Stanoveni koncentrace a cCistoty DNA

Je-li koncentrace DNA ve vzorku dostatecnd, Ize ji zmérit pfimou fotometrii v UV oblasti. Diky velkému mnoZzstvi
purinovych zbytk& mé ¢istd DNA absorpéni maximum pri 260 nm, pricemz priblizné plati, Ze absorbanci 1 ma
roztok DNA o koncentraci 50 pg-mi-t,

PFi 260 nm vSak absorbuji i bilkoviny, jejichz spektrum ma diky tyrosinovym skupinam Siroky vrchol s maximem
pfi 280 nm. V praxi se ¢asto odhaduje cistota DNA podle poméru absorbanci pri 260 a 280 nm. Cista DNA mé
As60/A280 Priblizné 1,8 (Cim je pomeér vyssi, tim je DNA Cistsi).

Pri praci se zfredénymi roztoky DNA neni pifiméa fotometrie dostatecné citlivd. V tom pripadé se ke stanoveni jeji
koncentrace pouzivaji nej¢astéji interkalacni fluorescencni barviva. Jsou to latky, které obsahuji nékolik
kondenzovanych aromatickych jader, takze maji planarni strukturu. Diky ni se mohou ,vklinit”, interkalovat mezi
vldkna dvousroubovic DNA, pricemz zvysuji svou fluorescenci. Prototypem interkalacnich barviv je
ethidiumbromid (3,5-diamino-5-ethyl-6-fenylfenanthridiumbromid).
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