Analyticke aplikace fluorescence
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Urceni koncentrace DNA

* Pomoci absorpcni spektroskopie je mozno presne urcit
koncentraci az do limitu 1 ug/ml

* 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 proteinu (absorbuji pfi 260 nm), nukleotidu a kratkych
oligonukleotidu.

* Presnost méereni je kolem 5%.
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Intenzita fluorescence

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 pomeru 1:1
* EX/Em 350/455 nm
* Mereno v TE pufru
» Spotreba vzorku ~ 50 ng DNA
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Fluorescence emission

Stanoveni koncentrace DNA pomoci PicoGreen
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* Detekce 25 pg/ml|

* EX/Em 480/520 nm

* Velky dynamicky
rozsah — |ze stanovit
koncentraci
od 0,025 - 1000 ng/ml
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Urcovani koncentrace proteinu

* UV absorpce — stanoveni na zaklade absorpce aromatickych AK
— Je zavisla na jejich vyskytu v sekvenci (1 mg/mil)

 Bradfordova metoda — zalozena na zméne zbarveni po vazbe
na protein (0,25 mg/ml)

* Fluorescencni metody (10 ng/ml)
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Fluorescencni stanoveni koncentrace proteinu

* Pri pouziti fluorescencni sondy
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Quantification using the Qubit Fluorometer

Quantification using the Qubit Fluorometer



https://www.youtube.com/watch?v=y3iKA5T5fnI

Stanoveni mnozstvi za pouziti densitometrie gelu

* Pfi analyze molekul v gelu je mozno ziskat souCasné informace

o kvalité i kvantité
 Méri se mnozstvi absorbovaného/emitovaného svétla v zavislosti

na 2D poloze
 Stanoveni koncentrace DNA a proteinu po barveni gelu Coomasie,
stfibrem nebo fluorescencné (SYBR Green, SYPRO Ruby)

Zdroj svétla
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 Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy.
Third Edition, Springer + Business Media, New York, 2006.

 FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE V NEUROVEDACH

http://www1.[f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podékovani

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