STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

Je to vhodna metoda pro méreni vzorki nukleovych
kyselin, které jsou dostatecne Cisté bez vyznamného
mnozstvi kontaminant.

Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm.

Z hodnot optické hustoty lze koncentraci a Cistotu
vzorku stanovit podle empirickych vztahu.
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Nejpresnéjsi je stanoveni absorbance v rozmezi od 0,1 do 1,0.




SPEKTROFOTOMETRICKA METODA - 2

Pri stanoveni koncentrace DNA plati :

ds DNA A,s, =1 odpovida 50 pg/mi
ss DNA A, =1 odpovida 33 pg/ml
Oligonukleotidy A,.,, =1 odpovida 20 pg/mi
ss RNA A, =1 odpovida 40 pg/ml

Tyto vztahy plati pro optickou drahu 1 cm (Sirka kyvety)

Pro

nukleovych kyselin se stanovuje
z poméru absorbance pri 260 a 280 nm.

plati: A, /A, = az

Pro RNA plati: A, /A,;, =2
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PRECISTENiIi VZORKU DNA

« odstranéni fenolu:
dialyza, extrakce chloroformem
» odstranéni proteinu:

opakovana deproteinace chloroformem. Lze
pouzit rovnéz enzymové degradace proteinu
pomoci pronazy nebo proteinazy.

« odstranéni RNA:

enzymova degradace pomoci RNazy nebo
specifické precipitacni postupy.




Postup meéreni koncentrace DNA

Plazmidovou DNA nejprve dukladné promicheijte,
pak mzikovou centrifugaci a naredte 50 x v TE
pufru vysledny objem 100 pl.

Zmeérte jeho koncentraci na spektrofotometru
UltrospecR2000, Pharmacia, Biotech AB a
zaznamenejte.

¢ vzorku | Fedéni Aseo Aogo Konc. (Ug/ml) | Ayeg/Argy | VYt€Zek DNA (Ug)

Vypocet vytézku DNA (ug)
Koncentrace DNA v nefredéném vzorku:------- ug/1000 pl

Mnozstvi DNA v 50 pl = ---------- g




Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Restrikcni endonukleazy (restriktazy — zkr. RE)

sekvencné specifické endonukleazy stepici fosfo-
diesterovou vazbu DNA v  urcité sekvenci
nukleotidll (Easto palindromy).

Funkce: odbouravani cizorodé DNA (napfr. fagy).

Puvod: produkty bakterii

EcoRIl (Escherichia coli) — 37° C (kmen/serotyp)
Smal (Serratia marcescens)— 25 °C
Maelll (Methanococcus aeolicus) — 55 °C

Typy RE: L I, ....
Typ II: na dsDNA ma stejné rozpoznavaci misto
(4 — 8 bp) s mistem Stepeni.




Restrikcni stepeni DNA -2

Vysledek stépeni: RE-fragmenty DNA ruzné
velikosti

3 typy RE-fragmentu:
a) s tupymi konci
b) presahujicimi 5 - konci
c) presahujicimi 3 - konci

EcoRI
5-G|JAATTC-3

3-C TTAA|G-5

EcoRIl ma relaxovanou specifitu - za neoptimalnich
podminek muze Stépit DNA v pribuznych
sekvencich 5 GAATTC 3'

5 GGATTC 3

5 GGATTT 3

S AGATTT 3




Restrik€ni stépeni DNA

Jednotka enzymu = mnozstvi RE, které rozstépi
1 ug dsDNA (obvykle DNA faga A) za 1 hod. pri
optimalni teploté a optimalnich podminkach
uvedenych pro kazdou RE

IZOSCHIZOMERY - ruzné restriktazy se stejnym
rozpoznavacim mistem

Klicové faktory pro prubéh reakce
Teplota

lontova sila




SloZeni restrikénich pufri

Pufr NacCl Tris.Cl (pH 7,5) MgCl,
Nizka iontova sila 0 10 mM 10 mM
Stredni iontova sila 50 mM 10 mM 10 mM
Vysoka iontova sila 100 mM 50 mM 10 mM
Slozky restrikéniho | Vysledna koncentrace v mM (1:10 rfed'. pufru)
pufru A B L M H
Tris acetate 33 - - - -
Tris-HCL - 10 10 10 50
Mg-acetate 10 - - - -
MgCl, - 5 10 10 10
K-acetate 66 - - - -
NacCl - 100 - 50 100
Dithioerythritol (DTE) - - 1 1 1
Dithiothreitol (DTT) 0,5 - - - -
2-Mercaptoethanol - 1 - - -
pH pf¥i 37 °C 7,9 8,0 7,5 7,5 7,5

Pufry se uchovavaiji pri -20 °C




Vlastnosti RESTRIKTAZ:

proteiny uchovavané v glycerolu pri -20 °C
(stabilni)

dulezity faktor = teplota pro uchovu a stépeni
iontova sila (zajistena pufrem)
Stépeni vice restriktazami

R1 R2

pufr s nizkou iont silou..  pufr s vyssi iont. silou

Vyuziti restrikéniho stépeni:
RE- spektra - DNA otisky, molekularni typizace
RE - fyzikalni mapy
Molekularni sondy - hybridizacni sondy

Klonovani




Vyuziti restriktaz

Klonovani DNA
Detekce mutaci a polymorfismu
Stanoveni piibuznosti

Restrikéni mapovani (restrikni mapa)




Gelova elektroforéza - GELY

Jako nosice se pouziva agaréza (100 — 50 000 bp)
nebo polyakrylamid (10 — 1 000 bp)

nosice vytvareji sitovou strukturu polymernich molekul s péry

Z.akladni jednotka agarozy

HO  cH.oH o
O -
MO s ©
o
- HO

D-galactose 3,6-anhydro
L-galactose

Agaréza je linearni polymer (ptivod z morské rasy)
Cistota je ruzna — purifikace
nutna je nepritomnost endonukleaz




GELOVA ELEKTROFOREZA - pfiprava gelu




Princip ELFO

pohyb DNA s negativhim nabojem v neutralnim gelu
a elektroforetickém pufru v elektrickém poli k anodé
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ELFO pufry:
TRIS-acetatovy (TAE): M Tris-acetat, 0,002 M EDTA,

TRIS-fosfatovy (TPE): 0,08 M Tris-fosfat, 0,008 M EDTA

TRIS-boratovy (TBE): 0,089 M Tris-borat, 0,089 M kyselina borita, 0,002 M

EDTA




Faktory ovliviiyjici rychlost migrace v gelu

« Konformace DNA

» SloZeni elektroforetickych pufru (iontova sila-TAE a TBE)
» Slozeni bazi a teplota (u PAGE)

» Pritomnost interkalac¢nich barviv

* Smér elektrického pole (PFGE > 50 kb)

* Napéti (5V/cm)

« Koncentrace gelu

* Velikost DNA




Pohyb fragmentu DNA v gelu a jejich separace
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Separace DNA fragmentu v gelu
v zavislosti na koncentraci agarozy

koncentrace agarézy (%) | rozsah déleni dsDNA (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-4
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Nanaseci (barvici pufr) 6xkoncentrovany:

0,25% bromfenolova modr; 40% (w/v) sachar6za ve vodeé.
Existuje nékolik typa nanasecich pufra, které mohou obsahovat
misto sacharézy glycerol nebo Ficol 400.

0,5—1,4% 4 % 6 %
agardoza polyakrylamid polyakrylamid
Xylencyanol 4 kb 170 bp 105 bp
Bromfenolova modf 300 bp 40 bp 25 bp
Oranz G 50 bp - -
Bromkresolova zeleti Pouze pro alkalickou agarézovou
elektroforézu
100 bp




Metody detekce

Interkalac¢ni barviva (ethidium bromid)
Indolova a imidazolova barviva (DAPI)

Stribro

Kyaninova barviva (SYBR Gold, SYBR Green)

Radioaktivni znac¢eni NK




Ethidium bromid

Mutagen a karcinogen

Interkalace do dsDNA (vazba i na helixy ssDNA a RNA)

Po interkalaci — 20-30x vétsi flourescence (fixni pozice v DNA)
Transiluminator (UV ~ 302 nm), EtBr-DNA emise 590 nm

Citlivost 1-5 ng

i NH,
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Postup pripravy gelu pro ELFO a nanaseni vzorku

. Vypocitat objem gelu podle velikosti tvoritka
. Pripravit 1xTAE pufr ze zasob. roztoku konc. 50%
. Navazit agarézu a smichat s 1xTAE pufrem, tak

aby vznikl 1% gel

. Rozvarit agarézu 10 min/100 °C
. Opatrné promichat a vytemperovat na 50 °C
. Nalit do tvoritka, tak, aby nevznikly bublin a vySka

gelu odpovidala 5 mm

. Nechat gel utuhnout (20 - 30 min)
8.
9.

Prelit gel 1 x konc. TAE pufrem
Opatrné vysunout hreben z gelu

10.Nanaset vzorky (12 ml) do kterych byl pridan

nanaseci pufr

11.Provést elektroforézu




Plazmid pUC18 -2,69 kbp
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