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:
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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.



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.
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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.



PCR - polymerazova retézova reakce (princip metody)

PCR umoziiuje ziskat pozadovanou sekvenci bez klonovani, navic zcela specifickou. PCR
vyuzivé zdkladnich rysi replikace DNA:

Jako templat slouzi ssDNA, podle niZ je syntetizovan komplementarni fetézec.

K zahijeni reakce je zapottebi primer, ktery se pfipojuje na komplementarni iseky DNA.
Tim je zaroven vymezen Usek DNA, ktery bude amplifikovan.

Jako templaty pro syntézu mohou slouzit oba fetézce dsDNA, po ptedchozi denaturaci.
Primery se vybiraji tak, aby se pfipojovaly k mistim ohrani¢ujicim z obou stran
amplifikovany usek. Teoreticky lze ziskat 2" fetézcu (kopii), coz vede k nesmirné rychlé
amplifikaci ptivodni molekuly.

Provedeni reakce

Vychozim materialem pro PCR je DNA obsahujici sekvenci uréenou k amplifikaci. Tuto

sekvenci neni nutné izolovat - vybér zajisti primery. Jako vzorek je mozné pouzit i

biologicky material (DNA neni nutné purifikovat).

Mnozstvi DNA jako vychoziho materidlu je velmi nizké: obvykle postacuje méné nez 1 mg

genomové DNA, teoreticky postacuje jedna molekula.

Reak¢ni smés obsahuje:

I. DNASOng-1pg
mikroorganismy, tkanové kultury, télni tekutiny, bioptické vzorky, stéry, vlasy,
atd.

2. Primery. Primery pro PCR mivaji velikost 10 - 40 bp s obsahem GC mezi 40%

- 70%. 3' konec primeru nesmi byt komplementarni k zddné casti sebe sama

(self-complementatity). Primer nesmi obsahovat palindromy a tvofit stabilni

sekundarni struktury. Oba primery by mély mit pfiblizn¢ stejny obsah GC a

podobnou teplotu annealingu (Ta). K navrhovani primerG se pouzivaji

pocitacové programy, z nichz nékteré jsou volné dostupné.

dNTP ve formé Na nebo Li soli, koncentrace v reakci je 0,1 - 0,2 mM.

4. Mg ionty. Pfitomnost Mg iontl v reakci je nezbytna, jejich mnoZstvi zavisi na
mnozstvi DNA a dNTP v reakci. V jejich nepfitomnosti se netvoii zadny
produkt, v nadbytku vznikaji nespecifické produkty. Optimalni koncentrace se
stanovuje experimentalné pro kazdy par primert zvIast.

5. DNA polymerazu
Taq Thermus aquaticus
Tth Thermus thermophilus
Tma Thermotoga maritima
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Princip:

1. denaturace 95 °C (separace fetézcl)

2. pfipojeni primerd (30 - 65 °C) teplota urcije specifi¢nost a zavisi na sekvenci

primeru. T, =Ty, -5 °C

3. polymeracni reakce (65 - 75 °C)

4. nové syntetizované fetézce slouZzi jako templaty pro dalsi cyklus
Cyklickeé sttidani teplot jednou zalozené smési zajistuje pritb¢h reakce PCR, provadi se v
termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 60 cykli. Jako polymeraza se pouziva Taq DNA
polymeraza z Thermus aquaticus, ktera odolava teploté 94 °C.



Detekce genu pro: ..........

Rezim termocykleru:

Protokol PCR

y Xond coren Xerd Zasobni Vyslednd | MnozZstvi pfidané Mnozstvi
Slozky reakéni smési vy
koncentrace koncentrace do 25l ptidané
1 vzorek do ul
......... vzorkl
Deionizovana sterilni H,O
Pufr pro PCR bez MgCl, 10x Ix

Pufr pro PCR s 15mM MgCl,

MgCl, 25 mM /50 mM 1,5 mM
dNTP 10x /5 mM 1% /200 uM
BSA / Zelatina

Primer F 100 uM / 10 uM 0,4 uM
Primer R 100 uM / 10 uM 0,4 uM

Taq DNA-polymeraza

50 pl’! 1U

Templatova DNA

50 ng
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