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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce se zaměřuje na ověření použitelnosti  

fluorimetrického stanovení DNA v  praxi. Práce se soustřeďuje na upřesnění 

podmínek stanovení DNA touto metodou. Jejím výsledkem je návod na 

provedení stanovení obsahu DNA ve vzorku fluorimetrickou metodou.   

 

Klíčová 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.  
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ÚVOD  

Kvantifikace DNA je důležitým krokem pro značnou část praktické 

molekulární biologie. Koncentrace nukleových kyselin lze stanovit  

několika různými metodami.  

První z  možných metod je stanovení pomocí měření absorbance v  UV 

oblasti při 260 nm. Dalšími metodami jsou semikvantitativní stanovení 

elektroforézou v  agarózovém gelu vizualizací pomocí fluorescenčního 

barviva, možná, ale málo používaná ,  je metoda založená na 

bioluminiscenci. Poměrně časté je ,  v této práci rozebírané ,  fluorimetrické 

stanovení.  

 Z praktického hlediska je potřeba co nejvíce snížit objem vzorku 

potřebný pro stanovení, aby se s  malým množstvím vzorku DNA, které je k 

dispozici , dalo provést několik operací. Problémem u j iných metod, 

například často používané spektrofotometrické metody, může být silné 

rušení ostatními pří tomnými látkami, což vede k  omezení citlivosti těchto 

metod.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 FLUORESCENCE A JEJÍ ANALYTICKÉ VYUŽITÍ  

Absorpce záření vede k  excitaci molekuly ze základní elektronové 

hladiny na jednu z  mnoha vibračních hladin v  elektronovém stavu 

excitovaném. Obvykle jde o první excitovaný sing letový stav. Molekula na 

vysoké vibrační hladině, při kolizích s  okolními molekulami,  ztrácí rychle 

energii a přechází na nejnižší vibrační hladinu excitovaného stavu (Obr.1).  

O fluorescenci mluvíme, nastane -li  přechod na základní elektronovou 

hladinu ze s ingletového excitovaného stavu vyzářením nadbytečné energie 

emisí fotonu. Jedná se o zářivý přechod do základního energetického stavu.  

[1] 

 

 

 

 

 

 

1.1 Fluorimetrie 

Fluorimetrie je velmi citlivou a 

jednoduchou metodou, použitelnou 

například právě pro kvantifikaci DNA. 

Jednoduchý fluorimetr se skládá ze 

zdroje světla vhodné vlnové délky, které 

dopadá na kyvetu se vzorkem. 

Emitované záření je detekováno 
Obr. 2: Schéma fluorimetru [3] 

Obr. 1: Zobecněný Jablonského diagram, A - absorpce elektromagnetického záření, F - 

fluorescence, P - fosforescence, D - nezářivé přechody, S0 - základní singletový stav, S1, 

S2 - excitované singletové stavy, T1, T2 - excitované tripletové stavy [2]  
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zpravidla v kolmém směru k  záření excitačnímu. Intenzita emitovaného 

světla je přímo úměrná koncentraci fluores kující látky ve vzorku. Tato 

jednoduchá závislost  ovšem platí pouze pro nízké koncentrace analytu.  [4] 

 

kde:  I f  –  intenzita emitovaného záření  

 I0  –  intenzita záření dopadajícího na vzorek  

 K –  konstanta 

 C –  koncentrace analytu [mol/l]  

Excitační spektrum  je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce 

při konstantní vlnové délce emitovaného záření. Emisní spektrum je 

závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při  konstantní vlnové délce 

budícího záření.  [5]  

1.2 Princip fluorimetrického stanovení DNA  

Fluorescenční barvivo používané 

k tomuto stanovení, bisbenzimidin 

H 33258, svou vazbou především k  AT 

sekvencím dvouřetězcové  DNA, ztrácí  

částečně možnost předání své energie  

získané excitací , kolizí s  okolními 

molekulami v roztoku, což se projeví 

zvýšenou fluorescencí. Pomocí tohoto 

barviva lze stanovit nanogramová 

množství  DNA  v mililitru vzorku. [4]  

 

1.2.1  Bisbenzimidin H 33258  

Toto barvivo dobře funguje s purifikovanými preparáty DNA stejně 

jako se surovými extrakty DNA, které mohou být kontaminovány RNA a  

proteiny. K excitaci  elektronů dochází při vlnové délce 360 nm a 

fluorescence probíhá při  460 nm.  

Obr. 3: Vazba barviva H 33258 na 

DNA [6] 
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Lineární a cyklická dvouřetězcová  DNA bude vykazovat obdobnou 

hodnotu fluorescence, ale vazba barviva na jedno řetězcovou  DNA je slabší  

než vazba tohoto barviva na 

DNA dvouřetězcovou .  RNA 

může taktéž zvyšovat hodnotu 

fluorescence, ale v  mnohem 

menší míře než DNA.  

Minimální požadovaná 

délka DNA pro stanovení ,  je závislá 

na sekvenci DNA, protože jak již bylo řečeno, toto barvivo tvoří komplex 

převážně s AT sekvencemi DNA. Test s  bisbenzimidinem není vhodný pro 

použití u jednořetězcových  oligomerů.  

Svou schopností ,  vázat se na AT sekvence molekul DNA ,  se řadí mezi 

látky podezřelé z  karcinogenity a mutagenity, proto je třeba při práci  s  ním 

používat ochranné pomůcky, především ochranné rukavice. Při stanovení 

však pracujeme s  velmi nízkými koncentracemi tohoto barviva.  [4] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2  Zvažující faktory pro stanovení  

Typ DNA ve vzorku ovlivňuje  fluorescenci barviva H 33258, p roto je 

důležité používat podobné standa rdy DNA .  DNA separovaná z  telecího 

Obr. 4:Vzorec barviva H 33258 [7] 

Obr. 5: Fluorescenční emisní spektrum (a) čistého barviva H 33258 při pH 4,5, (b) 

barviva s DNA při pH 4,5,(c) čistého barviva při pH 7,4 a (d) barviva s přidanou 

DNA při pH 7,4. [8]  
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brzlíku často slouží jako referenční pro většinu rostl inných a živočišných 

DNA, protože je dvouřetězcová  a obsahuje 58% AT sekvencí .  Pro 

bakteriální DNA můžou být potřebné j iné  standardy, protože obsah AT  

sekvencí  se velm i  l iší v  závislosti  na druhu.  Fluorescence je zeslabena 

v přítomnosti vysokých koncentrací solí .  

Konformace plasmidové  DNA může vést  k  rozdílům v účinnosti vazby 

barviva.  Z toho důvodu je důležité vybrat standard s  podobnými 

vlastnostmi,  jako má měřený vzorek.  

Použité barvivo H 33258 fluoreskuje přibližně o polovinu méně, jestliže 

je ve vzorku jednořetězcová  genomická  DNA, než když měříme 

dvouřetězcovou  genomickou DNA. Navíc,  krátké části jednořetězcové  DNA 

nevykazují za normálních okolností  fluorescenci ,  vzhledem k jejich 

koncentraci.  

Pufry,  běžně používané k  extrakci DNA z buňky,  a nízké koncentrace 

detergentů  mají malý, nebo žádný efekt na prováděný test.  

Koncentrace soli  ve vzorku nemá, až do koncentrace 3M NaCl,  žádný 

efekt na prováděný test. Maximální zvýšení fluorescence  při vazbě na DNA 

je dosaženo při vhodné koncentraci  soli např. 200 mM NaCl pro 

purifikovanou DNA, od 2M do 3M pro surovou DNA. V  surové DNA 

způsobuje vyšší koncentrace disociaci  proteinů od DNA, umožňující  

molekule barviva vázat se na DNA. 

RNA významně nezasahuje do testu DNA, protože použité barvivo nemá 

obvykle na RNA vazbu. Při vyšší  koncentraci solí,  je fluorescence 

způsobená  RNA obvykle menší než 1% ze signálu vyprodukovaného stejnou 

koncentrací DNA. [9] 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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2 MATERIÁL A METODY 

2.1 Použitý materiál  

2.1.1  DNA Quantification Kit  

Tento komerčně vyráběný kit obsahuje:  

2.1.1.1  Pufr 

Zásobní roztok pufru (10x TNE):  Pufr je uchováván při -80°C. Skládá se 

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

a kyseliny chlorovod íkové.[9]  

Roztok pufru (1x TNE):  1 ml pufru 10x TNE se smíchá s  9 ml vody pro 

molekulární biologii.  Získá se 10 ml roztoku pufru 1x TNE. [ 9]  

2.1.1.2  Barviva 

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

c = 10 mg/ml je součástí  kitu a je uchováváno při  -80°C.  

Zásobní roztok barviva (1B):  10 μl základního roztoku barviva B 

(c = 10 mg/ml) se smíchá s  990 μl vody pro molekulární biologii.  Získá se 

1 ml zásobního roztoku barviva (1B) o koncentraci c = 0,1 mg/ml. Zásobní 

roztok je citlivý na světlo a je proto nutno jej uchovávat ve tmě a při  5°C.  

Pracovní roztok barviva (2B):  10 μl barviva 1B (c = 0,1mg/ml) se smíchá 

s 4,99 ml pufru 1x TNE. Získá se 5 ml zásobního roztoku barviva (2B) o 

c = 0,2 mg/ml. Pracovní roztok barviva je nutné připravovat vždy č erstvě 

před vlastním stanovením. [9]   

2.1.1.3  Kalibrační roztok DNA (standard)  

Základní roztok DNA:  DNA o koncentraci 1 mg/ml je součástí  kitu a je 

uchováván při -80°C.  

Zásobní roztok DNA:  10 μl základního roztoku DNA se smíchá se 100 μl 

10x TNE pufru a 890 μl vod y pro molekulární biologii. Získá se 1 ml 

zásobního roztoku o c = 10 μg/ml. Připravený zásobní roztok DNA je 

uchováván při 5°C.  [9]  
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2.1.2  Přístroj  

Na změření hodnoty fluorescence jsme 

použili Luminometr s  UV fluorescenčním 

modulem 20/20
n
 od firmy Turner Biosys tems 

(USA). Excitační vlnová délka fluorescenčního 

modulu byla 365 nm a k  emisi záření docházelo 

v tomto modulu při 440 -470 nm.[10]  

 

2.2 Metody  

2.2.1  UV/VIS spektrometrie  

Je doposud nejvíce používanou metodou pro stanovení obsahu DNA a 

jeho čistoty. Využívá absorpce světla v  DNA. Měření se provádí při vlnové 

délce 260 nm. Jednotková hodnota absorbance při této vlnové délce 

odpovídá 50 μg/ml čisté DNA. [11]  

2.2.1.1  Vzorec pro výpočet koncentrace DNA ve vzorku  

,  

kde  - koncentrace DNA [μg/ml]  

 –  absorbance při 260 nm ,  odpovídá obsahu DNA 

 –  absorbance při 320 nm ,  oprava na zákal roztoku  

 - faktor zředění vzorku  

2.2.1.2  Vzorec pro výpočet obsahu DNA  

,  

kde  - hmotnost  DNA [μg]  

  –  ce lkový objem vzorku [ml]  

Obr. 6: Luminometr 20/20
n
 s UV 

fluorescenčním modulem [10] 
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2.2.1.3  Vzorec pro výpočet čistoty DNA  

Jestliže   je výsledek tohoto výpočtu v  rozmezí od 1,7 do 2,0, pak se 

jedná o vysoce kvalitní vzorek DNA.  

,  

kde  - čistota DNA  

  –  hodnota absorbance naměřená při 280 nm kde se projevují  

kontaminující látky  

2.2.2  Fluorescenční spektroskopie  

2.2.2.1  Příprava roztoků  

Jak kalibrační roztoky, tak roztoky vzorků byli připraveny 

v objemech 250 μ l .  Pro kalibrační roztoky byl použit zásobní roztok DNA o 

koncentraci 10μg/ml smíchaný s  pufrem 10x TNE a s  vodou pro 

molekulární biologii,  viz. Tab. 1.  

Roztoky vzorků s  neznámým obsahem DNA byly připraveny 

smícháním 2 μl  vzorku s  25 μl  pufru 10x TNE a doplněny vodou pro 

molekulární biologii do již zmiňovaného objemu 250 μ l  a následně 

smíchány s  barvivem 2B stejně jako roztoky pro kalibraci .  

2.2.2.2  Měření  

Pro samotné měření bylo 100 μ l  každého ze vzorků smícháno 

s barvivem 2B v poměru 1:1 a poté byla směs důkladně promíchána. Poté 

bylo odebráno 150 μl  připravené směsi do mikrokyvet a ponecháno 

2-5 minut k inkubaci. Následovalo měření na přístroji . Koncentrace DNA 

byla následně vypočtena z  rovnice kalibrační křivky. Všechny vzorky byly 

stanoveny 3x vedle sebe.  
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE  

Cílem naší práce bylo zavést a adaptovat metodu fluorescenčního 

stanovení DNA. Hlavním typem vzorku pro nás byli PCR směsi obsahující  

velké množství kontaminujících látek, což brání v  použití  UV/VIS metody 

pro stanovení obsahu DNA. Dalším cílem naší práce bylo minimalizovat 

množství  vzorku potřebného pro stanovení.  

3.1 Kalibrační závis lost 

Prvním krokem pro zavedení naší metody bylo měření standardních 

vzorků,  konstrukce kalibrační křivky  a ověření funkčnosti metody na těchto 

standardech. Nejprve jsme se pokusili naměřit kalibrační závislost  

v rozsahu koncentrací 100 -2000 ng/ml.  

Tab. 1 :  Pipetované objemy pro kalibraci  (μl)  

Koncentrace ka libračních 

roztoků DNA [ng/ml]  
0  100 200 500 1000 2000 

Objem s tandardu DNA o  

c=10 μg/ml [μ l]  
0  2 ,5  5  12,5  25 50 

Objem pufru 10x TNE [μl]  25 25 25 25 25 25 

Objem vody pro 

molekulární  bio logi i  [μl ]  
225 222,5  220 212,5  200 175 

Celkový objem  [μ l]  250 250 250 250 250 250 
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Obr. 7:  Kalibrační graf pro stanovení koncentrace DNA  

 

Výsledná kalibrační závislost je uspokojivá, příslušný regresní 

koeficient vyšel  0,9936. 

Rozsah kalibrační křivky a koncentrace použitého standardu byla 

upravována vzhledem k  předpokládanému obsahu DNA v neznámých 

vzorcích. Rozmezí  koncentrací kalibračních standardů jsme zúžili na 48 až 

288 ng/ml.  

Tab. 2 :  Pipetované objemy v případě užšího rozsahu koncentrací  (μl )  

Koncentrace ka libračních 

roztoků DNA [ng/ml]  
0  48 96 192 288 

Objem s tandardu DNA o  

c=10 μg/ml [μ l]  
0  6  12 24 36 

Objem pufru 10x TNE [μl]  25 25 25 25 25 

Objem vody pro 

molekulární  bio logi i  [μl ]  
225 219 213 201 189 

Celkový objem [μ l]  250 250 250 250 250 
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Obr. 8:  Kalibrační závislost pro stanovení DNA se zúženým rozsahem 

koncentrací standardů  

Kalibrační závislost  byla v případě zúženého rozsahu koncentrací  

taktéž uspokojivá. Můžeme říci, že pro většinu námi měřených vzorků ,  je 

užší rozsah kalibrační křivky vhodnější ,  vzhledem k nízkým koncentracím 

DNA v daných vzorcích.  

3.2 Stanovení koncentrace DNA v  produktu PCR reakce 

Jako vzorky pro naše stanovení jsme používali produkty PCR reakce. 

Objem vzorku použitý k  našemu stanovení byl 2 μl .   

3.2.1  Při použití  GoTaq Green Hot Start Mastermix 

Jako první typ vzorků jsme používali  produkty PCR reakce se 

zeleným barvivem GoTaq Green Hot Start Mastermix. Vzhledem k velkému 

zředění měřených vzorků jsme předpokládali , že přítomné barvivo nebude 

mít  vliv na naši  metodu stanovení , i  když obecně může být přítomnost 

absorbující molekuly ve vzorku problémem, protože může docházet ke 

zhášení fluorescence.  
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3.2.1.1  Vzorek č.10  

Jedním z  námi měřených vzorků obsahující barvivo GoTaq Green Hot 

Start Mastermix byl produkt PCR reakce označen jako vzorek č.10.  

 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

 

 

Obr. 10:  Kalibrační závislost změřená před stanovením obsahu DNA ve 

vzorku č.10  

  

Na základě hodnoty regresního koeficientu 0,9937 této kalibrační 

křivky, můžeme říci,  že námi naměřené hodnoty kalibračních roztoků jsou 

Obr. 9: Fotka PCR produktu pro vzorek č.10 
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uspokojivé. Mírné odchylky od lineárního průběhu mohly být způsobeny 

například krátkou dobou inkubace daného kalibračního r oztoku. 

 

Tab. 3 :  Výsledky fluorimetrie pro vzorek č.10  

Dráha č.  1 2 3 4 5 6 7 8 

Signál  

přístroje  
1264,7 601 545,4 620,7 438,4 324 330 265,7 

Cc a l  140,4 66,36 60,16 68,56 48,21 35,45 36,12 28,94 

Cvz  11,7 5,53 5,01 5,71 4,02 2,95 3,01 2,41 

C c a l  –  koncentrace odeč tená z  kal ibrační  závislost i  [ng/ml ]  

C v z  –  přepočí taná  koncent race DNA v původním  vzorku [μg/ml]  

 

Naměřené signály u tohoto vzorku se pohybovali v  rámci výše 

uvedené kalibrační závislosti .  

 

Obr. 11:  Výsledek denzitometrie vzorku č.10  a srovnání s  výsledky 

fluorimetrického stanovení  

 

Stanovení obsahu DNA u několika vzorků tohoto typu  a srovnání 

s výsledky jiných metod nám prokázalo,  že náš předpoklad byl mylný a 
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barvivo přítomné ve vzorcích  výsledky našeho stanovení zkresluje.  

Můžeme tak usoudit z  fotky, kde lze v horní části  vidět pří tomnost 

nespecifických produktů, které následně negativně ovlivňovaly námi 

prováděné stanovení DNA.  Výsledné hodnoty koncentrací DNA ve vzorcích 

vycházejí  příliš malé a mezi  jednotlivými vzorky, které se ve skutečnosti  

zřejmě obsahem DNA velm i  liší , se prakticky neliší.  

3.2.2  Při použití  GoTaq Colorless Hot Start Mastermix 

Pro další měření jsme použili taktéž produkty PCR reakce,  tentokrát  

však s  GoTaq Colorless Hot Start Mastermix, který už není zeleně zbarven, 

což je výhodné pro námi prováděnou metodu stanovení. V tomto případě již  

hodnoty měření odpovídaly  výsledkům jiných metod.  

3.2.2.1  Vzorek č.14 

Prvním ze vzorků neobsahujících zelené barvivo byl vzorek 

s označením č.14. Pro stanovení  jsme použili 2  μ l  tohoto vzorku.  

 1 2 3 4 5   6 7 8 

 

Obr. 12:  Fotografie PCR produktu pro vzorek č.14  
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Obr. 13:  Kalibrační závislost pro vzorek č.14  

 

Proložením naměřených hodnot lineární regresí  jsme získali  

uspokojivý průběh. Regresní koeficient v  tomto případě nabyl hodnoty 

0,9937.  

Tab. 4 :  Výsledky fluorimetrie pro vzorek č.14  

Dráha č.  1 2 3 4 5 6 7 8 

Signál  

přístroje  
436,2 276,33 830,9 1490,5 2029,5 820,5 108,7 931,2 

Cc a l  47,97 22,84 92,02 165,64 225,79 90,86 11,42 103,21 

Cvz  6 2,86 11,5 20,7 28,22 11,36 1,43 12,9 

C c a l  –  koncentrace odeč tená z  kal ibrační  závislost i  [ng/ml ]  

C v z  –  přepočí taná  koncent race DNA v  původním  vzorku [μg/ml]  

 

Signál přístroje se opět pohyboval v námi zvo leném, užším rozsahu 

kalibrační závislosti.  
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Obr. 14:  Výsledek denzitometrie vzorku č. 14  a srovnání s  výsledky 

fluorimetrického stanovení  

 

Rozdíly mezi hodnotami v  jednotlivých drahách jsou již dobře 

rozpoznatelné, což je s  největší pravděpodobností způsobeno použitím 

GoTaq Colorless Hot Start Mastermixu. Můžeme také vidět , že výsledné 

hodnoty denzitometrie jsou srovnatelné s  hodnotami z fluorimetrického 

stanovení.  

3.2.2.2  Vzorek č.17  

Dalším měřeným vzorkem byl opět produkt PCR reak ce označen jako 

č.17. Titrovaný objem vzorku byl opět 2μl .  
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 1 2 3 4 5 

 

Obr. 15:  Fotografie PCR produktu pro vzorek č.17  

 

Obr. 16:  Kalibrační závislost pro vzorek č.17  

 

Regresní koeficient výše uvedené kalibrační z ávislosti svou hodnotou 

0,9935 poukazuje , na dostatečnou přesnost měření.  
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Tab. 5 :  Výsledky fluorimetrie pro vzorek č.17  

Dráha č .  1  2 3 4 5 

Signál 
př ís troje  

1986,33 3921 3747,33 43,66 3448 

Cc a l  253,29 508,18 485,3 -2,66 445,87 

Cv z  31,66 63,52 60,66 -0,33 55,73 

C c a l  –  koncentrace odeč tená z  kal ibrační  závislost i  [ng/ml ]  

C v z  –  přepočí taná  koncent race DNA v  původním  vzorku [μg/ml]  

 

 

Obr. 17:  Výsledek denzitometrie vzorku č.17  a srovnání s  výsledky 

fluorimetrického stanovení  

 

Denzitometrické výsledky u tohoto vzorku úplně neodpovídají námi 

naměřeným hodnotám, což můžeme vidět na Obr. 17. Denzitometrie je v šak 

pouze semikvantitat ivní metodou stanovení a lze proto předpokládat, že 

námi naměřené hodnoty jsou přesnější než hodnoty získané pomocí denz i-

tometrie.   
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3.2.2.3  Vzorek č.36  

Tento produkt PCR reakce označen číslem 36 ,  byl poslední námi 

měřený vzorek, u kterého jsme již dosáhli výsledků srovnatelných s  jinými 

metodami.  

 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

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

 

Obr. 19:  Kalibrace pro vzorek č. 36  

 

U grafu kalibrační závislosti pro vzorek č.36 můžeme vidět, že 

jedno tlivé hodnoty jsou rozmístěny ve větším rozptylu  okolo linearizační  

křivky. Tento fakt se projevil i  v hodnotě  regresního koeficientu, který je 
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v tomto případě 0,9823, což je o něco nižší než u ostatních provedených 

kalibrací.  

 

Tab. 6 :  Výsledky fluorimetrie pro vzorek č.36  

Dráha č.  1 2 3 4 5 6 7 8 

Signál  

přístroje  1687 2525,63 2607,33 2709,63 3233,33 2573,33 -97 2015,63 

Cc a l  210,93 322,75 333,65 347,28 417,11 329,11 -26,94 254,75 

Cvz  26,37 40,34 41,71 43,41 52,14 41,14 -3,37 31,84 

C c a l  –  koncentrace odeč tená z  kal ibrační  závislost i  

C v z  –  koncentrace DNA ve vzork u [μg/ml]  

 

Některé hodnoty signálu přístroje uvedené v  Tab. 6 se pohybují mimo 

oblast popsanou kalibrační závislostí .  

 

Obr. 20:  Výsledek denzitometrie vzorku č.36  a srovnání s  výsledky 

fluorimetrického stanovení  

 

V tomto případě  můžeme vidět, že naše výsledné  hodnoty odpovídají  

jak fotografi i PCR produktu, tak denzitometrii tohoto vzorku.  
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3.2.3  Porovnání metody s  UV stanovením DNA  

Stanovení DNA pomocí UV jsme prováděli pouze s  roztoky standardů 

DNA a to o koncentracích 0, 1, 2, 4, 6 a 10 μg/ml. Jako referenční vzorek 

byl použit pufr 1x TNE. Měření jsme prováděli v  rozsahu vlnových délek 

200 –  400 nm. U samotných neznámých vzorků jsme tuto metodu, z  důvodu 

přítomnosti látek ovlivňujících toto stanovení, neprováděli.  

Pro samotné měření jsme s i připravil i  roztoky standardů o výše 

uvedených koncentracích o objemu 0,5 ml. Do kyvet z  křemenného skla 

jsme dávkovali  0,4 ml.  Tyto kyvety jsme pak vložil i do UV/VIS 

spektrometru. Z naměřených dat jsme následně sestrojili  absorpční  spektra 

a vypočítali,  dle výše uvedených vzorců, hodnoty koncentrací standardů 

DNA a čistotu DNA tohoto standardu .  

 

 

Obr. 21: Absorpční  spektra různých koncentrací  standardu DNA změřená 

pomocí UV/VIS spektrometrie  

 

Na Obr.  21 je patrné, že maximum absorpce nastává při  vlnové délce 

260 nm. Z naměřených absorpčních spekter můžeme vidět, že pro použití  
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této metody na stanovení obsahu DNA v  neznámém vzorku by bylo potřeba, 

aby koncentrace analytu byla alespoň 2 μg/ml. Další nevýhodou je objem 

vzorku potřebný pro stanovení, který musí být minimálně 350 μl .  

 

 

Obr. 22:  Kalibrační závislost pro metodu UV/VIS spektrometrii  

 

Tab. 7:  Hodnoty standardu DNA vypočtené na základě měření pomocí 

UV/VIS spektrometrie  

CD N A (teor.)  1 2 4 6 10 

CD N A  1 1,75 3,35 4,95 8,15 

Čistota 
DNA 

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

CD N A  -  Koncentrace  DNA (μg/ml)  vypočtená z grafu podle  vztahu c [μg/ml ]  = (A2 6 0 -

A3 2 0)* 50  

V Tab. 7 vidíme, že zpětně vypočítané hodnoty koncentrací  daných 

roztoků se od skutečných hodnot koncentrací liší jen nepatrně. Vypočtená 

čistota DNA, která se pohybuje v  rozmezí od 1,79 do 1,86, nám ukazuje, že 

se jedná o vysoce kvalitní vzorek DNA.  
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ZÁVĚR  

 Cílem této práce bylo optimalizovat metodu fluorimetrického 

stanovení DNA v  produktech PCR reakcí  a korelovat získané výsledky 

s jinými metodami. V  této práci jsou výsledky srovnávány s denzitometri í  

PCR produktů po jejich vizualizaci  na agarózovém gelu pomocí 

fluorescenčního barviva .  Tato metoda stanovení je však  pouze 

semikvantitativní.  V této práci je také zmíněno stanovení pomocí UV/VIS 

spektrometrie, které je však nevhodné pro naše stanovení , ať už díky 

nedostatečnému objemu neznámých vzorků či nízké koncentraci DNA 

v těchto vzorcích .  Dalším z  cílů byla minimalizace objemu vzorku 

potřebného pro stanovení.  

Jako první typ vzorků byly použity produkty PCR  získané pomocí 

GoTaq Green Hot Start Mastermixu, který obsahuje zelené barvivo, 

umožňující  přímou aplikaci PCR produktů na agarózový gel.  Srovnáním 

výsledků s  ostatními metodami jsme zji stili ,  že toto obsažené barvivo, i  

přes zředění námi stanovovaných vzorků, zháší fluorescenci a t ím 

negativně ovlivňuje výsledky stanovení. Proto jsme jako další vzorky 

použili taktéž produkty PCR reakce, ale tentokrát s  GoTaq Colorless Hot 

Start Mastermix, které neobsahuje zmíněné zelené barvivo  a neovlivňuje 

tak fluorimetrické stanovení .  Postup měření jsme  upravili tak, že pro 

stanovení bylo třeba jen 2 μl  každého z  měřených vzorků .  

Závěrem můžeme říci, že se nám podařilo tuto metodu úspěšně použít  

při stanovení obsahu DNA v  produktech PCR reakce. Jedná se o metodu 

vysoce citlivou a díky tomu nám ke stanovení stačily  pouze 2 μl  vzorku.  

Další nespornou výhodou této metody  je schopnost stanovit obsah DNA i 

v nepurifikovaných vzorcích ,  obsahujících další složky jako jsou enzymy,  

primery atd. V takových vzorcích není v  principu možné stanovení DNA 

pomocí UV metody.  
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PŘÍLOHA P I: NÁVOD NA PROVEDENÍ 

FLUORIMETRICKÉHO STANOVENÍ  

1. Příprava roztoků 

- Pufr 10x TNE: dodaný v kitu 

- Pufr 1x TNE: 1 ml pufru 10x TNE smíchejte s 9 ml vody pro molekulární biologii 

- Roztok barviva 1B: 10μl základního roztoku barviva B (c = 10mg/ml) smíchejte s 990 

μl vody pro molekulární biologii, vzniklý zásobní roztok uchovávejte ve tmě při 5°C. 

- Roztok barviva 2B: 10μl barviva 1B (c = 0,1mg/ml) smíchejte s 4,99 ml pufru 1x TNE. 

Tento vzniklý roztok připravujte vždy čerstvě před vlastním stanovením. 

- Zásobní roztok DNA: 10μl základního roztoku DNA (c = 1mg/ml) smíchejte se 100μl 

10x TNE pufru a 890 μl vody pro molekulární biologii. Vzniklý roztok uchovávejte při 

5°C 

 

2. Vlastní provedení 

Na základě níže uvedené tabulky připravte kalibrační roztoky v mikrotitrační 

destičce. 

Tabulka 1: Tabulka pipetování pro sestrojení kalibrační křivky 

Koncentrace kalibračních 

roztoků DNA [ng/ml] 
0 48 96 192 288 

Objem standardu DNA o c=10 

μg/ml [μl] 
0 6 12 24 36 

Objem pufru 10x TNE [μl] 25 25 25 25 25 

Objem vody pro molekulární 

biologii [μl] 
225 219 213 201 189 

 

Kalibrační roztoky smíchejte v další jamce mikrotitrační destičky s barvivem 2B v 

objemech 100 μl vzorku a 100 μl barviva 2B, vzniklou směs důkladně promíchejte a poté 

nadávkuje 150 μl do mikrokyvet a ponechejte 2-5 minut ve tmě inkubovat. 

2μl neznámého vzorku smíchejte s 25 μl 10x TNE pufru a doplňte vodou pro 

molekulární biologii na objem 250 μl. 100μl vzniklého roztoku smíchejte s roztokem 

barviva 2B v poměru 1:1. Poté odeberte 150 μl připravené směsi do mikrokyvet a 

ponechejte 2-5 minut ve tmě k inkubaci. 

Proveďte měření na přístroji Luminometer 20/20
n
, měření proveďte 3x vedle sebe. 

Koncentraci DNA ve vzorku vypočtěte z rovnice kalibrační křivky a přepočítejte na 

koncentraci v původním vzorku. 


