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Abstrakt

Teplotni stabilita DNA se méni v zavislosti na mnoha faktorech, jako je naptiklad
koncentrace iontl v roztoku nebo navazani biologicky aktivni latky komplexu
nanativni formu DNA. Zjisténi teploty tdni proto miizeme vyuzit pfi testovani
biologického ptlisobeni latek interagujicich s DNA. Cilem této prace bylo sestavit
a optimalizovat aparaturu vhodnou k méfeni teploty tani DNA. K sestaveni aparatury
bylo vyuzito zatizeni dostupné v laboratofi Univerzity Palackého v Olomouci. Vysledky
naméfené nadmi sestrojenou aparaturou byly srovnany s komeréné dostupnym zafizenim
k méteni teploty tani DNA. Bylo zjisténo, ze hodnoty naméfené sestavenou aparaturou
maji piiblizné stejnou piesnost jako hodnoty komeréné dostupného zafizeni, se kterymi
jsme je srovnavali. Podafilo se nam tedy sestavit aparaturu, ktera je pln¢ funkéni a lze ji

pouzit k méfeni teploty tani vzorkti DNA.



Abstract

The thermal stability of DNA depends on many factors, e.g. the concentration of ions
in the solution or binding of compounds of biological significance to the native form
of DNA. The determination of the melting point of DNA can be exploited for testing
of biological action of the compounds interacting with DNA. The aim of the thesis was
to setup and optimize an apparatus suitable for measuring of the melting point of DNA.
The apparatus was constructed from the equipment available in the laboratory
at the Palacky University in Olomouc. The results obtained with the aid of this
apparatus were compared with the commercially available device designed
for measurements of the melting point of DNA. We have found out that accuracy
of the values obtained using our apparatus is approximately the same in comparison
with the values obtained using the commercially available device. In conclusion, we
have succeeded in assembling a functional apparatus, which may be used to measure

the melting point of DNA samples.
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1 Uvod

Charakteristickd struktura DNA byla objevena pomémné nedavno a to v roce 1953
Watsonem a Crickem. Bylo také zjisténo, Ze jeji stabilita je ovlivnéna silami, které na ni
pusobi. Mezi tyto stabilizujici sily patfi také vodikové mustky spojujici jednotlivé baze.
Pokud zaniknou, dojde k denaturaci a puvodni dvousSroubovice se rozdéli na dva
samostatné polynukleotidové fetézce. Tento jev muze zaptiCinit naptiklad zména
koncentrace iontl v roztoku nebo zvyseni teploty. Za teplotu tani oznac¢ujeme hodnotu
teploty, pfi které je rozdelena pravé jedna polovina bazi, spojenych plivodné
vodikovymi mustky. Denaturaci Ize experimentalné pozorovat pomoci méteni
absorbance v zavislosti na zméné teploty. Znalost teploty tani mize byt podstatna
pfi vyhodnocovani mnoha experimentl. Jeji hodnota se méni v zavislosti na zméné
stability molekuly. Ta miize byt zaptic¢inéna napiiklad navazanim komplexni slouceniny
na nativni formu DNA. Z tohoto divodu je dobré umét zméfit teplotu tani. Ne vzdy
vSak mame v laboratofi k dispozici automaticky pracujici zatizeni pro méfeni teploty
tani DNA. Je proto vyhodné umét sestavit aparaturu z dostupného vybaveni.
Denaturovanou DNA Ize taky vyuzit k dalSim experimentim nebo napiiklad

k polymerazové fetézové reakci (PCR — polymerase chain reaction).



2 Teoreticka Cast

2.1 Struktura nukleovych kyselin

2.1.1 Primarni struktura nukleovych kyselin

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina se primarné sklada z polynukleotidového

cukr-fosfatového fetézce, na ktery jsou navazany dusikaté baze.

Polynukleotidovy Fetézec

Cukernou slozku fetézce tvofi monosacharid 2-deoxy-D-riboza. Na prvni uhlik
2-deoxy-D-ribozy je navazana jedna z dusikatych bazi. Treti a paty uhlik je vazan
fosfodiesterovou vazbou na zbytek kyseliny trihydrogen fosfore¢né. Zakladni jednotkou
DNA je tedy nukleotid, slozeny z dusikaté baze, cukerné slozky a fosfatové skupiny
(Obrazek 2.1).
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Obriazek 2.1: Stavba polynukleotidového Fetézce (Snustad a Simmons, 2009 — upraveno)



Orientace fetézce se znac¢i pomoci ¢isel 5¢ a 3' volnych uhlikii deoxyrib6zy na konci
fetézce. Vldkno se prodluzuje kondenzaéni reakci mezi nukleosidtrifosfatem
a 3‘-koncem fetézce (Hrazdilova, 2011).

Parovani bazi

Dusikaté baze mulzeme podle stavby rozdé€lit na purinové (adenin, guanin)
a pyrimidinové (cytosin, thymin) (Kocarek, 2008). V nékterych organismech je cytosin
nahrazen 5-methylcytosinem nebo 5-hydroxymethylcytosinem (Kalous a Pavlicek,
1980). Baze jsou navzdjem komplementarni. Adenin je vzdy spojen s thyminem pomoci
dvou vodikovych mistkii a cytosin Sguaninem jsou propojeny tiemi vodikovymi
mustky (Obrazek 2.2). Podle Chargaffova pravidla je pomér zastoupeni adeninu
sthyminem v fetézci vzdy 1:1, stejné¢ jako pomér cytosinu a guaninu. Jeden

polynukleotidovy fetézec DNA urcuje potfadi bazi druhého fetézce.
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Obrazek 2.2: Parovani bazi (Snustad a Simmons, 2009)

Jednotlivé sekvence bazi koduji genetickou informaci, ktera je pfenadsena molekulou
DNA. Polynukleotidové fetézce jsou vazany antiparalelné¢ vzhledem k jejich orientaci.

Jeden je orientovan ve sméru 5° — 3¢ a druhy ve sméru 3°— 5°.



2.1.2 Sekundarni struktura nukleovych kyselin

Dvousroubovice DNA

Vziajemné spojené antiparalelni fetézce tvoii v  prostoru sekundéarni
utvar - dvousroubovici o pruméru 2 nm (Kalous a Pavlicek, 1980). Tento strukturni
model poprvé navrhli v roce 1953 Watson a Crick na zakladé rentgenometrickych
snimki R. Franklinové (Kocarek, 2008). Patet dvousSroubovice tvoii cukr-fosfatovy
fetézec, zatimco baze jsou orientovany do stiedu Sroubovice, smérem k jeji ose. Smér
vinuti dvousroubovice rozliSujeme podle pravidla pravé ruky na pravotocCivou

a levotoc¢ivou dvousroubovici.

Konformace B, AaZ

Existuji tfi formy konformaci DNA, které se od sebe lisi thlem mezi rovinami obou
bazi (diedralni thel), nachylenim bazi od kolmice k ose a poc¢tem nukleotidl na jeden

zavit dvousroubovice (Tabulka 2.1).

Tabulka 2.1: Rozdily v konformacich DNA (Ohyama, 2005)

) Odchylka od kolmice k ose dvouSroubovice
Forma Pocet pari bazi na zavit
(Ghlové stupng)
B 10,5 -6
A 11 20
z 12 7

Jednou z nich je B-DNA, ktera je pravotoCivé vinuta. Je to nejb&znéjsi typ
konformace (Ohyama, 2005), ktery odpovidda modelu dvousroubovice Watsona
a Cricka. V jednom zavitu obsahuje 10,5 part bazi, které jsou soustiedény u osy
dvousroubovice. B-DNA je vhodna pfi riznych vnéjSich podminkach, jelikoz je stabilni
1 pii vysoké relativni vlhkosti (95%). V takovych podminkach ji obklopuje vodni
obal z asociovanych molekul vody. B-DNA piechazi do konformace A dehydrataci.

A-DNA je pravotocivé vinuta a kazdy jeji zavit je slozen z 11 part bazi. Baze jsou
soustiedény dale od osy dvouSroubovice nez u B-DNA. Konformace A potiebuje
pro svou existenci vhodné prostiedi, které Ize vytvofit snizenim obsahu vody
nebo zvysenim koncentrace soli nebo organického rozpoustédla. Jeji hydrofobni sily

jsou slabsi nez u konformace B a proto je stabilné;si pti nizsi relativni vlhkosti (75%).



Konformace Z-DNA je vinuta levotoCivé. Jeden zavit obsahuje 12 part bazi.
Klikatost a levotocivost zplisobuje stfidani bazi. Pfi vysokém obsahu soli miize usek
B-DNA piejit do konformace Z jestlize se v ném stiidaji purinové a pyrimidinové baze
(Obrazek 2.3).

Canonical B-form DNA
y//
B-form DNA
'- e AN AN - - > :
NAXZANX/\

Obrizek 2.3: Prechod B-DNA do Z-DNA (Ohyama, 2005)

Neobvyklé struktury DNA

DNA nemusi byt vzdy uskupena jen v dvouvldknové struktute, ale muze tvofit
triplex, ktery je slozeny ze tii vldken. Jednou z moznosti jeho vzniku je navédzani
jednoho  polynukleotidového fetézce na dvouvlaknovou DNA. Samotny
polynukleotidovy fetézec vznikne rozpletenim dvousSroubovice. Trojvlaknova DNA se
tedy sklada z klasické dvousroubovice popsané Watson-Crickovym modelem (B-DNA)
a polynukleotidového vldkna navazaného Hoogsteenovskym parovanim (Hrazdilova,
2011). Jednim z triplexii je 1 takzvana H-DNA, kterd vznika rozpletenim casti
dvousSroubovice. Jedno z volnych vldken se poté sto¢i a navaze se zpét

na dvousroubovici (Obrazek 2.4).



Obrazek 2.4: Triplex (Ohyama, 2005 - upraveno)

Existuje také Cctyivlaknova DNA (kvadruplex). Nejcastéji se tvoii guaninové

kvadruplexy.

2.1.3 Tercialni a kvartérni struktury DNA

Dvousroubovice se dale vine na histony, coz jsou bazické nukleoproteiny. Osm
histonil obalenych vlaknem DNA tvofi nukleozom, ktery je zdkladni stavebni jednotkou
chromozomu. Vldkno s nukleozomy se dale sta¢i do solenoidu. Ze solenoidd je pak
slozen samotny chromozom (Obrazek 2.5).
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Obrazek 2.5: Tercialni a kvartérni struktura DNA (Snustad a Simmons, 2009)

2.2 Sily stabilizujici DNA

Sily stabilizujici DNA dé&lime na horizontalni a vertikdlni vzhledem k ose
dvousroubovice (Bursova, 2007).

Mezi horizontalni sily patii vodikové mistky spojujici navzijem komplementarni
baze. Adenin s thyminem jsou spojeny dvéma vodikovymi mustky a guanin s cytosinem

ttemi (Doktycz, 1997). Mustky spojuji atom vodiku s kyslikem, nebo s dusikem. Sila



vazby zé&visi na vzdalenosti mezi atomy a na jejich parcidlnim naboji. Vodikova vazba
je priblizné tticetkrat slabsi nez kovalentni vazba.

Vertikdln¢ stabilizuji DNA hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily
a dipol-dipolova interakce. Jednotlivé prispévky téchto sil jsou pomérn€ malé, ale diky
jejich spojeni vznika stabilni molekula DNA. Londonovy disperzni sily vznikaji
fluktuaci elektronové hustoty kolem jadra, coz zplsobuje vznik rychle proménného
dipolu, ktery se dale indukuje. Takto vzniklé paralelni dipoly se navzajem ptitahuji.
Londonovy disperzni sily rostou nepiimo umérné se vzdalenosti dipolt. Kazda baze
dvousroubovice ma svlij permanentni dipol, ktery pfispiva k vertikdlnim pfitazlivym
sildam mezi bazemi. Stabilita dvousroubovice je tedy sekvenéné zavisla. Dalsi formou
stabilizujicich sil jsou hydrofobni interakce. Cukrfosfatova kostra dvousroubovice je
zaporné nabitd, proto se v jejim okoli vytvaii kladn€ nabitd iontovd atmosféra, ktera

prispiva ke stabilit¢ DNA.

2.3 Tani DNA

Pii tani DNA zanikaji vazby mezi fetézci dvousroubovice a dochazi k jejich
oddéleni. Jelikoz stabilita DNA je sekvenéné zavisla, bude tento déj zaviset na struktufe
fragmentu dvousroubovice. Denaturaci mize zpusobit zvySeni teploty, extrémni zména

pH nebo extrémni snizeni koncentrace iontii v roztoku (Bursova, 2007).

2.3.1 Tani kratkych fragmenti DNA

Pii zvySeni teploty dochazi k zaniku vodikovych vazeb mezi bazemi a hydrata¢niho
obalu v disledku tepelného pohybu molekul. Narusené jsou také interakce mezi bazemi
nad sebou. Teplota tani DNA udava hodnotu teploty, pii které je rozdélena pravé jedna
polovina komplementarnich bazi, spojenych ptivodné vodikovymi mustky. Tani je d¢j
endotermicky, coz znamena, ze k denaturaci DNA je potieba do soustavy dodat teplo.
Dodanim tepla se zvySuje celkova entalpie. V disledku rozdéleni fetézci klesa
uspotadanost soustavy. Roste tedy také entropie systému. Teplotu tani ovliviiuje
struktura sekvence DNA jak poctem vodikovych vazeb mezi bazemi tak interakci
mezi bazemi nad sebou. Dale ji také muze ovlivnit koncentrace DNA v roztoku a
koncentrace kladnych iontd. U kratkych fragmenti DNA Ize teplotu tani dopocitat
z termodynamickych veli¢in za ptedpokladu, Ze jde o dvoufazovy piechod. U delSich

fragmenti vSak uz tato aproximace nebude stacit.



2.3.2 Tani dlouhych fragmenti a vysokomolekularni DNA

Tani dlouhych fragmentl nemuzeme aproximovat dvoustavovym kooperativnim
déjem jako u kratkych fragmentti (Kohoutkova, 2006). V fetézci jsou nerovnomeérne
rozmistény guanin-cytosinové a adenin-thyminové pary, proto dochazi k nespojitému
tani. Retézce se denaturuji po oblastech. Kazda oblast viak taje najednou v uzkém
rozmezi teplot. Oblasti s vétsi koncentraci AT part taji pti nizsich teplotach nez oblasti

s vetsi koncentraci GC part.

2.4 Postupy pro vypocet teploty tani DNA
Ke zjisténi teploty tani DNA miZeme pouzit n€kolik metod. Tani kratkych fetézci
muzeme popsat jako dvoufiazovy prechod, pii kterém zanikaji vodikové mustky
mezi dvéma fetézci dvousroubovice (AB) a vznikaji dva samostatné polynukleotidové
fetézce (A a B).
AB & A+B 1)

Tuto rovnici charakterizuje rovnovazna konstanta K, dana vztahem

K= "1 - )
Pomoci volné energie AG®, kterd je dana rovnici

o_ _ [A][B]
AG° = RTln_[AB] , ©)

kde R je molarni plynova konstanta a T je teplota, mizeme zjistit teplotu tani T,,
ze znalosti piivodni koncentrace nukleové kyseliny [AB],ayodni

AG°

Tm - R ln[AB]pﬁvodni ) (4)
2

Teplotu tani DNA mutzeme také zjistit pomoci metody nejblizsiho souseda. Ta je
zalozena na vypoctu teplotni stability DNA ze znamé primarni struktury (Breslauer
aspol., 1986). Uvazuje jak entalpii parové vazby mezi dvéma nukleotidy tak i sily
mezi nejbliz§imi nukleotidovymi pary.

Pokud nevyZzadujeme piili§ velkou piesnost vypoctu, miizeme vyuZzit pomeérné
jednoduchy, ale nepiesny vzorec

T, = 2:AT + 4-GC, (5)



kde AT znaci pocet AT pari a GC znacéi pocet GC part. Tento vypocet vychazi
Z pozorovani, ze na denaturaci jednoho AT paru je potfeba teplotu zvysit o 2 °C
anaGC par o 4 °C. Tento vypocet mizeme vSak vyuzit pouze pro fragmenty fetézce
DNA o délce 20 az 40 bazi.

Slozitéjsi metodou je metoda linedrni regrese zalozena na znalosti procentudlniho
zastoupeni GC paru v fetézci. Pro DNA z teleciho brzliku (dale thymu) je to 41,9 %.

Poté miizeme vypocitat teplotu tani ze vzorce

T, = 81,5+ 16,6 log,o[Na*] + 0,41(%GC) , (6)
ktery vyjadifuje zavislost teploty tani mimo jiné i na koncentraci sodnych iontl
v roztoku (Doktycz, 1987). Vysledna teplota tani DNA, vypocitana pomoci vzorce (6),

vyjde ve stupnich celsia.

2.5 Metody méreni teploty tani DNA

Casto se vyuziva k urCeni teploty tdni experimentalni métfeni. Experimentalné 1ze

teplotu tani nezndmého vzorku DNA méfit hned nékolika zplisoby.

2.5.1 UV spektrofotometrie

UV spektrofotometrie je zaloZena na méfeni absorbance svétla méfenym vzorkem.
Absorpéni maximum nukleovych kyselin je pti vinové délce 260 nm (Késtner, 2011).
Pii tdni DNA dochézi k relativnimu zvySeni absorbance, coz je oznacovano jako
hyperchromni efekt (Sinden, 1994). Tohoto jevu vyuziva UV spektrofotometrie
ke zjisténi zavislosti denaturace na teploté. Pokud se jedna o kratky fragment DNA, ma
kiivka zavislost absorbance na teploté sigmoidni tvar (Obrazek 2.6). Teplota tani je

dana inflexnim bodem sigmoidy.



Ao

T teplota (°C)
Obrazek 2.6: Sigmoidni tvar kiivky s inflexnim bodem T,

Pomoci UV spektrofotometrie v§ak nemtzeme piimo urcit hodnotu zmény entalpie,
entropie a volné energie. Tyto veliCiny lze dopocitat pomoci aproximace
na dvoustavovy piechod, coz znamend, Ze fetézce jsou bud Uplné¢ oddé€leny,
nebo kompletn¢ sparovany. Tuto aproximaci muzeme vSak pouzit jen u kratkych

fetézci DNA (Bursova, 2007).

2.5.2 Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie umoziiuje na rozdil od UV spektrofotometrie
pfimo méfit termodynamické parametry, jako jsou naptiklad fazové piechody
a konformacni zmeény.

Diferencni skenovaci kalorimetr kontinudlné zaznamendva tepelnou kapacitu
v zavislosti na teploté. Obsahuje dvé cely, umisténé v adiabatickém plasti. Obé cely
jsou plnitelné kapilarami a jsou spojeny specialnim termoclankem (Obrazek 2.7).
Elektrickymi topnymi télesy je teplota zvySovana nebo sniZzovana v rozsahu od -10

do 100°C. Peltierovy ¢lanky zajistuji ochlazovani.
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Obrazek 2.7: Schéma diferen¢niho skenovaciho kalorimetru (1-cela se vzorkem, 2-referentni cela, 3, 4, 5, 6-
elektricka topna télesa, 7-¢idlo zaznamenavajici rozdil teplot mezi celami, 8- adiamaticky plast’)

(Bursova, 2007)

Jedna cela slouzi jako referentni a do druhé cely se vklada vzorek. Obéma celam je
dodavéna stejnd energie, pokud vsSak v cele se vzorkem probihd endotermicky d¢&j
(napt. tdni DNA) bude teplota cely nizsi. Rozdil teplot je zaznamenan cidly, které
zajisti, aby chladnéjsi cele bylo dod4dno vice energie. Za piedpokladu, Zze zndme
koncentraci vzorku uvnitt cely, miizeme prevést zavislost elektrické energie na teploté
na zavislost zmény tepelné kapacity na teploté.

Pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie lze také urcit stupen kooperativity tani

fetézce.

2.5.3 Dalsi metody

Dalsi metody méfici teplotu tani DNA mohou byt zaloZeny na principu méteni, zda
je ve zkoumaném vzorku jednovldknova (denaturovand) DNA nebo dvouvlaknova
DNA. To lze zjistit nékolika zplsoby. MizZzeme vyuzit jiz zminénou UV
spektrofotometrii, diky poznatku, Ze jednovldknova DNA ma vétsi absorbanci,
nez pivodni dvousroubovice. Dale mlizeme pouzit elektroforézu, k separaci vzorku
podle velikosti ¢astic a poté vyhodnotit pomér mezi denaturovanou a nativni DNA.
Ke zjisténi teploty tani lze také vyuzit specifické primery, poptipad¢ sondy, které jsou

schopny navazat Se pouze na nesparované baze.
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3 Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo sestavit aparaturu vhodnou k méteni teploty tani
DNA s vyuzitim absorp¢ni spektrofotometrie a najit optimalni podminky pro méfeni.

S vyuzitim sestavené aparatury poté stanovit teploty tani konkrétnich vzorkiit DNA
a srovnat ziskané vysledky s hodnotami stanovenymi s vyuzitim komercniho zafizeni,

dostupného v Biofyzikalnim ustavu AV CR v Brné.
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

V experimentech byly pouzity tyto chemikalie:

teleci thymova DNA (Sigma-Aldrich s.r.0.)
chloristan sodny — roztoky o koncentraci 0,01 mol-1'* a 0,0015 mol-1*
mineralni olej (Sigma-Aldrich s.r.0.)

destilovana voda

4.2 Pristroje a material

Mezi ptistroje a material vyuzity pii sestaveni aparatury patii:

vodni lazen — Water bath 9106 (PolyScience, USA)

spektrofotometr Helios B (UNICAM, USA)

hadic¢ka silikonovd — svétlost 16 mm, vnéjsi primér 21 mm, sila stény
2,5 mm (P-LAB, Ceska republika)

hadicka silikonova — svétlost 4 mm, vnéj$i primér 6 mm, sila st€ény 1mm
(P-LAB, Ceska republika)

spona hadicova — wvné&j§i pramér hadicky 18 — 20 mm (P-LAB,
Ceska republika)

spona hadicovd — wvng&j§i pramér hadicky 6 - 6,5 mm (P-LAB,
Ceska republika)

redukce hadicova PP — nominalni 4, 6, 8 / 12, 14, 16; trubicka 3,2 az 7,6 /
10,2 az 15,5 mm; osazeni 3,7 az 8,2 / 12,2 az 16,2; vnitini pramér 2,0 /
7,8 mm; délka 86 mm (P-LAB, Ceska republika)

parafilm (Sigma-Aldrich s.r.o0., Ceska republika)

alobal

buni¢ina

kyvety

teplomér Testo 922 (Testo AG, Ceska republika)

gidlo TE-K ponorné ohebné (Testo AG, Ceska republika)

vyvéva vakuova recirkulacni VacSafe 15 (LaboGene, Dansko)

13



Cary 4000 UV-Vis

Srovnavaci méfeni bylo provedeno spektrofotometrem Cary 4000 UV-Vis (Agilent
technologies, USA). Tento pfistroj miizeme povazovat za automatizovanou aparaturu
vhodnou pro méfeni teploty tdni DNA. Jeho princip spo€iva v méfeni absorbance
vzorku za urcité teploty. Teplota je snimdna Cidlem, umisténym v kovovém bloku,
do kterého jsou vloZeny kyvety se vzorky.

Ve vzorku s DNA dojde pii zvyseni teploty k hypochromnimu efektu, z ¢ehoz lze
jednoznac¢né ur€it teplotu tani daného vzorku DNA. Pfistroj zaznamenava kazdou
1 minutu hodnotu absorbance pii vinové délce 260 nm. Hodnota teploty za tuto dobu
vzroste 0 0,4 °C. Teplotu jsme méfili v rozsahu od 25 do 95 °C.

Do kyvet uréenych pro méfeni T, (Semi-micro rect cell, UV 10 mm, Agilent
Technologies) jsme napipetovali 900 ul vzorku. Poté byly kyvety vloZzeny do exsikatoru
piipojen¢ho k vakuové vyvéve, kde doslo k odvzdusnéni vzorku. V exsikatoru byly
kyvety ponechany 15 minut a poté byly ze vzorku v kyvetach pomoci pipetovaci $picky
odstranény bublinky plynu. Po uzavieni kyvet teflonovymi zitkami jsme kyvety

se vzorky umistili do kyvetového bloku ve spektrofotometru a zah4jili méfeni.

Obrazek 4.1: Cary 4000 UV-Vis
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Propojeni aparatury

Aparatura byla sestavena z vyse zminénych komponent (Obrazek 5.1). Na vyvody
vodni lazn¢ byly piipevnény silikonové hadice o vnéjsim priméru 21 mm pomoci
hadicové spony urcené pro vnéj$i primér hadice 18 — 20 mm. Spoj byl zaizolovan
parafilmem. Na druhy konec téchto hadic byly vlozeny hadicové redukce, na které se
dale napojily silikonové hadi¢ky o vn&j§Sim priméru (@) 6 mm. Spoje na hadicové
redukci byly rovnéZz zaizolovany parafilmem. Silikonové hadicky (@ = 6 mm) byly
upevnény druhym koncem na vyvody kovového bloku spektrofotometru pomoci
hadicové spony uréené pro vnéjsi primér hadicky 6 — 6,5 mm. Spoj byl zaizolovan
parafilmem. V kyvetovém bloku byly umistény kyvety se vzorky a jedna referenéni
kyveta, do které bylo umisténo ¢idlo snimajici teplotu. Kyvety byly zavickovany

pomoci parafilmu.

Obrazek 5.1: Propojeni aparatury

5.2 Rozdil mezi teplotou lazné a teplotou kyvety

Pfed samotnym meéfenim jsme se snazili zjistit, zda se teplota 1lazné shoduje

s teplotou vzorku v kyveté.
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Po nastaveni dané teploty 14zn¢ jsme pockali 10 minut a poté byla odectena hodnota
teploty v kyveté. Teplota v lazni byla zvySovana po 5 °C, v rozmezi od 30 °C do 90 °C.
Tabulka 5.1 a obrazek 5.2 shrnuje naméiené vysledky zavislosti teploty v kyveté

na teploté v lazni.

Tabulka 5.1: Zavislost teploty roztoku v kyveté na teploté vodni 1azné pouZité k ohfivani kyvetového prostoru

Teplota
P 30,0|32,0|35,0|40,0(45,0|50,0|55,0|60,0|65,0|70,0|75,0|80,0]|85,0(90,0

lazné (°C)

Teplota v
29,5(31,1|33,9|38,2|42,6|47,2|51,7| 56 |60,6|65,2|69,1|73,8|77,7|81,6

kyveté (°C)

O 5pd =
= 2 y=0.88x + 3.2

Q 101 R2 = 0,9997
C ] | 1) 1
0 25 50 75 100

teplota lazné (°C)

Obrazek 5.2: Graf zavislosti teploty roztoku v kyveté na teploté vodni lazné

Z naméfenych hodnot (Obrazek 5.2) vyplyva, ze teplota vodni lazné a teplota
Vv kyveté se neshoduji. Rozdil teplot se pii vyssich teplotach navic zvétSuje. Z tohoto
meéfeni je tak jasné, Ze je potieba méfit teplotu pfimo v Kyveté, umisténé v bloku
spektrofotometru.

Abychom snizili teplotni rozdil mezi lazni a kyvetou, zaizolovali jsme silikonové
hadicky buni¢inou, kterou jsme obalili alobalem. Diky tomuto opatieni se nam také

podatilo dosahnout vysSich teplot, nez bylo ptfed zaizolovanim mozno v kyveté naméfit.
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5.3 Vlastni méreni

5.3.1 Priprava

Pted samotnym méfenim jsme si ze zasobniho roztoku thymové DNA o koncentraci
6,25-10" mol-1™" odpipetovali 3 ul a doplnili chloristanem sodnym na vysledny objem
3 ml. Dosahli jsme tak pozadované koncentrace 6,25-10° mol-1". Do druhé kyvety byly
odpipetovany 3 ml chloristanu sodného. Horni ¢ast kyvet jsme prekryli parafilmem
a kyvety jsme umistili do spektrofotometru.

Absorbance byla méfena pii vinové délce 260 nm. Teplota byla zvySovéana od 30 °C

do 90 °C vzdy po 3°C. Po kazdém kroku byla odec¢tena hodnota absorbance.

r

5.3.2 Prvni pokusné méreni

Prvni méfeni absorbance mélo zjistit, zda takto sestavenou aparaturou lze vibec
méfit teplotu tani a pokud mozno co nejvice eliminovat odstranitelné nedostatky.

Obrazek 5.3 znazornuje vysledek méteni.

0.77
0.6

0.5

Agso

0.3~
017

0.0 M‘”

'0. 1 T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90

teplota (°C)

Obrazek 5.3: Zavislost absorbance p¥i 260 nm na teploté vzorku. Oznaceni: m - roztok teleci thymové DNA

v 0,01 molarni NaClO4, o - 0,01 molarni NaClO, (blank)
Po tomto méfeni bylo zjiSténo, Ze vzorek v kyveté se kvili vysokym teplotdm

nadmérné odpatuje. Pfi odpaieni se zvySuje koncentrace DNA ve vzorku, coz zplisobuje

wrwe

denaturaci DNA, ale i zvySenim jeji koncentrace. Z tohoto diivodu nemlzZeme z téchto

hodnot urcit teplotu tani DNA.
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Nadmérnému vyparu vzorku jsme v dal§im méfeni zamezili pouzitim mineralniho
oleje, kterym jsme zakapli roztok DNA v kyveté. Tohoto oleje bylo aplikovano 200 pl.

Béhem tohoto méfeni jsme zjistili, Ze je v priabéhu meéfeni potifeba odstranovat
bublinky ze vzorku lehkym poklepanim. Tyto bublinky rovnéz zplisobuji nezddouci rust

absorbance.

5.3.3 Méreni zavislosti absorbance na zméné teploty

Dalsi méfeni bylo provadéno se dvéma ruzné koncentrovanymi roztoky chloristanu
sodného. Ptiprava vzorku probé¢hla stejné jako v predeslém méfeni (tedy 3 pl zasobni
DNA bylo smichdno s 2 997 ul chloristanu sodného). Poté bylo do kyvety pfidano
200 uI  mineralnitho oleje. Kyvety jsme ptekryli parafilmem a vlozili do
spektrofotometru. Hodnota absorbance byla zaznamendna pii zvySeni teploty vzorku
v kyveté¢ o 3 °C. Mé&feni probihalo v rozsahu od 30 °C do 90 °C pti vinové délce
260 nm. Pro ob¢ koncentrace chloristanu sodného byla provedena tfi nezavisla méteni.

Obrazek 5.4 ukazuje naméfené vysledky. Grafy v panelu A zobrazuji jednotlivé
méfeni zavislosti absorbance vzorku (vyssi kiivka) a absorbance blanku (nizsi kiivka)
na zméné teploty. Méfeni bylo provedeno Vv prostiedi chloristanu sodného o koncentraci
0,01 mol-I*. V druhé fadé (panel B) jsou umistdny grafy, které znazorfiuji zéavislost
absorbance vzorku na zméné teploty po odecteni blanku. Jednotlivé body jsou
prolozeny pomoci programu GraphPad funkci oznacovanou jako Boltzmanova
sigmoida. Funkce je popsana rovnici

A-B

y=—wotB. @)

1+e D

Obor hodnot této funkce lezi v intervalu (A, B), parametr C vyjadfuje posunuti
inflexniho bodu sigmoidni funkce a parametr D je tmérny néklonu te¢ny v inflexnim
bodu.

Teplota tdni odpovida x-ové soufadnici inflexniho bodu kiivky tani. Provedli jsme
proto derivaci vysledné funkce pomoci programu GraphPad. Derivace sigmoidnich
funkci, kterymi byly prolozeny body z grafii v druhé tadé, lze vidét ve tieti fadé
obrazku 5.4 v panelu C. Na zaklad¢ této derivace, respektive jeji nejvyssi hodnoty,
muzeme jednoznacné uréit bod nejstrmé&jSiho rastu absorbance neboli bod,

ktery oznacujeme jako teplota tani.
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Obrazek 5.4: Panely A: Zavislost absorbance (A,4) na teploté roztoku teleci thymové DNA (m) a blanku -

NaClO, (o). Panel B: Zavislost absorbance vzorku DNA na teploté po odecteni blanku. Panel C: Derivace

funkei, kterymi byly prolozeny body jednotlivych grafii v ¥adé B. Mé&feni probihalo v 0,01 mol-I"* NaCIO,,

indexy 1, 2 a 3 u znaceni jednotlivych panelii oznacuji poradové ¢islo méreni

Dalsi meéfeni probihalo s chloristanem sodnym o koncentraci 1,5:10° mol I,
Vysledky jsou znazornény na obrazku 5.5. Prvni tii grafy (panel A) popisuji, tak jako
Vv ptedchozim pfipadé, zavislost absorbance vzorku DNA a absorbance blanku na
teploté. V panelu B jsou umistény grafy znazornujici zavislost absorbance vzorku DNA
na teplot¢ po odecteni blanku. Body jsou opét prolozeny sigmoidni funkci, jejiz

derivace je znazornéna v panelu C.
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Obriazek 5.5: Panel A: Zavislost absorbance (A,q) na teploté roztoku teleci thymové DNA (m)a blanku -

NaClO, (o). Panel B: Zavislost absorbance vzorku DNA na teploté po odecteni blanku. Panel C: Derivace

funkei, kterymi byly prolozeny body jednotlivych grafi v ¥adé B. Mé&keni probihalo v 1,5-10° mol-I* NaClO,,

indexy 1, 2 a 3 u znadeni jednotlivych paneli oznacuji poradové ¢islo méieni

Z té&chto méfeni jsme urcili teploty tani Tp,.

Tabulka 5.2: Hodnoty teploty tani T, naméFené p¥i jednotlivych méfenich s obéma koncentracemi chloristanu

sodného

¢islo méfeni

T (°C)
NaClO, (c = 0,01 mol-17)

NaClO, (c = 0,0015 mol-1™)

62,0
62,8
63,1
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Primérna hodnota teploty tani vzorku DNA Vv chloristanu sodném o koncentraci
0,01 mol-I™ a jeji smérodatna odchylka je:

Tm=62,6+0,5°C

Primérna hodnota teploty tani vzorku DNA v chloristanu sodném o koncentraci
1,510 mol-I™ a jeji smérodatna odchylka je:

Tm=50,7+1,2°C

5.4 Méreni teploty tani DNA pomoci spektrofotometru
Cary 4000

Pro ovéfeni spravnosti hodnot Ty, ziskanych ndmi sestavenou aparaturou jsme zméftili
teploty tani identickych vzorkh DNA s vyuzitim komer¢niho zafizeni vyuzivaného

k tomuto Géelu v Biofyzikalnim ustavu AV CR v Brné.

5.4.1 Priprava

Pfed méfenim byl odebran 1 pl zasobniho roztoku DNA do kazdé z Sesti
pfipravenych zkumavek a poté byl nafedén na pozadovanou koncentraci
(6,25-10° mol-I""). Tii vzorky byly nafedény chloristanem sodnym o koncentraci
0,01 mol-I* a dal§i ti byly nafedény chloristanem sodnym o koncentraci
1,5:10% mol-1". K mé&feni byly pouzity kifemenné kyvety urené pro meéfeni Tp
dodavané s pristrojem. Pred vlozenim kyvet do kovového bloku spektrofotometru byly

ze vzorkl v kyvetach odstranény bublinky plynu pomoci vakuové vyvévy.

5.4.2 Méreni zavislosti absorbance na zméné teploty

K méfeni byl vyuzit UV-Vis spektrofotometr Cary 4000 (Varian). Automatické
meéfeni je fizeno pomoci softwaru CarryWin UV 3.00 (Varian). Byla provedena tfi
nezavisla meéfeni pro obé& pouzité koncentrace NaClO4. Obrazek 5.6 znédzornuje

naméfené kiivky.
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Obrazek 5.6: Zavislost absorbance (A) na teploté roztoku teleci thymové DNA. Hodnota absorbance blanku
je jiz ode&tena (probiha automaticky p¥i méfeni). Panel A: MéFeni probihalo v NaClO, o koncentraci
0,01 mol-I"Y. Panel B: Mé&Feni probihalo v NaClO, o koncentr koncentraci 0,0015 mol-I"%. Indexy 1, 2

a 3 u znaceni jednotlivych paneli oznacuji poiadové ¢islo méieni
Mg¢feni byla vyhodnocena pomoci softwaru Thermal (Carry WinUV, 3.00), ktery je

soucasti pristroje. Namétené hodnoty Ty, jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 5.3: Hodnoty teploty tani Tm naméiené p¥i jednotlivych mérenich s obéma koncentracemi

chloristanu sodného

T (°C)
¢islo méfeni

NaClO, (c = 0,01 mol-1") NaClO, (c = 0,0015 mol-1™)

1 66,8 52,1
2 66,7 51,6
3 65,9 52,4

Primérna hodnota teploty tani vzorku DNA v chloristanu sodném o koncentraci
0,01 mol-I™ a jeji smérodatna odchylka je:

Tm=66,5+0,4°C

Primérnd hodnota teploty tani vzorku DNA Vv chloristanu sodném o koncentraci
1,5-10° mol-I"* a jeji smérodatna odchylka je:

Tm=52,0+£0,3°C
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5.5 Porovnani vysledkii

Ze srovnéani hodnot ziskanych na nami sestavené aparatufe a na komercnim pfistroji
je patrné, ze tyto hodnoty se lisi. Teploty tani naméfené na komercnim zatfizeni jsou
vysSi nez hodnoty ziskané méfenim na aparatufe sestavené v ramci této bakalaiské
prace, pricemz rozdil je vétsi v piipadé vyssich hodnot teploty tani. V ptipad¢, ze byla
teplota tani DNA méfena v prostfedi o vétsi koncentraci NaClO, (0,01 mol-1™), &inil
tento rozdil 3,9 °C. V ptipadé méFeni pii niz§i koncentraci NaClOy4 (0,0015 mol-1™) je
rozdil mezi obéma experimenty 1,3 °C.

Pfic¢iny tohoto rozdilu neni jednoduché urcit a jejich jednoznatné stanoveni by
ptekroc€ilo ¢asovy rozsah urceny pro bakalaiské prace. Nicméné jednou z pficin rozdilt
v naméfenych hodnotach mezi komeréni a nami sestavenou aparaturou by mohl
spocivat v rozdilném pfistupu k méfeni teploty vzorku. V ndmi sestavené aparatuie je
teplota vzorku méfena pfimo v kyveté pomoci ponorné sondy, jedna se tedy skute¢né
0 teplotu roztoku DNA v okamZiku méfeni, v komerénim pfistroji je zaznamenavana
teplota vyhtivaného kovového bloku, v kterém jsou kyvety umistény. Prestoze se
teplota méni relativné pomalu (0,2 °C/min), nemusi tato doba stacit k vytemperovani
vzorku v kyveté na stejnou teplotu. Redlna teplota roztoku v kyveté tedy mize byt nizsi
neZ teplota termobloku, a proto je hodnota teploty tdni naméfena na komerénim pfistroji
nadsazena oproti skuteCnosti. Pokud by tomu tak bylo, tento rozdil by se zvySoval
s rostouci teplotou, coz je v souladu s ndmi ziskanymi vysledky. Data uvedena
na obrazku 5.2 ukazuji, Ze 1 v piipadé nami sestrojené aparatury se teplota ldzné
avzorku v kyveté 1isi, a to tim vice, ¢im vyssi je teplota. Z tohoto diivodu jsme proto
zvolili méteni teploty pfimo v kyveté. Na zaklad¢ této uvahy lze tedy ptredpokladat,
ze hodnoty namétfené na nami sestavené aparatuie by mohly byt spravnéjs$i nez hodnoty
ziskané s vyuzitim komercniho pfistroje. Potvrzeni tohoto piedpokladu by vSak
vyzadovalo provést dal§i méfeni na BFU AV CR v Brné, coZ uz nebylo mozné

z ¢asovych ditvodl uskutecnit.
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6 Zaver

V ramci této bakalarské prace byla sestavena aparatura, vhodna pro méfeni teplot
tani vzorkh DNA. Nejprve byly nalezeny podminky vhodné pro méfeni a byly
provedeny Upravy aparatury tak, aby bylo mozno dosdhnout potifebnych teplot
méfenych vzorkli a zaroven eliminovat nepfiznivé vlivy zpiisobené odpafovanim
a tvorbou vzduchovych bublin.

Poté bylo takto sestavené zatfizeni vyuZzito k stanoveni teploty tani DNA z teleciho
thymu ve dvou rtiznych koncentracich chloristanu sodného. Vysledky byly srovnany
sdaty ziskanymi méfenim identickych vzorki na komerénim spektrofotometru
Cary 4000, ktery je k méfeni teplot tani urcen jiz od vyrobce. Bylo zjisténo, Ze hodnoty
ziskané na nami sestavené aparatufe jsou priblizné stejné¢ ptfesné jako hodnoty
z komercné dostupného zatfizeni a lze predpokladat, ze by mohly byt i spravnéjsi
vzhledem k rozdilnému zpisobu méteni teploty.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze aparatura sestavena v ramci této bakalaiské prace je

plné funkeni a Ize ji pouzit na méfeni teploty tani vzorkii DNA.
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