|G
Hind 11 GTPy|PuAC
Haemophilus influenzae CAPu|PYTG
Pvu 1 CGATI|CG

Proteus vulgaris GC|TAGC
Pvu 1l CAG|CTG

Proteus vulgaris GTC|TAG
Sma 1 CCCIGGG

Serratia marcescens GGG|CCC
Acc 1 GT|ATAC
Acetobacter calcoaceticus GT|AGAC
GT|CTAC

GT|CGAC

Ban 11 GAGCC|C
Bacillus aneurinolyticus GAGCT|C
GGGCC|C

GGGCT|C
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