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DNA-smeltetemperaturbestemmelse 
Introduktion 
Oligonucleotider er ofte benyttet til at holde nanopartikler sammen med hinanden. Den 
ene enkeltstreng er kovalent bundet til den ene partikel, og den anden er kovalent bundet 
til den anden, og når de to enkeltstrenge er komplementære, vil de to nanopartikler kunne 
bindes til hinanden ved duplexdannelse. Styrken af bindingen mellem de to nanopartikler 
afhænger af bindingsstyrken/stabiliteten af den duplex, der dannes, når hybridiseringen 
sker. Når man skal sammenligne stabiliteten af forskellige hybridiserede oligonucleotider 
(= to komplementære, enkeltstrengede oligonucleotider, der har dannet en duplex) 
bestemmer man den såkaldte smeltetemperatur, Tm. Imodsætning til en ”rigtig” DNA-
duplex, der under biologiske forhold ikke splitter totalt men kun i bidder (under 
replikation og transscription), så kan den proces der sker, når man opvarmer en 
oligonucleotid duplex, betragtes som en ”all-or-none” proces, dvs. enten er alle baser 
bundet til hinanden, eller også er duplexen fuldstændig adskilt. Det betyder, at den 
termodynamiske beskrivelse af processen bliver meget simplere, da processen kan 
betragtes som en simpel ligevægt mellem to monomerer, M, og en dimer, D: 
 

 
 
Spm. 1.: Hvis den totale koncentration af monomer betegnes med CT hvad er så 
sammenhængen mellem CT, [D] og [M]? 
 
I denne øvelse benyttes oligonucleotidet 5’-GTGGCCAC-3’. 
 
Spm. 2: Hvad er det specielle ved dette oligonucleotid? 
 
Smeltetemperaturen, Tm, defineres som den temperatur, hvor præcis halvdelen af 
monomererne findes på monomerform og den anden halvdel på duplexform, som 
illustreret i figuren på næste side. 
 
Spm. 3: Udtryk ligevægtskonstanten ved Tm (KTm) vha. CT, når der er tale om et 
oligonucleotid, som det der er anvendt i denne øvelse. 
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Når I kommer har vi startet vandbadet ved 20 °C og tændt spektrofotometerlamperne. I 
henter prøverne og tænder for computeren og spektrofotometret. 
 
1) Åbn softwaren: OOIBase32. 
2) Indstil den rigtige integrationstid ved at åbne shutteren på lampen, være i Scope-mode 
(S) i programmet og indstil tiden så detektoren ikke overmættes (3500 counts). 
3) For ikke at få alt få meget støj kan antallet gennemsnit (average) med fordel øges, fx 
til 100. 
4) Optag et referencespektrum mod luft (uden kuvette) ved at være i scope-mode (S), 
sørge for at der kommer lys igennem til detektoren og trykke på ikonet til venstre med 
den lysende pære. 
5) Luk shutteren igen. Optag et mørkespektrum ved nu at trykke på ikonet med den 
slukkede pære. 
6) I kan nu skifte til Absorbance-mode (A) og så er I klar til optage spektrene. 
Kuvetten vi anvender er af kvarts og har en teflonprop. Berør aldrig de blanke sider (det 
er dem, lyset skal passere) med fingrene. Pas også godt på at I ikke ridser kuvettens sider 
med termometret. 
Når kuvetten sættes i kuvetteholderen er det vigtigt at kobberskiven og kuvetten holdes 
parallelle og sættes i holderen samtidigt – kobberskiven længst ind mod midten. Optag 
først et spektrum af kuvetten uden noget i og se efter om den giver et rent spektrum, dvs 
at der ikke er nogle mærkelige buler og toppe i spektret. Optag derefter et af kuvetten 
med bufferopløsning. Dette spektrum anvendes senere som reference, dvs. at I i 
databehandlingen subtraherer bufferspektret fra alle jeres målte spektre. Når I gemmer 
spektrene vælges formatet Processed Spectra (diskette-ikonet). 
Kuvetten rengøres med deioniseret vand, skylles med ethanol og tørres grundigt med luft. 
Derefter fylder I den med buffer og DNA-opløsning til den ønskede koncentration. Vælg 
den rigtige størrelse pipette til at afmåle den beregnede mængde oligonucleotidopløsning. 
Fyld den afmålte mængde oligonucleotidopløsning i kuvetten. Afmål på samme måde 
den beregnede mængde bufferopløsning (HUSK at skifte pipettespids!) og anbring det i 
kuvetten (hvor det samlede volumen nu er 1,0 ml). Sæt prop på og vend forsigtigt 
kuvetten nogle gange for at få en homogen blanding. Tør ydersiden af kuvetten af med et 
linsepapir og kontroller, at der ikke er luftbobler i kuvetten. Anbring kuvetten og 
kobberskiven i spektrofotometeret. Smeltekurven optages ved at måle et spektrum af 
DNA-opløsningen ved bestemte temperaturer. I starter ved 20 °C og fortsætter i spring af 
ca 5 °C indtil i er ±10 °C fra det forventede smeltepunkt (se spm. 9). Springene skal i 
dette område være på 1-2 °C. Det er ikke vigtigt at springene er eksakt 5 °C, men det er 
vigtigt at de ikke er for store, og at I ved hvert målepunkt bestemmer den nøjagtige 
temperatur af prøven lige inden I optager spektret. Pas på at der ikke kommer for meget 
af opløsningen med op hver gang i tager termometret op – alternativt kan man få 
termometeret til at stå så det ikke generer strålegangen. Når I har nået 70 °C køles 
opløsningen ned igen til 20 °C, evt. i spring af ca. 10 °C hvis meget af øvelsestiden 
allerede er gået. Temperaturen i vandbadet ændres ved at indstille termostaten. Når 
termostaten er tæt ved den satte temperatur ventes i passende lang tid (4-5 min) så hele 
systemet opnår en ny konstant temperatur. Ved de højeste temperaturer er der 3-4 °C 
forskel mellem det I måler i kuvetten og det I har indstillet termostaten til.  
 



Spm. 8: Hvorfor er det observerede smeltepunkt under opvarmning ikke nødvendigvis 
det samme som vil kunne opnås under nedkøling? 
 
Når I har fået målepunkter og gemt alle spektre (enten på egen USB eller diskette eller på 
fysikserveren) er der mulighed for at få hjælp til databehandling i Grafit 3.0. Programmet 
kan da slukkes og I kan logge ud fra 
computeren. Kuvetten rengøres grundigt med vand og skylles efter med ethanol. 
 
Sammenligning med andre værdier 
Da DNA og oligonucleotider har været et centralt emne i forskningen i over 50 år 
(dobbelthelixstrukturen blev publiceret i 1953), er der arbejdet meget på at kunne beregne 
Tm samt ∆H° og ∆S° ud fra en kendt sekvens. Det viser sig, at de nærmeste naboer i π-
stacken har stor betydning. 
Nedenstående tabel giver anvisning på, hvordan ∆H° og ∆S° (og dermed Tm) kan 
beregnes for duplexdannnelse for givne oligonucleotider og deres komplementære. 
 

 
 

 
 
Spm. 9: Hvad er værdierne af ∆H° og ∆S°  for den i øvelsen anvendte sekvens, når man 
benytter dataene i ovenstående tabel? Brug disse værdier til at beregne den teoretiske Tm 
værdi.  

Usikkerheden beregnes ved :    usikkerhed = 2
2

2
1 σ+σ  

 
 
Databehandling 
Foruden jeres egne data skal I også benytte de data der findes på hjemmesiden. Aflæs Tm 
for de 5 DNA smeltepunktskurver, ved forskellige koncentrationer (DNA figure), der 



ligger på kursushjemmesiden. Bestem Tm for jeres forsøg enten I Grafit 3.0, excel eller et 
lignende program. Hvis I burger excel kan I bruge det tips der står på side 2.  
Bruger i Grafit 3.0, der er tilrådighed i lab, skal i indtaste temperatur og absorbans i hver 
sin kolonne. Kolonner renames i data-rename. Den 1-afledede findes ved at bruge 
manipulate-derivative, for abs vs. Tm. Lav til sidst plot af abs vs. Tm , 1-afledede vs. 
Temp og  1/Tm vs ln(Ct) under new- x/y graph 
 
Spm. 10: Bestem Tm , ∆H° og ∆S° for jeres datasæt. Sammenlign disse værdier med de 
teoretiske værdier fundet i spm 9. 
 
Der findes på internettet adskillige hjemmesider, hvor både Tm , ∆H° og ∆S° kan 
beregnes for givne sekvenser under standardbetingelser. 
 
Spm. 11: Hvad er fx forudsigelserne for Tm og ∆H° og ∆S° for den i øvelsen anvendte 
oligonucleotid på hjemmesiderne, 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html? Og hvad er grundlaget for 
deres estimater? 
 
Spm. 12: Hvordan forholder disse værdier sig til dem, I har bestemt eksperimentelt og i 
spm. 9? 
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