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Urceni koncentrace DNA

Pomoci absorpcni spektroskopie je mozno
presnée urcit koncentraci az do limitu 1 pg/mil
Pouziti fluorescencni sondy umoznuje snizit limit
detekce 1000krat - na 1 ng/ml!

Pri pouziti fluorescencnich sond na méreni
koncentrace komplexnich vzorku (bunécny lyzat,
krevni plazma ) je mensi vliv pritomnosti

proteinl (absorbuji pfi 260nm), nukleotidd a
kratkych oligonukleotidu

Presnost méreni je kolem 5%



Intenzita fluorescence
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Stanoveni koncentrace DNA
pomoci Hoechst 33258
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Standard - roztok DNA od
5—-1000 nM

Smichani s roztokem
Hoechst (200 ng/ml) v
pomeéru 1:1

EX/Em 350/455 nm
Méreno v TE pufru

Spotreba vzorku ~ 50 ng
DNA



Stanoveni koncetnrace DNA
pomoci PicoGreen
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UrCovani koncentrace proteinu

« UV absorpce - stanoveni na zaklade
absorpce aromatickych AK — je
zavisla na jejich vyskytu v sekvenci
(1 mg/ml)

 Bradfordové metoda — zalozena na

zmene zbarveni po vazbe na protein
(0.25 mg/ml)

* Fluorescencni metody (10 ng/ml)



13

Fluorescence

Fluorescencni stanoveni
koncentrace proteinu

Fluorescence
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Cool to room Read

Fluorescence

Pro:ein (pg?mL)
A) BSA, trypsin,
carbonic anhydrase
B) 1gG, streptavidin,
RNase A

Pfi pouziti fluorescencni
sondy NanoOrange, je
potreba vyrovnat rozdily ve
strukture proteinu, které by
ovlivhovali interakce — je
nutno je zdenaturovat

Citlivost 10ng/ml
Dynamicky rozsah 1000
Stabilni po dobu 6 hod

Mala zavislost na typu
proteinu

Metoda neni citliva na
kontaminaci jinymi
molekulami nez lipidy
Pro kvantifikaci v pfitomnosti
lipidl nebo lipoproteinu Ize
pouzit CBQCA kit



Stanoveni mnozstvi za pouziti
densitometrie gelu

* Pri analyze molekul v gelu je mozno ziskat soucasneée
informace o kvalité i kvantiteé

« Meéri se mnozstvi absorbovaného/emitovaného sveétla v
zavislosti na 2D poloze

« Stanoveni koncentrace DNA a proteinu po barveni gelu
Coomasie, stribrem nebo fluorescencnée

Zdroj svétla

Detektor .
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Podekovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky
laskavé poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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