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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 nar de to enkeltstrenge er komplementeare, vil de to nanopartikler kunne
bindes til hinanden ved duplexdannelse. Styrken af bindingen mellem de to nanopartikler
afthenger af bindingsstyrken/stabiliteten af den duplex, der dannes, nar hybridiseringen
sker. Nar man skal sammenligne stabiliteten af forskellige hybridiserede oligonucleotider
(= to komplementere, enkeltstrengede oligonucleotider, der har dannet en duplex)
bestemmer man den sdkaldte smeltetemperatur, T,. Imodsetning til en ”rigtig” DNA-
duplex,
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der under biologiske forhold ikke splitter totalt men kun i bidder (under replikation og
transscription), sa kan den proces der sker, nar man opvarmer en oligonucleotid duplex,
betragtes som en all-or-none” proces, dvs. enten er alle baser bundet til hinanden, eller
ogsa er duplexen fuldsteendig adskilt. Det betyder, at den termodynamiske beskrivelse af
processen bliver meget simplere, da processen kan betragtes som en simpel ligeveegt
mellem to monomerer, M, og en dimer, D:

2MSD og K= D]

[M]?

Spm. 1.: Hvis den totale koncentration af monomer betegnes med CT hvad er sa
sammenhangen mellem CT, [D] og [M]?




I denne gvelse benyttes oligonucleotidet 5’~-GTGGCCAC-3’.

Spm. 2: Hvad er det specielle ved dette oligonucleotid?

Smeltetemperaturen, T., defineres som den temperatur, hvor precis halvdelen af
monomererne findes pa monomerform og den anden halvdel pa duplexform, som

illustreret i figuren pa neeste side.

Spm. 3: Udtryk ligeveegtskonstanten ved Tn (Krm) vha. CT, nar der er tale om et
oligonucleotid, som det der er anvendt i denne gvelse.
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Denne gvelse har til formal at bestemme de termodynamiske parametre for
smelteprocessen af oligonucleotidet 5’-GTGGCCAC og dens komplementeare streng. Da
selve malingen af T, for en enkelt koncentration af en duplex tager neesten 4 timer, kan I
ikke na at bestemme T, for mere end en enkelt koncentration, men pa hjemmesiden
findes en excel-fil med data for 5 koncentrationer, som andre har malt.

Bestemmelsen af T, er baseret pa maling af UV-absorptionen ved A= 260 nm som
funktion af temperaturen.

Spm. 5: Hvilke dele af nucleotiderne absorberer ved A= 260 nm?

Metoden er baseret pa, at absorptionskoefficienterne, €50, afhenger af, om
oligonucleotiderne indgar i en duplex, eller i en monomer.



Der er to mader at bestemme T,, pa
ud fra de eksperimentelle data: enten
som illustreret i figuren, ved at finde
de to (lineere) basislinier og

korrigere de eksperimentelle med" (260)

dem, eller ved at finde maximum for
den 1. afledede af den
eksperimentelle Abs vs. T kurve ved
brug af Grafit 3.0

En anden made at analysere
kurvernes maximum er at bruge
funktionen SLOPE i Excel (I den
danske udgave hedder funktionen:
STIGNING men er beskrevet i
HJZALP under HELDNING).

Fig- 1. {a) A typical sbsorbance vs temperature melting curve. X corresponds to the distance
between an upper boseline and the curee, while ¥ represests the distance betwesn the lower
bassline and the curve, (b) A plot of @ ve T, where & equals the fraction of single strands in the
duplex state. This curve is derived from () as described in the text. {c) A plot of a va 1,/T" where
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o eqpuals the fraction of single strands in the duplex state.

Praktiske anvisninger

De to oplgsninger — bufferoplgsningen (ultrarent vand, 1,00 M NaCl, 0,1 mM Na,EDTA,
10mM fosfatbuffer pH 7) og stamoplgsningen indeholdende oligonucleotidet i fornevnte
bufferoplgsning. Stamoplgssningens koncentration er 58,8 UM -GTGGCCAC-monomer.

I spektrofotometeret anvendes der kuvetter med en lysvej pa 5 mm og et volumen pa 1

ml.



Spm. 6: Opskriv Lambert-Beers lov. Hvad kan vere den molekylere forklaring til, at
vardien af e athenger af om de er i duplex- eller monomerform?

Spm. 7: Beregn hvor stor en mengde oligonucleotidstamoplgsning og hvor stor en
mengde bufferoplagsning I skal anvende for at fa den anviste CT-veerdi.

1) Abn softwaren: AvaSpec6.2.

2) Indstil den rigtige integrationstid ved at abne shutteren pa lampen, vere i Scope-mode
(S) i programmet og indstil tiden sa detektoren ikke overmettes (14000 counts).

3) For ikke at fa alt fa meget stgj kan antallet gennemsnit (average) med fordel gges, fx
til 100.

4) Optag et referencespektrum mod luft (uden kuvette) ved at vere i scope-mode (S),
sgrge for at der kommer lys igennem til detektoren og trykke pa ikonet til venstre med
den lysende pere.

5) Luk shutteren igen. Optag et mgrkespektrum ved nu at trykke pa ikonet med den
slukkede peere.

6) I kan nu skifte til Absorbance-mode (A) og sa er I klar til optage spektrene.

Kuvetten vi anvender er af kvarts og har en teflonprop. Bergr aldrig de blanke sider (det
er dem, lyset skal passere) med fingrene. Pas ogsa godt pa at I ikke ridser kuvettens sider
med termometret.

Nar kuvetten settes i kuvetteholderen er det vigtigt at kobberskiven og kuvetten holdes
parallelle og settes i holderen samtidigt — kobberskiven leengst ind mod midten. Optag
farst et spektrum af kuvetten uden noget i og se efter om den giver et rent spektrum, dvs
at der ikke er nogle merkelige buler og toppe i spektret. Optag derefter et af kuvetten
med bufferoplgsning. Dette spektrum anvendes senere som reference, dvs. at I i
databehandlingen subtraherer bufferspektret fra alle jeres malte spektre. Nar I gemmer
spektrene veelges formatet Processed Spectra (diskette-ikonet).

Kuvetten renggres med deioniseret vand, skylles med ethanol og tarres grundigt med luft.
Derefter fylder I den med buffer og DNA-oplgsning til den gnskede koncentration. Velg
den rigtige stgrrelse pipette til at afmale den beregnede mengde oligonucleotidoplgsning.
Fyld den afmadlte meengde oligonucleotidoplgsning i kuvetten. Afmdl pa samme made
den beregnede mangde bufferoplgsning (HUSK at skifte pipettespids!) og anbring det i
kuvetten (hvor det samlede volumen nu er 1,0 ml). Set prop pd og vend forsigtigt
kuvetten nogle gange for at fa en homogen blanding. Ter 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 male et spektrum af
DNA-oplgsningen ved bestemte temperaturer. I starter ved 25 °C og fortsetter i spring af
ca 5 °C indtil i er 10 °C fra det forventede smeltepunkt (se spm. 9). Springene skal i dette
omrade vere pa 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 malepunkt bestemmer den ngjagtige temperatur af
prgven lige inden I optager spektret. Pas pa at der ikke kommer for meget af oplgsningen
med op hver gang i tager termometret op — alternativt kan man fa termometeret til at sta
sa det ikke generer stralegangen. Nar I har naet 70 °C kgles oplgsningen ned igen til 20
°C, evt. i spring af ca. 10 °C hvis meget af gvelsestiden allerede er gaet. Temperaturen i
vandbadet @ndres ved at indstille termostaten. Nar termostaten er tet ved den satte
temperatur ventes i passende lang tid (4-5 min) sa hele systemet opnar en ny konstant



temperatur. Ved de hgjeste temperaturer er der 3-4 °C forskel mellem det I maler i
kuvetten og det I har indstillet termostaten til.

Spm. 8: Hvorfor er det observerede smeltepunkt under opvarmning ikke ngdvendigvis
det samme som vil kunne opnas under nedkgling?

Nar I har faet malepunkter og gemt alle spektra er der mulighed for at fa hjelp til
databehandling i Grafit 3.0.
Kuvetten renggres grundigt med vand og skylles efter med ethanol.

Sammenligning med andre verdier

Da DNA og oligonucleotider har veret et centralt emne i forskningen i over 50 ar
(dobbelthelixstrukturen blev publiceret i 1953), er der arbejdet meget pa at kunne beregne
T samt AH® og AS° ud fra en kendt sekvens. Det viser sig, at de neermeste naboer i -
stacken har stor betydning.

Nedenstaende tabel giver anvisning pa, hvordan AH°® og AS° (og dermed Tm) kan
beregnes for duplexdannnelse for givne oligonucleotider og deres komplementzre.

Table 1: Nearest-Neighbor Termodynamic Parameters for Watson-Crick Base Parr Formation i 1 M NaCl®

propagation AH? (keal/mol) AS? (eu) AG 237 (kecal/mol)

sequence Data og tekst taget fra:
AATT=TT/AA 79+02 222:08 -1.00 = 0.01

AT/TA 72207 204z:24 -0.88=0.04 T, Allawi. T.

TA/AT 72x09 213:24 058 =0.06 Santalucia.
CA/GT=TG/AC 85206 227220 1452006 “Termodynamics and
GT/CA = ACTTG 84+05 22420 1442 0.04 NMR of Internal G-T
CT/GA =AG/TC 78+06 21.0+20 128 =0.03 ) :
GA/CT = TC/AG 82+06 222+17 130=003 Mismatches in DNA™,
CGIGC -106=06 272x26 217+0.05 Biochemismy, 36
GCICG 98+04 24420 224=003 (1997) 10583

GG/CC 8.0=09 199:18 184 =0.04

Init. w. term. C-G° 01=11 28202 0.98 = 0.05 Se ogsa side 172-1751
Init. w. term. A-T° 23213 4102 1.03 +0.05 leerebogen (FK)
SYMunetry corr. ] -1.4 0.4

? Errors are resemoline standard deviations (see text). ° See text for how to aoplv the initiation parameters

Two parameters are mtroduced: “mnitiation with termunal G-C” and “mitiation with fermunal A-T (Table 1). A duplex
with two terminal G-C pairs would use total mitiation ) 2 x (initiation with terminal G-C). A duplex with one terminal
G-C and one terminal A-T would use total mitiation = (inrtiation with terminal G-C) + (initiation with terminal A-T). A
duplex with two termunal A-T pairs would use total mnitiation =2 x (initiation with termmal A-T).

Exempel: 5"-GGAATT-3’ AH® = ¥ AH®(naboer) + AH(init) = AHY(GG/CC)+AH(GA/CT)+
3-CCTTAA-S’ AH(AA/TT)> AH(AT/TA)+ AHY(TT/AA) ~AH(C-G-inif)+AH"(A-T-inif)
= 80+ (-82)+(-7.9)+(-7.2)+ (-79)+ 0.1 + 2.3 = -36.8 kcal/mol

Spm. 9: Hvad er verdierne af AH® og AS® for den i gvelsen anvendte sekvens, ndr man
benytter dataene i ovenstaende tabel? Brug disse verdier til at beregne den teoretiske Ti,
veerdi.

Usikkerheden beregnes ved : usikkerhed = /0% + 03



Databehandling

Foruden jeres egne data skal I ogsa benytte de data der findes pa hjemmesiden. Afles Ty,
for de 5 DNA smeltepunktskurver, ved forskellige koncentrationer (DNA figure), der
ligger pa kursushjemmesiden. Bestem T, for jeres forsgg enten I Grafit 3.0, excel eller et
lignende program. Hvis I burger excel kan I bruge det tips der star pa side 2.

Bruger i Grafit 3.0, der er tilradighed 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. Tn. Lav til sidst plot af abs vs. Ty, , 1-afledede vs.
Temp og 1/Ty vs In(Ct) under new- x/y graph

Spm. 10: Bestem T, , AH® og AS°® for jeres dataseet. Sammenlign disse verdier med de
teoretiske veerdier fundet i spm 9.

Der findes pa internettet adskillige hjemmesider, hvor bade T., AH° og AS° kan beregnes
for givne sekvenser under standardbetingelser.

Spm. 11: Hvad er fx forudsigelserne for T, og AH® og AS° for den i gvelsen anvendte
oligonucleotid pa hjemmesiderne,
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html? Og hvad er grundlaget for
deres estimater?

Spm. 12: Hvordan forholder disse verdier sig til dem, I har bestemt eksperimentelt og i
spm. 97

Redigeret 20/11 2009 af Sgs Torpenholt



