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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zaméiuje na ovéfeni pouzitelnosti
fluorimetrického stanoveni DNA v praxi. Prace se soustfeduje na upfesnéni
podminek stanoveni DNA touto metodou. Jejim vysledkem je nédvod na

provedeni stanoveni obsahu DNA ve vzorku fluorimetrickou metodou.

Kli¢ova slova: DNA, fluorimetrie, barvivo Hoechst 33258

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the verification of the applicability of
fluorimetric DNA determination in practise. This thesis focuses on the
specification of the conditions of determining DNA by this method. The result
of the thesis is an instruction of realization of the DNA determination in the

sample, using the fluorimetric method.

Keywords: DNA, fluorimetry, color Hoechst 33258,
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UvVoD

Kvantifikace DNA je dulezitym krokem pro znacnou c¢ast praktické
molekularni biologie. Koncentrace nukleovych kyselin lze stanovit

né¢kolika riznymi metodami.

Prvni z moznych metod je stanoveni pomoci méfeni absorbance v UV
oblasti pfi 260 nm. DalSimi metodami jsou semikvantitativni stanoveni
elektroforézou v agar6zovém gelu vizualizaci pomoci fluorescenéniho
barviva, mozna, ale malo pouzivana, je metoda zaloZzena na
bioluminiscenci. Pomérné ¢asté je, v této praci rozebirané, fluorimetrické

stanoveni.

Z praktického hlediska je potfeba co nejvice snizit objem vzorku
potfebny pro stanoveni, aby se s malym mnozstvim vzorku DNA, které je k
dispozici, dalo provést nékolik operaci. Problémem u jinych metod,
naptfiklad casto pouZzivané spektrofotometrické metody, muze byt silné
ruSeni ostatnimi pfitomnymi latkami, coZ vede k omezeni citlivosti téchto

metod.
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1 FLUORESCENCE A JEJI ANALYTICKE VYUZITI

Absorpce zatfeni vede k excitaci molekuly ze zdkladni elektronové
hladiny na jednu 2z mnoha vibraénich hladin v elektronovém stavu
excitovaném. Obvykle jde o prvni excitovany singletovy stav. Molekula na
vysoké vibraéni hladiné€, pti kolizich s okolnimi molekulami, ztrdci rychle
energii a pfechazi na nejnizsi vibrac¢ni hladinu excitovaného stavu (Obr.1).
O fluorescenci mluvime, nastane-li pfechod na =zakladni elektronovou
hladinu ze singletového excitovaného stavu vyzafenim nadbytec¢né energie

emisi fotonu. Jednda se o zatfivy ptfechod do zdkladniho energetického stavu.

[1] S

D K (sz=s,

Obr. 1: Zobecnény Jablonského diagram, A - absorpce elektromagnetického zéfent, F -
fluorescence, P - fosforescence, D - nezativé piechody, Sy - zakladni singletovy stav, Sy,

S; - excitované singletové stavy, Ty, T, - excitované tripletové stavy [2]

1.1 Fluorimetrie

Fluorimetrie je velmi citlivou a sample cuvette
jednoduchou metodou, pouzitelnou
napiiklad praveé pro kvantifikaci DNA. e fluorescence
Jednoduchy fluorimetr se sklada ze M\.n.aﬂfheam ‘L \
zdroje svétla vhodné vlnové délky, které 3 )& filter

dopadda na  kyvetu se  vzorkem.
light source detectar

Emitované zafeni  je detekovano , )
Obr. 2: Schéma fluorimetru [ 3]
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zpravidla v kolmém sméru k zafeni excitaénimu. Intenzita emitovaného
svétla je pfimo Umérnd koncentraci fluoreskujici latky ve vzorku. Tato

jednoducha zavislost ovSem plati pouze pro nizké koncentrace analytu. [4]
I=K-1,-C
kde: I — intenzita emitovaného zafeni
lp — intenzita zafeni dopadajiciho na vzorek
K — konstanta
C — koncentrace analytu [mol/l]

Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce
pfi konstantni vlnové délce emitovaného =zatfeni. Emisni spektrum je
zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce pfi konstantni vinové délce

budiciho zafeni. [5]

1.2 Princip fluorimetrického stanoveni DNA

Fluorescen¢ni  barvivo  pouzivané
K tomuto stanoveni, bisbenzimidin
H 33258, svou vazbou pfedevSim k AT
sekvencim dvouretézcové DNA, ztraci
c¢aste€né moZnost piedani své energie
ziskané excitaci, kolizi s okolnimi
molekulami v roztoku, coz se projevi
zvySenou fluorescenci. Pomoci tohoto

barviva lze  stanovit nanogramova

mnozstvi DNA v mililitru vzorku. [4]

Obr. 3: Vazba barviva H 33258 na
DNA [6]

1.2.1 Bisbenzimidin H 33258

Toto barvivo dobie funguje s purifikovanymi preparaty DNA stejné
jako se surovymi extrakty DNA, které mohou byt kontaminovany RNA a
proteiny. K excitaci elektront dochazi pfi vinové délce 360 nm a

fluorescence probiha pti 460 nm.
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Linearni a cyklickd dvoufetézcova DNA bude vykazovat obdobnou
hodnotu fluorescence, ale vazba barviva na jednofetézcovou DNA je slabsi
nez vazba tohoto barviva na \

DNA dvoufetézcovou. RNA /@Nﬁ H
muze taktéz zvySovat hodnotu N\Q/(: k/N\CHa
fluorescence, ale v mnohem :

mens$i mife nez DNA.
. . r r w 14 HO
Minimalni pozadovana Obr. 4:Vzorec barviva H 33258 [7]

délka DNA pro stanoveni, je zavisla
na sekvenci DNA, protoze jak jiz bylo feceno, toto barvivo tvofi komplex
ptevazné s AT sekvencemi DNA. Test s bisbenzimidinem neni vhodny pro

pouziti u jednotfetézcovych oligomeru.

Svou schopnosti, vazat se na AT sekvence molekul DNA, se fadi mezi
latky podezielé z karcinogenity a mutagenity, proto je tfeba pfi praci s nim
pouzivat ochranné pomiicky, pfedevS§im ochranné rukavice. Pfi stanoveni

vsak pracujeme s velmi nizkymi koncentracemi tohoto barviva. [4]

1000 4
800 ~
600 ~

400 -

Fluorescence Intensity

200 -

o=t . T SO TR : |
400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Obr. 5: Fluorescen¢ni emisni spektrum (a) ¢istého barviva H 33258 pii pH 4,5, (b)
barviva s DNA pii pH 4,5,(c) ¢istého barviva pii pH 7,4 a (d) barviva s piidanou
DNA pii pH 7,4. [8]

1.2.2 Zvazujici faktory pro stanoveni

Typ DNA ve vzorku ovliviiuje fluorescenci barviva H 33258, proto je

dulezité pouzivat podobné standardy DNA. DNA separovana z teleciho
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brzliku casto slouzi jako referenc¢ni pro vétSinu rostlinnych a zZivociSnych
DNA, protoze je dvoufetézcova a obsahuje 58% AT sekvenci. Pro
bakteridlni DNA muzou byt potiebné jiné standardy, protoze obsah AT
sekvenci se velmi 1i8i v zavislosti na druhu. Fluorescence je zeslabena

v pfitomnosti vysokych koncentraci soli.

Konformace plasmidové DNA muze vést k rozdilim v ucéinnosti vazby
barviva. Z toho davodu je dulezité vybrat standard s podobnymi

vlastnostmi, jako ma méfeny vzorek.

Pouzité barvivo H 33258 fluoreskuje ptfiblizné¢ o polovinu méné, jestlize
je ve vzorku jednofetézcova genomicka DNA, nez kdyz méfime
dvoufetézcovou genomickou DNA. Navic, kratké ¢asti jednotetézcové DNA
nevykazuji za normalnich okolnosti fluorescenci, vzhledem Kk jejich

koncentraci.

Pufry, bézné pouzivané k extrakci DNA z bunky, a nizké koncentrace

detergentd maji maly, nebo zadny efekt na provadény test.

Koncentrace soli ve vzorku nema, az do koncentrace 3M NaCl, Zzadny
efekt na provadény test. Maximalni zvySeni fluorescence pfi vazbé na DNA
je dosazeno pfi vhodné koncentraci soli napt. 200 mM NaCl pro
purifikovanou DNA, od 2M do 3M pro surovou DNA. V surové DNA
zpisobuje vys$Si koncentrace disociaci proteini od DNA, umoziujici

molekule barviva vazat se na DNA.

RNA vyznamné nezasahuje do testu DNA, protoZe pouZité barvivo nema
obvykle na RNA wvazbu. Pfi vyS$S$i koncentraci soli, je fluorescence
zpiisobend RNA obvykle mensi nez 1% ze signdlu vyprodukovaného stejnou

koncentraci DNA. [9]
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II. PRAKTICKA CAST
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2 MATERIAL A METODY
2.1 Pouzity material

2.1.1 DNA Quantification Kit

Tento komeréné vyrabény kit obsahuje:

2.1.1.1 Pufr

Zasobni roztok pufru (10x TNE): Pufr je uchovavan pti -80°C. Sklada se

z tris(hydroxymethyl)aminomethanu, EDTA, disodné soli, chloridu sodného

a kyseliny chlorovodikové.[9]

Roztok pufru (1x TNE): 1 ml pufru 10x TNE se smicha s 9 ml vody pro
molekularni biologii. Ziska se 10 ml roztoku pufru 1x TNE. [9]

2.1.1.2 Barviva

Zakladni roztok barviva (B): Barvivo (bisBenzimidine H 33258) o

¢ = 10 mg/ml je soucasti kitu a je uchovavano pti -80°C.

Zasobni roztok barviva (1B): 10 pl zdkladniho roztoku barviva B

(c =10 mg/ml) se smicha s 990 pl vody pro molekularni biologii. Ziska se
1 ml zédsobniho roztoku barviva (1B) o koncentraci ¢ = 0,1 mg/ml. Zasobni

roztok je citlivy na svétlo a je proto nutno jej uchovavat ve tmé a pti 5°C.

Pracovni roztok barviva (2B): 10 pl barviva 1B (¢ = 0,1mg/ml) se smicha

$ 4,99 ml pufru 1x TNE. Ziskd se 5 ml zasobniho roztoku barviva (2B) o
¢ = 0,2 mg/ml. Pracovni roztok barviva je nutné pfipravovat vzdy cerstve

pted vlastnim stanovenim. [9]

2.1.1.3 Kalibracéni roztok DNA (standard)

Zakladni roztok DNA: DNA o koncentraci 1 mg/ml je soucasti kitu a je

uchovavan pti -80°C.

Zasobni roztok DNA: 10 pul zakladniho roztoku DNA se smicha se 100 ul

10x TNE pufru a 890 pl vody pro molekularni biologii. Ziska se 1 ml
zasobniho roztoku o ¢ = 10 pg/ml. Pfipraveny zéasobni roztok DNA je

uchovavan pti 5°C. [9]
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2.1.2 Pristroj

Na zméteni hodnoty fluorescence jsme
pouzili Luminometr s UV  fluorescennim
modulem 20/20" od firmy Turner Biosystems
(USA). Excita¢ni vinova délka fluorescencniho

modulu byla 365 nm a k emisi zafeni dochazelo

VvV tomto modulu pii 440-470 nm.[10]

Obr. 6: Luminometr 20/20" s UV

fluorescen¢nim modulem [10]

2.2 Metody

2.2.1 UV/VIS spektrometrie

Je doposud nejvice pouzivanou metodou pro stanoveni obsahu DNA a
jeho cistoty. Vyuziva absorpce svétla v DNA. Méfeni se provadi pii vinové
délce 260 nm. Jednotkovd hodnota absorbance pifi této vinové délce

odpovida 50 pg/ml ¢isté DNA. [11]

2.2.1.1 Vzorec pro vypocet koncentrace DNA ve vzorku
conalg/ml) = (Azgg — Agzg) - f - 50 pg/ml,

kde ¢p,4 - koncentrace DNA [pg/ml]

A,., — absorbance pfi 260 nm, odpovida obsahu DNA

A,,, — absorbance pfi 320 nm, oprava na zéakal roztoku

f - faktor ztedéni vzorku

2.2.1.2 Vzorec pro vypocet obsahu DNA
Mpna = Cona * Veeir
kde g, - hmotnost DNA [ug]

I

calk

~— celkovy objem vzorku [ml]
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2.2.1.3 Vzorec pro vypocet Cistoty DNA

Jestlize je vysledek tohoto vypocltu v rozmezi od 1,7 do 2,0, pak se

jedna o vysoce kvalitni vzorek DNA.
Ppya = (Azeo — Azzo )/ (Azep — Aszo),

A,z; — hodnota absorbance naméfend pfi 280 nm kde se projevuji

kontaminujici latky
2.2.2 Fluorescenc¢ni spektroskopie

2.2.2.1 Piiprava roztoku

Jak kalibraéni roztoky, tak roztoky vzorkli byli pfipraveny
v objemech 250 pl. Pro kalibra¢ni roztoky byl pouzit zasobni roztok DNA o
koncentraci 10ug/ml smichany s pufrem 10x TNE a svodou pro

molekularni biologii, viz. Tab. 1.

Roztoky vzorkdi s nezndmym obsahem DNA byly pfipraveny
smichanim 2 ul vzorku s 25 pl pufru 10x TNE a doplnény vodou pro
molekuldarni biologii do jiZz zminovaného objemu 250 pl a nésledné

smichdny s barvivem 2B stejné jako roztoky pro kalibraci.

2.2.2.2 Méieni

Pro samotné meéfeni bylo 100 pl kazdého ze vzorkli smichano
s barvivem 2B v pomé&ru 1:1 a poté byla smés dikladné promichéna. Poté
bylo odebrano 150 pl pfipravené smési do mikrokyvet a ponechano
2-5 minut k inkubaci. Nasledovalo méfeni na ptistroji. Koncentrace DNA
byla nasledné vypoctena z rovnice kalibra¢ni kfivky. VSechny vzorky byly

stanoveny 3x vedle sebe.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem nasSi prace bylo zavést a adaptovat metodu fluorescencniho
stanoveni DNA. Hlavnim typem vzorku pro nas byli PCR smési obsahujici
velké mnozstvi kontaminujicich latek, coz brani v pouziti UV/VIS metody
pro stanoveni obsahu DNA. DalSim cilem na$i prédce bylo minimalizovat

mnozstvi vzorku potfebného pro stanoveni.

3.1 Kalibraéni zavislost

Prvnim krokem pro zavedeni nas$i metody bylo méfeni standardnich
vzorkl, konstrukce kalibraéni kfivky a ovéfeni funkénosti metody na téchto
standardech. Nejprve jsme se pokusili naméfit kalibracni zavislost

Vv rozsahu koncentraci 100-2000 ng/ml.

Tab. 1: Pipetované objemy pro kalibraci (ul)

Koncentrace kalibraénich
roztokit DNA [ng/ml] 0 100 200 500 1000 2000

Objem standardu DNA o
c=10 pg/ml [pl]
Objem pufru 10x TNE [pl] 25 25 25 25 25 25

Objem vody pro
molekularni biologii [pl]

0 2,5 5 12,5 25 50

225 222,5 220 212,5 200 175

Celkovy objem [pl] 250 250 250 250 250 250
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Obr. 7: Kalibra¢ni graf pro stanoveni koncentrace DNA
Vysledna kalibracni zéavislost je wuspokojiva, pfisluSny regresni

koeficient vySel 0,9936.

Rozsah kalibra¢ni kifivky a koncentrace pouzitého standardu byla

upravovana vzhledem k pfedpoklddanému obsahu DNA v nezndmych

vzorcich. Rozmezi koncentraci kalibraénich standardl jsme z0zili na 48 az

288 ng/ml.

Tab. 2: Pipetované objemy v pfipadé uzsiho rozsahu koncentraci (ul)

Koncentrace kalibracnich
roztokd DNA [ng/ml] 0 48 96 192 288

Objem standardu DNA o
¢=10 pg/ml [ul] 0 6 12 24 36
Objem pufru 10x TNE [ul] 25 25 25 25 25

Objem vody pro

molekularni biologii [ul] 225 219 213 201 189
Celkovy objem [ul] 250 250 250 250 250
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2500 - Kalibracni krivka

/
2000

— y=28,2001x+ 8,1043 .
o R?=0,9911
.§1500 /
2
= 1000
c
[
500

0 50 100 150 200 250 300
koncentrace DNA [ng/ml]

Obr. 8: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni DNA se zGizenym rozsahem

koncentraci standardu

Kalibra¢ni zéavislost byla v ptipad€ zuZeného rozsahu koncentraci
taktéz uspokojiva. Muzeme ftici, ze pro vétSinu nami méfenych vzorku, je
uz$i rozsah kalibra¢ni kfivky vhodnéjsi, vzhledem k nizkym koncentracim

DNA v danych vzorcich.

3.2 Stanoveni koncentrace DNA v produktu PCR reakce

Jako vzorky pro naSe stanoveni jsme pouzivali produkty PCR reakce.

Objem vzorku pouzity k naSemu stanoveni byl 2 ul.

3.2.1 P¥i pouziti GoTaq Green Hot Start Mastermix

Jako prvni typ vzorkd jsme pouzivali produkty PCR reakce se
zelenym barvivem GoTaq Green Hot Start Mastermix. Vzhledem k velkému
zfedéni méfenych vzorkl jsme piedpokladali, Ze pfitomné barvivo nebude
mit vliv na naSi metodu stanoveni, i kdyz obecné mulze byt pfitomnost
absorbujici molekuly ve vzorku problémem, protoze muze dochazet ke

zhasSeni fluorescence.
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3.2.1.1 Vzorek é.10

Jednim z nami métfenych vzorkl obsahujici barvivo GoTaq Green Hot

Start Mastermix byl produkt PCR reakce oznacéen jako vzorek ¢.10.

Obr. 9: Fotka PCR produktu pro vzorek ¢.10

Kalibracni zavislost
3000 -~

2500

(=]
[an]
(e ]
[an]

y=238,9562x+6,4112
R?=0,9937

oo /

=
[an]
(e ]
[an]

Signal pristroje [1]

/
500 $

0] | T

T T T
0 50 100 150 200 250
koncentrace DNA [ng/ml]

Obr. 10: Kalibra¢ni zavislost zméfena pied stanovenim obsahu DNA ve

vzorku ¢.10

300

Na zakladé¢ hodnoty regresniho koeficientu 0,9937 této kalibracni

kfivky, mizeme fici, ze nami naméfené hodnoty kalibracnich roztokl jsou
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uspokojivé. Mirné odchylky od linedrniho pribéhu mohly byt zplsobeny

napfiklad kratkou dobou inkubace daného kalibraéniho roztoku.

Tab. 3: Vysledky fluorimetrie pro vzorek ¢.10

Dréha &. | 1 2 3 4 5 6 7 8
Signal 11564 7| 601 | 5454 | 6207 | 4384 | 324 | 330 | 2657
pristroje
C.. |140.4 | 6636|6016 | 68,56 | 48,21 | 35,45 | 36,12 | 28,94
C., 11,7 | 553 | 501 | 571 | 402 | 2,95 | 301 | 241

Ccal — koncentrace odeétena z kalibraéni zavislosti [ng/ml]

C,; — pfepocitana koncentrace DNA v ptivodnim vzorku [pg/ml]

Naméfené signaly u tohoto vzorku se pohybovali v rdmci vySe
uvedené kalibrac¢ni zavislosti.

8000 - 70
O Denzitometrie
| — M Fluorimetrie
7000 L 60
6000 -
— -+ 50
5 5000 -
= - + 40
Q —
£ 4000 -
o
[=]
=3 -+ 30
3000 -
-+ 20
2000 -
1000 - I T 10
0 l T I T l T I T T . T . T -__ 0
1 2 3 4 5 6 7 8
Draha

Obr. 11: Vysledek denzitometrie vzorku ¢.10 a srovnani s vysledky

fluorimetrického stanoveni

Stanoveni obsahu DNA u nékolika vzorkl tohoto typu a srovnani

s vysledky jinych metod ndm prokazalo, Zze nas predpoklad byl mylny a
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barvivo ptfitomné ve vzorcich vysledky naSeho stanoveni zkresluje.
Muzeme tak wusoudit z fotky, kde lze v horni ¢asti vidét pritomnost
nespecifickych produkti, které nasledné negativné ovliviiovaly némi
provadéné stanoveni DNA. Vysledné hodnoty koncentraci DNA ve vzorcich
vychéazeji ptili§ malé a mezi jednotlivymi vzorky, které se ve skutecnosti

ztejmeé obsahem DNA velmi 1isi, se prakticky nelisi.

3.2.2 Pr¥i pouziti GoTaq Colorless Hot Start Mastermix

Pro dal$i méfeni jsme pouzili taktéz produkty PCR reakce, tentokrat
vSak s GoTaq Colorless Hot Start Mastermix, ktery uz neni zelené zbarven,
coz je vyhodné pro nadmi provadénou metodu stanoveni. V tomto pfipadé jiz

hodnoty méfeni odpovidaly vysledkim jinych metod.

3.2.2.1 Vzorek é.14

Prvnim ze vzorkli neobsahujicich zelené barvivo byl vzorek

s oznaCenim ¢.14. Pro stanoveni jsme pouzili 2 ul tohoto vzorku.

1 2 3 4 S) 6 7 8

Obr. 12: Fotografie PCR produktu pro vzorek ¢.14
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2500 A
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R?=0,9937

1500 ///

1000
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[}
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o
o

Signal pfistroje [1]

Obr. 13: Kalibraéni zavislost pro vzorek ¢.14

Prolozenim naméfenych hodnot linearni regresi jsme ziskali
uspokojivy prubéh. Regresni koeficient v tomto pfipadé nabyl hodnoty
0,9937.

Tab. 4: Vysledky fluorimetrie pro vzorek ¢.14

Draha ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8
§,igné¥ 436,2 |276,33 | 830,9 |1490,5|2029,5| 820,5 [108,7| 931,2
pristroje
Ceal 47,97 | 22,84 | 92,02 |165,64 225,79 | 90,86 |11,42|103,21
Cv, 6 2,86 11,5 20,7 | 28,22 | 11,36 | 1,43 | 12,9

Ccal — koncentrace odec¢tena z kalibraéni zavislosti [ng/ml]

Cy; — pfepocitana koncentrace DNA v pivodnim vzorku [pg/ml]

Signal ptistroje se opét pohyboval v ndmi zvoleném, uz§im rozsahu

kalibrac¢ni zavislosti.
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Obr. 14: Vysledek denzitometrie vzorku ¢. 14 a srovnani s vysledky

fluorimetrického stanoveni

Rozdily mezi hodnotami v jednotlivych drahdch jsou jiz dobfte
rozpoznatelné, coz je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobeno pouzitim
GoTaq Colorless Hot Start Mastermixu. MiZeme také vidét, ze vysledné
hodnoty denzitometrie jsou srovnatelné s hodnotami z fluorimetrického

stanoveni.

3.2.2.2 Vzorek .17

Dalsim méfenym vzorkem byl opét produkt PCR reakce oznacen jako

¢.17. Titrovany objem vzorku byl opét 2ul.
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Obr. 15: Fotografie PCR produktu pro vzorek ¢.17

Kalibracni zavislost
2500 -~

2000 /

s y=7,5889x+ 63,881
I’y R?=0,9935
'§1500
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=
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0 50 100 150 200 250 300
koncentrace DNA [ng/ml]

Obr. 16: Kalibra¢ni zavislost pro vzorek ¢.17

Regresni koeficient vySe uvedené kalibra¢ni zavislosti svou hodnotou

0,9935 poukazuje, na dostateénou piesnost méfeni.
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Tab. 5: Vysledky fluorimetrie pro vzorek ¢.17

Draha &. 1 2 3 4 5
Signal 11956 33| 3021 |3747.33| 43.66 | 3448
pristroje
Ceal 253,29 | 508,18 | 485,3 | -2,66 |445,87
C., 31,66 63,52 60,66 | -0,33 | 55,73

Ccal — koncentrace odeétena z kalibraéni zdvislosti [ng/ml]

Cy; — pfepocitana koncentrace DNA v pivodnim vzorku [pg/ml]

450000 - 20
400000 -
-+ 60
350000 -
-+ 50
300000 7 O Denzitometrie
3 . .
%‘_ 250000 - M Fluorimetrie 1 a0
T
S
o 200000 +
a + 30
150000 -
-+ 20
100000
-+ 10
50000 -
0 ; : : | 0

Draha

Obr. 17: Vysledek denzitometrie vzorku ¢.17 a srovnani s vysledky

fluorimetrického stanoveni

Denzitometrické vysledky u tohoto vzorku Uplné€ neodpovidaji ndmi
naméfenym hodnotam, coz muzeme vidét na Obr. 17. Denzitometrie je v§ak
pouze semikvantitativni metodou stanoveni a lze proto ptedpokléadat, ze
nami naméfené hodnoty jsou presnéj$i nez hodnoty ziskané pomoci denzi-

tometrie.
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3.2.2.3 Vzorek ¢.36

Tento produkt PCR reakce oznacen cislem 36, byl posledni ndmi
méfeny vzorek, u kterého jsme jiz dosahli vysledka srovnatelnych s jinymi

metodami.

Obr. 18: Fotografie PCR produktu pro vzorek ¢.36

Kalibracni zavislost
2500 -

2000 /

/
1500
y=7,4984x+ 105,03
R?=0,9823
1000
L 4
’/

O T T T

Signal pristroje (1)

0 50 100 150 200 250 300
koncentrace DNA {ng/ml)

Obr. 19: Kalibrace pro vzorek ¢. 36

U grafu kalibra¢ni zavislosti pro vzorek ¢.36 mulzeme vidét, Ze
jednotlivé hodnoty jsou rozmistény ve vé&tSim rozptylu okolo linearizacni

ktivky. Tento fakt se projevil i v hodnoté regresniho koeficientu, ktery je
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vV tomto pfipadé 0,9823, coz je o néco nizs§i nez u ostatnich provedenych

kalibraci.

Tab. 6: Vysledky fluorimetrie pro vzorek ¢.36

Dréha ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8
Signal

piistroje 1687 |2525,63(2607,33(2709,63|3233,33|2573,33 -97 2015,63
Ceal 210,93 | 322,75 | 333,65 | 347,28 | 417,11 | 329,11 | -26,94 | 254,75
Cy, 26,37 | 40,34 41,71 43,41 52,14 41,14 -3,37 31,84

C.al — koncentrace odectena z kalibra¢ni zavislosti

Cy; — koncentrace DNA ve vzorku [pg/ml]

Nékteré hodnoty signélu ptistroje uvedené v

oblast popsanou kalibra¢ni zavislosti.
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Tab. 6 se pohybuji mimo
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Obr. 20: Vysledek denzitometrie vzorku ¢.36 a srovnani s vysledky

fluorimetrického stanoveni

V tomto piipadé muzeme vidét, ze naSe vysledné hodnoty odpovidaji

jak fotografii PCR produktu, tak denzitometrii tohoto vzorku.
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3.2.3 Porovnini metody s UV stanovenim DNA

Stanoveni DNA pomoci UV jsme provadéli pouze s roztoky standardt
DNA a to o koncentracich 0, 1, 2, 4, 6 a 10 pg/ml. Jako referenc¢ni vzorek
byl pouzit pufr 1x TNE. M¢feni jsme provadéli v rozsahu vinovych délek
200 — 400 nm. U samotnych nezndmych vzorkl jsme tuto metodu, z divodu

pfitomnosti latek ovliviiujicich toto stanoveni, neprovadéli.

Pro samotné méfeni jsme si pfipravili roztoky standardd o vySe
uvedenych koncentracich o objemu 0,5 ml. Do kyvet z kiemenného skla
jsme davkovali 0,4 ml. Tyto kyvety jsme pak vlozili do UV/VIS
spektrometru. Z naméfenych dat jsme nasledné sestrojili absorpéni spektra
a vypocitali, dle vySe uvedenych vzorcl, hodnoty koncentraci standardl

DNA a ¢istotu DNA tohoto standardu.

0,6
0,5
0,4
\ Allug/ml]
E 0,3 Al2 |
< [2ug/ml]
Aldug/ml]
0,2 Al6ug/ml]
\ /‘\ = A[10ug/m|]
0,1 ——
0 T
200 250 300 350 400

Vinova délka [nm]

Obr. 21: Absorp¢ni spektra riznych koncentraci standardu DNA zméfena

pomoci UV/VIS spektrometrie

Na Obr. 21 je patrné, Zze maximum absorpce nastava pfi vinové délce

260 nm. Z naméfenych absorpcnich spekter mizeme vidét, Ze pro pouziti
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této metody na stanoveni obsahu DNA v neznamém vzorku by bylo potfeba,
aby koncentrace analytu byla alesponn 2 pg/ml. Dalsi nevyhodou je objem

vzorku potiebny pro stanoveni, ktery musi byt minimalné 350 ul.

A

0.1 y=0,017x+ 0,0035
R2=0,9982

Ajeol1]

Cona [ug/ml]

Obr. 22: Kalibra¢ni zavislost pro metodu UV/VIS spektrometrii

Tab. 7: Hodnoty standardu DNA vypoctené na zakladé méfeni pomoci

UV/VIS spektrometrie

Cona(teor.) 1 2 4 6 10

Cona 1 1,75 3,35 4,95 8,15
Cistota

DNA 1,82 1,84 1,86 1,83 1,79

Cona - Koncentrace DNA (nug/ml) vypoétend z grafu podle vztahu c[pug/ml] = (Ajgo-

Asz20)* 50

V Tab. 7 vidime, Ze zpétné vypocitané hodnoty koncentraci danych

roztokil se od skute¢nych hodnot koncentraci 1i§i jen nepatrné. Vypoctena

C¢istota DNA, ktera se pohybuje v rozmezi od 1,79 do 1,86, nam ukazuje, ze

se jednd o vysoce kvalitni vzorek DNA.
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ZAVER

Cilem této prace bylo optimalizovat metodu fluorimetrického
stanoveni DNA v produktech PCR reakci a korelovat ziskané vysledky
S jinymi metodami. V této praci jsou vysledky srovnavany s denzitometrii
PCR produktd po jejich vizualizaci na agarézovém gelu pomoci
fluorescen¢niho barviva. Tato metoda stanoveni je vSak pouze
semikvantitativni. V této praci je také zminéno stanoveni pomoci UV/VIS
spektrometrie, které je vSak nevhodné pro naSe stanoveni, at uz diky
nedostateénému objemu neznamych vzorkt ¢i nizké koncentraci DNA
Vv téchto vzorcich. Dal§im z cild byla minimalizace objemu vzorku

potfebného pro stanoveni.

Jako prvni typ vzorkd byly pouzity produkty PCR ziskané pomoci
GoTaq Green Hot Start Mastermixu, ktery obsahuje =zelené barvivo,
umoznujici pfimou aplikaci PCR produktii na agarézovy gel. Srovnanim
vysledkii s ostatnimi metodami jsme zjistili, Ze toto obsazené barvivo, i
pies zfedéni ndmi stanovovanych vzorkl, zhas§i fluorescenci a tim
negativné ovliviiuje vysledky stanoveni. Proto jsme jako dalSi vzorky
pouzili taktéz produkty PCR reakce, ale tentokrat s GoTaq Colorless Hot
Start Mastermix, které neobsahuje zminéné zelené barvivo a neovliviiuje
tak fluorimetrické stanoveni. Postup méfeni jsme upravili tak, Ze pro

stanoveni bylo tfeba jen 2 ul kazdého z méfenych vzorku.

Zavérem muZeme fici, Ze se nam podatilo tuto metodu uspésné pouzit
pfi stanoveni obsahu DNA v produktech PCR reakce. Jedna se o metodu
vysoce citlivou a diky tomu nam ke stanoveni stacily pouze 2 ul vzorku.
Dalsi nespornou vyhodou této metody je schopnost stanovit obsah DNA i
v nepurifikovanych vzorcich, obsahujicich dalsi slozky jako jsou enzymy,
primery atd. V takovych vzorcich neni v principu mozné stanoveni DNA

pomoci UV metody.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DNA Kyselina deoxyribonukleova

AT Adenin-thymin
PCR Polymerazova fetézova reakce
uv Ultrafialova oblast svétla

UV/VIS Ultrafialova nebo viditelna oblast zateni
EDTA Kyselina etylendiamintetraoctova

RNA Kyselina ribonukleova

TNE Tris(hydroxymethyl)aminomethan

NaCl Chlorid sodny

M Jednotka koncentrace mol/l
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PRILOHA P I: NAVOD NA PROVEDENI
FLUORIMETRICKEHO STANOVENI

1. Pfiprava roztoka

- Pufr 10x TNE: dodany v kitu
- Pufr 1x TNE: 1 ml pufru 10x TNE smichejte s 9 ml vody pro molekularni biologii

- Roztok barviva 1B: 10ul zakladniho roztoku barviva B (¢ = 10mg/ml) smichejte s 990
ul vody pro molekularni biologii, vznikly zasobni roztok uchovavejte ve tmé pii 5°C.

- Roztok barviva 2B: 10ul barviva 1B (¢ = 0,1mg/ml) smichejte s 4,99 ml pufru 1x TNE.
Tento vznikly roztok pfipravujte vzdy Cerstveé pred vlastnim stanovenim.

- Zasobni roztok DNA: 10ul zakladniho roztoku DNA (¢ = 1mg/ml) smichejte se 100l
10x TNE pufru a 890 ul vody pro molekularni biologii. Vznikly roztok uchovavejte pii
5°C

2. Vlastni provedeni

Na zékladé nize uvedené tabulky pfipravte kalibracni roztoky v mikrotitracni
desticce.

Tabulka 1: Tabulka pipetovani pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Koncentrace kalibragnich
roztok(l DNA [ng/ml] 0 48 9 192 288
Objem standardu DNA o ¢c=10 0 6 12 24 36
ug/mi [ul]
Objem pufru 10x TNE [pl] 25 25 25 25 25
Objem voc.iy pr? molekularni 295 219 213 201 189
biologii [pl]

Kalibra¢ni roztoky smichejte v dal$i jamce mikrotitra¢ni desticky s barvivem 2B v
objemech 100 ul vzorku a 100 pl barviva 2B, vzniklou smés dukladné promichejte a poté
nadavkuje 150 pl do mikrokyvet a ponechejte 2-5 minut ve tm¢ inkubovat.

2ul neznamého vzorku smichejte s 25 pl 10x TNE pufru a doplite vodou pro
molekularni biologii na objem 250 pl. 100pl vzniklého roztoku smichejte s roztokem
barviva 2B v poméru 1:1. Poté odeberte 150 ul pfipravené smési do mikrokyvet a
ponechejte 2-5 minut ve tmé k inkubaci.

Proved’te méfeni na pfistroji Luminometer 20/20", mé&feni proved'te 3x vedle sebe.

Koncentraci DNA ve vzorku vypoctéte z rovnice kalibracni kiivky a prepocitejte na
koncentraci v piivodnim vzorku.



