Stanoveni DNA za pouziti Hoechst 33258

Urceni koncentrace DNA je Casto zdkladnim krokem pfi analyze biologického materialu
a je soucasti mnoha laboratornich protokold. Znalost piesné koncentrace DNA je dilezita
pro celou fadu technik (sekvenovani, syntéza a klonovani cDNA, transkripce RNA atd.)
Koncentrace DNA je nejcastéji métena UV spektroskopii, od¢itanim absorbance pii 260
nm (Absye0= 1 pro dvouietézcovou DNA o koncentraci 50 pg/mL; v 1 cm kyvetg).

Ke kvantifikaci nizSich koncentraci DNA, nez jsou detekovatelné za pouziti UV
spektroskopie 1ze pouzit bisbenzen imidovy interkaldtor Hoechst 33258, ktery se vaze na
AT bohaté oblasti dvoufetézcové DNA a vykazuje zvySenou fluorescenci za podminek
vysoké iontové sily. Hoechst ma excitacni maximum kolem 350 nm a emituje v oblasti
450 nm. Citlivost Hoechst interkalatoru je ptiblizné¢ 10ng/mL. Dynamicky rozsah
pouzitelnosti Hoechst pro stanoveni koncentrace DNA piesahuje 3 fady od 10ng/mL do
Iug/mL DNA.

Material
e Spektrofluorometr
Mirokyveta (100 pL)
Roztok DNA (Salmon sperm)
Hoechst 33258 10 mg/mL ve vodé
10X TNE pufr
Destilovana voda
1X TE pufr, 10 mL

Piiprava roztoku

Varovani:Hoechst 33258 je mozny karcinogen a mutagen. Pii pfipravée roztoku pracujte
v rukavicich, s respiratorem a v digestofi.

Hoechst 33258 roztok
Naredit Iml zasobniho roztoku Hoechst 33258(10 mg/mL) 9 mL destilované vody.
Uchovat v tmavé 1ahvi pti 4°C az 6 mésict

10 X TNE pufr

Rozpustit v 800 mL dest. vody:

12.11 g Tris Base, MW = 121.14

3.72 g EDTA, disodna stl dihydrat, MW = 372.20
116.89 g NaCl, MW = 58.44

Nastavit pH na 7.4 koncentrovanou HCI

Doplnit dest. vodou do 1000 mL

Filtrovat (0.45 um)

Lze uchovat pti 4°C az po dobu 3 mésict

Pozn. Koncentrace NaCl a pH jsou dulezité pro spravnou vazbu Hoechst na DNA.

1 X TNE: Natedit 1 mL 10X TNE do 9 mL destilované vody.
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Vytvoreni standardni krivky

1. Pfipravit tfi nasledna fedéni roztoku DNA v 1X TNE s koncentraci od 2pug/mL
DNA do 200 ng/mL (napt. 2000, 1200, 600, 200 ng/mL po 2mL)

2. Pridat vzdy 100 pL 2X Hoechst roztoku ke kazdé koncentraci 100 pL
standardniho roztoku DNA. Promichat a pipetovat do mikrokyvety. Celkova
koncentrace DNA standardu v kyveté je nyni polovi¢ni (1000, 600, 300, 100
ng/mL)

3. Piipravit blank promichanim 100 uL 1X TNE pufru a 100 pL 2X Hoechst
roztoku.

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

4. Zapnéte Fluoromax-4 podle navodu.

5. Zméite intenzitu fluorescence v mdodu single point pii A= 350 nm a Agp= 450
nm, Siika Sterbin (slits) 2nm/2nm, integracni ¢as 1s

6. Zméite nejdiive intenzitu fluorescence blanku, nasledné standardy.

Hodnoty intenzity zapiste do tabulky a vyneste do grafu hodnoty intenzity
fluorescence standardi po odecteni hodnoty blanku.
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Méreni neznamého vzorku
1. Nared’te neznamy vzorek v 1X TNE na celkovy objem 100 pL.
2. Pridejte 100 uL 2X Hoechst roztoku.
3. Piipravte 2 rizna fedéni nezndmého vzorku.
4. Zm¢ite intenzitu fluorescence neznamych vzorkd.
5. Po odecteni intenzity blanku urcete podle standardni kfivky koncentraci DNA
v nezndmém vzorku.

Vysledky
Stanoveni koncentrace DNA v neznamém vzorku.



