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NUKLEOVE KYSELINY

Uloha 36:

Elektroforéza nukleovych kyselin

Reagencie:

1.0,5 x TBE (45 nM Tris, 45 mM kyselina borita, 2 mM kyselina etyléndia-
mintetraoctova)

2.agar6za

3.loading dye (0,1 % roztok xylene cyanol a 0,1 % roztok bromphenol blue
v 50 % glycerole)

4. etidium bromid (1 mg/ml)

5.vyizolovand DNA z ulohy 35 (10 ul vzorky DNA + 3 ul loading dye)

Material:

elektroforetickd aparatiira, mikropipety, kadicka s objemom 100 ml, mikrovinka

Postup:

Zriedenim si zo zasobného roztoku 5 x TBE pripravime tlmivy roztok
0,5 x TBE. Na pripravu 1 % gélu potrebujeme 80 ml 0,5 x TBE, 0,8 g agarozy
a 80 pl etidium bromidu. VSetko spolu zmieSame a prevarime. Po ochladeni na
priblizne 60 °C nalejeme gél do pripravenej aparatiry. Zasunieme hreben. Po
stuhnuti gélu z neho opatrne vytiahneme hreben (slizi na tvorbu komoérok) a gél
v aparatire prelejeme roztokom 0,5 x TBE. Do komdérok potom nanaSame
vzorky DNA (10 pl) zmieSané s tzv. loading dye (3 pl). Nastavime napitie
(~ 150 V) a spustime elektroforézu. Vzorka DNA sa pohybuje od katédy (za-
porna elektroda) k anode (kladna elektroda). Priblizne po 60 min elektroforézu
vypneme.

Pozorova-
nie:

Pod UV lampou pozorujeme pasy plazmidovej DNA. Ich vzdialenost' od
Startu zavisi od ich vel'kosti a stupiia zbalenia.

Uloha 37:

Spektrofotometrické stanovenie koncentrdcie a Cistoty nukleovych kyselin

Princip:

Molekuly nukleovych kyselin obsahuju purinové a pyrimidinové zdasady, kto-
ré majii aromaticky charakter a absorbujii ultrafialové Ziarenie s vinovou diz-
kou 200 — 300 nm. Pri spektrofotometrickom stanoveni koncentrdcie nukleo-
vych kyselin meriame absorbanciu pri 260 nm. Absorbancia s hodnotou 1 pri
260 nm odpovedd koncentracii: 50 pug/ml pri dvojvlaknovej DNA,

40 ug/ml pri jednovlaknovej DNA,
40 ug/ml pri molekule RNA,
20 ug/ml pri oligonukleotidoch.

Molekuly nukleovych kyselin su najcastejsie znecistené proteinmi, ktoré ma-
Jju absorpcné maximum 280 nm. Pomer absorbancii pri 260 nm a 280 nm uddva
cistotu nukleovych kyselin. Ak je pomer A260nm/A280nm v vozmedzi 1,8 az 2,0, mo-
zeme hovorit o dostatocne cistejf DNA alebo RNA.

Reagencie:

1. vyizolovand DNA z tlohy 35
2.45 mM tlmivy roztok Tris

Material:

UV-VIS absorp¢ny spektrofotometer, mikropipety, kremenné kyvety

Postup:

Na UV-VIS spektrofotometri nastavime rozmedzie vinovych dizok od 350
do 220 nm. Do kremennej kyvety napipetujeme 3 ml tlmivého roztoku Tris
a odmeriame absorbanciu (tzv. baseline). Potom do tej istej kyvety pridame
také mnozstvo DNA, aby vysledna absorbancia pri 260 nm bola v rozmedzi 0,5
az 1,2. Nakoniec zaznamename hodnotu absorbancie pri 260 a 280 nm.

Vyhodno-
tenie:

Z hodndt absorbancii pri 260nm a 280 nm vypocitame koncentraciu
a Cistotu DNA.

Zaver:

Uvedieme koncentraciu a Cistotu nasej vzorky DNA.
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Uloha 38:

Teplotna stabilita nukleovych kyselin

Princip:

Casto pouzivany sposob na denaturdciu DNA je vyuZitie vysokej teploty,
ktorej ucinkom dochadza k vzajomnému oddelovaniu vidkien DNA. KedZe sa
makromolekula DNA vyznacuje vyraznou absorbanciou pri 260 nm, je mozné
tento proces monitorovat spektrofotometricky. Pri prechode dvojvidknovej DNA
na jednovidknové zlozZky dochadza k zvySovaniu absorbancie priblizne o 30%.
Tomuto javu hovorime hyperchromny efekt.

Jednym z parametrov, ktory poukazuje na stabilitu DNA je teplota prechodu,
Tw (teplota, pri ktorej je polovica povodnej dvojviaknovej DNA vo forme pri-
slusnych jednovlaknovych retazcov). Hodnota T, znacne zavisi od mnozstva G—
C parov. Je zndme, Ze medzi guaninom a cytozinom su 3 vodikové vizby, na
rozdiel od adeninu a tyminu, medzi ktorymi su len 2 vodikové vizby. V praxi to
znamend, ze so zvySujucim sa podielom G—C parov narasta aj teplota prechodu
makromolekuly DNA.

Reagencie:

1. vyizolovand DNA z tlohy 35
2.45 mM tlmivy roztok Tris

Material:

UV-VIS absorp¢ny spektrofotometer, mikropipety, kremenné kyvety

Postup:

Ak je k dispozicii spektrofotometer s elektronicky riadenym ohrevom (sof-
tvérovo ovladanym Peltierovym ¢lankom), napipetujeme potrebné mnozstvo
vyizolovanej nukleovej kyseliny do kremennej kyvety s tlmivym roztokom
a nastavime ohrev na 2 °C/min. Zaciato¢nu teplotu nastavime na 30 °C a kon-
covl na 90 °C. Spustime meranie. Zaznamenavame spektra v rozmedzi vlno-
vych dizok 220 az 350 nm.

Vyhodno-
tenie:

Zostrojime graf zavislosti absorbancie pri 260 nm od teploty. Bodmi prelo-
zime krivku (tzv. S-krivka) a od¢itame teplotu prechodu (7w = melting tempera-
ture) nasej vzorky plazmidovej DNA.

Zaver:

Uvedieme hodnotu 7w naSej vzorky DNA.
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