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Détermination rapide de la
température de fusion thermique sur
des acides nucléiques double brin par
spectroscopie UV-visible

Données de température de fusion (T ) reproductibles

a des vitesses de montée en température rapides
a l'aide de 'UV-Vis Agilent Cary 3500




Introduction

La séparation des acides nucléiques
double brin en simples brins peut étre
induite par une augmentation de la
température. A une certaine température,
les liaisons hydrogene (H) entre les paires
de bases sont rompues. Une expérience
de fusion thermique exploite la différence
dans le nombre de liaisons H entre les
bases azotées. Par exemple le nombre de
liaisons hydrogene entre les nucléotides
adénosine et thymine (A=T) et entre
guanine et cytosine (G=C) pour I'ADN, ou
entre les bases adénosine et uracile (A=U)
et G et C pour I'ARN. Puisque les paires
de nucléotides G=C contiennent trois
liaisons hydrogene, I'énergie thermique
requise pour dissocier G=C est supérieure
a celle des paires a double liaison.

Les ADN et ARN qui contiennent un plus
grand nombre de paires G=C se séparent
a des températures plus élevées. Par
conséguent, la température de fusion

(T_) est une indication précise de la
composition en bases (le rapport entre les
nombres de G=C et de A=T / U=T) dans
I'échantillon.

La T  estsouvent utilisée comme test
d'identification secondaire (test CQ)

par les chercheurs et les fabricants
pour la découverte de médicaments,

le développement et la fabrication

des acides nucléiques. Le point de
fusion est généralement mesuré par
spectrophotométrie UV-Visible puisque
I'absorbance des acides nucléiques
simple brin est plus élevée que celle des
acides nucléiques double brin a 260 nm,
a savoir au pic d'absorption maximale
des acides nucléiques’. En utilisant
I'exemple de 'ADN de sperme de hareng,
la figure T montre que I'absorbance a
260 nm est significativement plus élevée
a90°Cqua25°C.

Les expériences de fusion thermique
d'acides nucléiques sont généralement
effectuées en mesurant la modification
de I'absorbance a 260 nm. La
température de I'échantillon est
graduellement augmentée sous des
conditions de pH et de force ionique
contrélées a une vitesse de montée en
température de 0,5 °C par minute?™*.
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Figure 1. Balayage de longueur donde d'un échantillon ’ADN de sperme de hareng & 25 °C (double brin, en

violet) et a 90 °C (simple brin, en gris).

Lutilisation d'une vitesse de montée

en température lente permet d'assurer
I'exactitude et la reproductibilité des
données. Mais cette lenteur de la montée
en température implique également que
les expériences durent longtemps. Par
exemple, il faut 2,5 heures pour faire
passer la température de 20 2 95 °C

avec une augmentation de 0,5 °C/min.
Puisque les laboratoires répétent souvent
les mesures pour garantir des résultats
reproductibles, une expérience de fusion
thermique complete peut prendre un
temps considérable.

Il existe plusieurs approches pour
diminuer le temps nécessaire aux
mesures de fusion thermique.

Par exemple, certains instruments
permettent de décomposer les
expériences en plusieurs étapes, avec
une vitesse de montée en température
différente pour chaque étape. La montée
en température peut étre rapide

pour les étapes initiales et finales et

elle peut étre ralentie pour la plage

de température correspondant a la
dénaturation de I'échantillon. De récentes
avanceées dans les instruments de
spectrophotométrie permettent de

réduire de fagon importante la durée des
mesures de fusion thermique, ainsi que
d'atteindre une plus grande précision en
température qu'auparavant.

Cependant, les expériences de
réhybridation devraient étre réalisées a
des vitesses plus lentes pour permettre
la réhybridation complete des acides
nucléiques simple brin.

Le spectrophotometre UV-Vis Agilent
Cary 3500 multizone permet de réguler
précisément la température des
solutions pendant les expériences de
fusion thermique avec des sondes de
température intégrées aux cuvettes.
Des refroidisseurs Peltier a air,

sans eau, sont utilisés pour contrdler
la température des échantillons entre 0
et 110 °C.

Dans cette étude, I'effet de
l'augmentation de la vitesse de montée
en température sur la T calculée

a été évalué pour un échantillon

d’ADN de sperme de hareng avec le
spectrophotometre UV-Vis Cary 3500
multizone.



Méthode expérimentale

Echantillons

Une solution de ~15 pg/mL d’ADN de
sperme de hareng (D6898) a été préparée
dans une solution saline a tampons

de phosphate (0,01 M de tampon de
phosphate, 0,0027 M de chlorure de
potassium et 0,137 M de chlorure de
sodium, pH 7,4, a 25 °C). Une solution
saline a tampons de phosphate pure a
été utilisée comme solution de référence
(d'essai a blanc). Des cellules semi-micro
en quartz Agilent (référence 5063-6559)
avec une sonde de température
(référence G9889-60005), 600 pL de
volume d'échantillon et un trajet optique
de 10 mm ont été utilisés (figure 2).
Quelques gouttes d’huile minérale (FS-
SMO15) ont été déposées sur le dessus
de I'échantillon dans la cuvette afin de
minimiser I'évaporation de I'échantillon.

Instruments et méthode

Le spectrophotometre UV-Vis Cary 3500
multizone est contrélé par le logiciel

de station de travail Agilent Cary UV.

Les mesures ont été réalisées a l'aide
des parameétres de méthode illustrés
dans le tableau 1. La vitesse de montée
en température est le seul parametre

a avoir été modifié durant I'étude. Un
nombre total de six vitesses de montée
en température a été utilisé : 1, 5, 10, 20,

30 et 40 °C/min. Au moins trois aliquotes

d'échantillon mesurées simultanément

et dans des conditions identiques ont été

utilisées pour les expériences. Chaque
cuvette d'échantillon a été placée avec
une cuvette de solution de référence
dans le support multicuvette a huit
positions. Chaque cuvette d’échantillon
contenait une sonde de température
(figure 2), le retour de la sonde servant a
réguler la température expérimentale.

Les données ont été collectées tous

les 1 °C et la moyenne du signal a

été effectuée sur 0,1 seconde avant
I'enregistrement de chaque point de
données. Avec une vitesse de montée en
température de 30 °C/min, les mesures
ont duré environ 10 minutes.

Tableau 1. Parametres de méthode de I'UV-Vis Agilent Cary 3500.

Parametre Valeur
Longueur d'onde 260 nm
Durée d'intégration du signal 01s
Intervalle d'échantillonnage 1°C
Température initiale 25°C
Température finale 100°C
Température de retour 25°C

Vitesse de montée en température

1,5,10, 20, 30 et 40 °C/min

Nombre d'étapes

1

Régulation de la température

Sonde de température

Filtre de lissage

Intervalle de lissage des données 05°C
Filtre de dérivée 1
Intervalle de dérivation des

05°C

données

Figure 2. Cellule semi-micro Agilent (1)
et sonde de température placée dans la
cuvette (2) pour réguler la température

expérimentale pendant les mesures.




Résultats et discussion

Valeurs de T_ pour différentes
vitesses de montée en température
Les données d'absorbance collectées
pour les six vitesses de montée en
température (1, 5,10, 20, 30, et 40 °C/min)
sont illustrées dans la figure 3. La dérivée
premiére a été calculée pour chaque
balayage et est également représentée
dans la figure 3. Le pic maximal de
chaque dérivée premiere correspond au
point intermédiaire de la courbe de fusion
et, par conséquent, a lavaleurde T_.
Comme illustré dans la figure 3 et dans le
tableau 2, les valeurs de T mesurées sur
I'échantillon dADN de sperme de hareng
nont pas différé de plus de +0,2 °C pour
les six vitesses de montée en température
utilisées dans les expériences.

A 104
102 Vitesse de montée en température
1°C/min
1,00
— 5°C/min
098 — 10 °c/min
0,96 20 °C/min
0,04 — 30°C/min
0,02 40 °C/min
0,90
@
Qo
< 088
0,86
0,84
0,82
0,80
0,78

Tableau 2. Valeurs de T de l'échantillon dADN de sperme de hareng mesurées pour chague vitesse de
montée en température.
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Température (°C)
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T moyenne
(°C) (n = 3), Ecart-type
Vitesse de pour chaque T.(°C)(n=3),
montée en vitesse de  |pour chaque vitesse
température Réplicat Réplicat Réplicat montée en de montée en
Entrée (°C/min) 1T, (°C) 2T (°C) 3T, (°C) température température
1 1 87,1 87,1 87,1 87,1 0,0
2 5 87,0 86,6 86,5 86,7 02
8 10 86,7 87,1 87,0 86,9 02
4 20 87,1 87,1 87,1 871 0,0
) 30 87,1 87,0 86,6 86,9 02
6 40 86,6 87,0 87,0 86,9 02
T, moyenne (°C) (n = 6),
pour toutes les vitesses de 86,9 87,0 86,9
montée en température
Ecart-type T, (°C) (n = 6),
pour toutes les vitesses de 0,2 02 0,2
montée en température
B 0,035
Vitesse de montée en température
0,030 — 1 °C/min
5°C/min
— 10 °C/min
0,025 —— 20 °C/min
— 30 °C/min
— 40 °C/min
0,020
2
0,015
0,010
f 0,005
4
T, moyenne = 86,9 °C
0,000
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Température (°C)

Figure 3. Absorbance de I'ADN de sperme de hareng en fonction de la température (A) et la dérivée premiere correspondante (B) en fonction de la vitesse de montée

en température.



Calculateur de dérivée et de lissage
intégré a la station de travail Cary UV
Le logiciel de la station de travail Cary
UV comprend des fonctions de dérivée
et de lissage pour aider a calculer

la température de fusion. Le lissage

peut étre appliqué pour réduire les
interférences et le bruit dans les spectres
et la fonction de dérivée peut étre utilisée
pour calculer la dérivée premiére.

Les fonctions de lissage et de dérivée
utilisent la technigue de Savitzky-Golay®.
Les deux fonctions nécessitent I'utilisation
des valeurs de filtre et d'intervalle. La taille
du filtre définit le nombre de points utilisés
pour générer chaque point de résultat.

Si la valeur d'intervalle utilisée pour le
traitement des données est différente de
celle de la collecte , les données calculées
seront ajustées selon l'intervalle spécifié.

Il est recommandé de régler les intervalles
de lissage et de dérivée sur l'intervalle de
collecte.

Les calculs de dérivée et de lissage
peuvent étre enregistrés au sein de

la méthode. Ces calculs seront alors
appliqués automatiquement a la fin de
I'acquisition des données (figure 4).

Conclusion

Le spectrophotometre Agilent UV-Vis
Cary 3500 multizone a été utilisé

pour mesurer le point de fusion (T )
d'échantillons d’ADN de sperme de
hareng avec six vitesses de montée en
température différentes. Les points de
fusion mesurés pour chaque vitesse

de montée en température n'ont pas
différé de plus de +0,2 °C. Ce niveau

de reproductibilité indique que les
laboratoires peuvent utiliser des vitesses
de montée en température plus rapides
que le protocole standard de 0,5 °C/min,
ce qui réduit significativement les durées
des expériences sans compromettre la
qualité des résultats. L'étude a démontré
gu’une expérience qui prenait 2,5 heures
auparavant peut désormais étre réalisée
en environ 10 minutes avec I'UV-Vis
Cary 3500.

Figure 4. Calculateur de dérivée et de lissage intégré a la station de travail Agilent Cary UV.

La multicuvette a huit positions de
I'UV-Vis Cary 3500 permet la mesure
simultanée d'au moins trois réplicats
déchantillon avec référence, ce qui
réduit également les durées de mesures
expérimentales dans leur ensemble.

Le logiciel de la station de travail Agilent
Cary UV comprend des fonctionnalités
intégrées pour le calcul de la température
de fusion de 'ADN (lissage et dérivée)

qui fournissent rapidement des résultats
exploitables. Les calculs, qui peuvent
étre enregistrés avec la méthode, sont
automatiquement appliqués et affichés
apres la collecte des données.

Lutilisation de vitesses de montée en
température rapides peut s'appliquer a
d'autres mesures d'absorbance UV-Vis
en fonction de la température, offrant
d'importants gains de productivité
pour les laboratoires qui effectuent des

expériences a température régulée.

La possibilité de mesurer les huit
positions de cuvettes simultanément
permet encore d'améliorer la productivité
pour les laboratoires étudiant les effets
des variations de la température sur

les échantillons liquides sans autres
variables expérimentales.

Le logiciel de la station de travail

Cary UV peut étre aussi intégré au
logiciel OpenLab Agilent. OpenLab
offre des contréles techniques qui
permettent d'acquérir, de traiter, de
rapporter et de stocker les données
de maniere sécurisée. Ces controles
sont nécessaires pour les laboratoires
qui doivent suivre les directives de
conformité 21 CFR Part 11 de la FDA,
'’Annexe 11 de I'UE, le GAMPS5 ainsi
que la norme ISO/IEC 17025 et la
reglementation 40 CFR Part 160 de I'EPA.
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