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Determinazione rapida della
temperatura di fusione termica degli
acidi nucleici a doppio filamento
mediante spettroscopia UV-Vis

Dati di temperatura di fusione (T ) riproducibili con
velocita di rampa elevate usando lo spettrofotometro
UV-Vis Agilent Cary 3500




Introduzione

La separazione degli acidi nucleici a
doppio filamento in singoli filamenti puo
essere indotta mediante innalzamento
della temperatura. Il legame a idrogeno
(H) tra le coppie di basi si rompe a

una determinata temperatura. Gl
esperimenti di fusione termica traggono
vantaggio dalla differenza nel numero
dilegami a idrogeno tra le basi azotate.
Per esempio, i legami a idrogeno tra

i nucleotidi adenosina e timina (A=T)

e fra guanina e citosina (G=C) per il

DNA oppure fra le basi adenosina e
uracile (A=U) e G e C nellRNA. Poiché i
nucleotidi G=C contengono tre legami
aidrogeno, l'energia termica necessaria
per la dissociazione di GZC € maggiore
di quella per le coppie a doppio legame.
La denaturazione delle molecole di DNA
e RNA che contengono piu coppie G=C
avverra a una temperatura piu alta. La
temperatura di fusione (T, ) fornisce,
quindi, un'indicazione accurata della
composizione in basi (rapporto di G=C vs
A=T / U=T) nel campione.

Durante la messa a punto e produzione
di acidi nucleici per lo sviluppo di farmaci,
ricercatori e fabbricanti ricorrono spesso
allaT_come test di verifica dell'identita
secondario (controllo QC). Il punto di
fusione tipicamente & misurato mediante
spettrofotometria UV-Vis, essendo
l'assorbanza a 260 nm, il picco massimo
di assorbimento per gli acidi nucleici,
maggiore per le molecole a singolo
filamento rispetto a quelle a doppio
filamento.” Usando come esempio il
DNA di sperma di aringa, la Figura 1
mostra che l'assorbanza a 260 nm &
significativamente superiore a 90 °C,
rispetto a 25 °C.

Gli esperimenti di fusione termica

degli acidi nucleici tipicamente sono
eseguiti misurando il cambiamento
nell'assorbanza a 260 nm.

La temperatura del campione viene
aumentata gradualmente in condizioni
controllate di pH e forza ionica, usando
una velocita di rampa della temperatura
di 0,5 °C al minuto.?* Si utilizza una
velocita di rampa della temperatura
bassa per garantire accuratezza e
riproducibilita dei dati.
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Figura 1. Scansioni delle lunghezze d'onda di un campione di DNA di sperma di aringa a 25 °C (a doppio

filamento, viola) e a 90 °C (a singolo filamento, grigio).

Purtroppo, a causa della bassa velocita
di rampa della temperatura, l'esecuzione
degli esperimenti richiede molto tempo.
Per esempio, il tempo necessario per la
transizione da 20 a 95 °C con variazioni
di 0,5 °C/min & 2,5 ore. Per garantire

la riproducibilita dei risultati, spesso

i laboratori ripetono tali misure: di
conseguenza un esperimento di fusione
termica completo puo richiedere una
notevole quantita di tempo.

Esistono vari approcci per ridurre il
tempo impiegato per le misurazioni

di fusione termica. Per esempio,
alcune strumentazioni consentono

di suddividere un esperimento in piu
fasi, in cui per ciascuna fase viene
utilizzata una velocita di rampa della
temperatura diversa. Una velocita di
rampa elevata viene utilizzata nelle
fasi iniziali e finali, con una velocita piu

bassa nell'intervallo di temperatura in cui

avviene la denaturazione del campione.
| recenti progressi nella strumentazione

spettrofotometrica consentono riduzioni

significative nei tempi impiegati per le
misure di fusione termica, nonché una

maggiore accuratezza delle temperature

mai raggiunta in precedenza.

Tuttavia, per il riappaiamento completo
degli acidi nucleici a singolo filamento,
gli esperimenti devono essere condotti a
una velocita piu bassa.

Lo spettrofotometro UV- Vis Agilent
Multizone Cary 3500 utilizza sonde di
temperatura all'interno della cuvetta
integrate, per il controllo accurato della
temperatura delle soluzioni nel corso
degli esperimenti di fusione termica.
Dispositivi di tipo Peltier, raffreddati ad
aria in assenza d'acqua, sono utilizzati
per controllare la temperatura dei
campionitra0e 110 °C.

In questo studio ¢ stato valutato l'impatto
dell'aumento della velocita di rampa

della temperatura sulla T calcolata di
DNA di sperma di aringa, utilizzando

uno spettrofotometro UV-Vis Multizone
Cary 3500.



CondiZioni Sperimentali Tabella 1. Parametri del metodo UV-Vis Agilent Cary 3500.

Campioni Parametro Impostazione
Una soluzione di ~15 pg/mL di DNA Lunghezza donda 260 nm

di sperma di aringa (D6898) ¢ stata Tempo per la media def segnale 01s

preparata in tampone fosfato salino Intervallo dati 1°C

(tampone fosfato 0,01 M, cloruro di Temperatura iniziale 25°C

potassio 0,0027 M e cloruro di sodio Temperatura finale 100 °C

0:1 37 M: pH 7:4 a2s OC)~ Tampone Temperatura di ritorno 25°C

fosfato salino purc e stato utilizzato Velocita di rampa della temperatura 1, 5,10, 20, 30 e 40 °C/min

come soluzione di riferimento (bianco).

- . . Numero di fasi 1
Sono state utilizzate celle semi—micro Controllo della temperatura Sonda di temperatura
Agilent in quarzo (codice 5063-6559)
con sonda di temperatura (codice Filtro dilisciamento !
G9889-60005) volume di Campione Intervallo di lisciamento dei dati 05°C
600 pL e lunghezza del percorso ottico Filtro derivato 11
10 mm (Figura 2). Per ridurre al minimo Intervallo di dati derivati 0,5°C

l'evaporazione del campione, qualche
goccia di olio minerale (FS-SM0O15) &
stata aggiunta e lasciata galleggiare sulla
superficie del campione nella cuvetta.

Strumentazione e metodo

Uno spettrofotometro UV-Vis

Multizone Cary 3500 veniva controllato

mediante il software della workstation

Agilent Cary UV. Le misurazioni sono

state condotte usando i parametri

del metodo mostrati nella Tabella 1.

La velocita di rampa della temperatura e

I'unico parametro che e stato modificato

durante lo studio. Complessivamente

sono state utilizzate sei velocita di

rampa: 1, 5, 10, 20, 30 e 40 °C/min.

Per tutte le misurazioni sono state

usate almeno tre aliquote del campione,

misurate simultaneamente, in

condizioni identiche. Ciascuna cuvetta

del campione & stata accoppiata a

una cuvetta standard e collocata nel

supporto multicella a otto posizioni.

Una Son-da .dl temperatura e stata . sonda di temperatura all'interno della cuvetta
inserita in ciascuna cuvetta del campione (2) utilizzate per controllare la temperatura
(Figura 2) e il feedback dal campione sperimentale durante le misurazioni.
e stato utilizzato per controllare la

temperatura sperimentale.

Figura 2. Cella semi-micro Agilent (1) e la

| dati sono stati raccolti a intervallidi 1 °C
e la media del segnale ¢ stata calcolata
per 0,1 secondi, prima di passare alla
registrazione di ciascun dato. A una
velocita di rampa della temperatura di

30 °C/min, la misurazione & avvenuta

in circa 10 minuti.



Risultati e discussione

Valoridi T a diverse velocita di
rampa della temperatura

| dati di assorbanza raccolti alle sei
velocita di rampa della temperatura
(1,5,10, 20, 30 e 40 °C/min) sono
mostrati in Figura 3. Inoltre, & stata
calcolata la derivata prima di ciascuna
scansione, come mostrato in Figura 3.
Il picco massimo di ciascuna curva nel
grafico delle derivate prime identifica il
punto centrale della curva di fusione e
quindi il valore di T_. Come mostrato in

Tabella 2. | valori misurati di T_ per il campione di DNA di sperma di aringa a ciascuna velocita di rampa

della temperatura.

Figura 3 e nella Tabella 2, i valori misurati Deviazione standard T_(°C)
m

di T, dei campioni di DNA di sperma

di aringa erano compresi tra +0,2 °C

per tutte e sei le velocita di rampa della
temperatura utilizzate negli esperimenti.

A 104
1,02 Velocita di rampa
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

T, media Deviazione standard
Velocita di (°C) (n=3), T.(°C)(n=3),
rampa Replicato Replicato Replicato Ciascuna Ciascuna velocita di
Immissione (°C/min) 1T, (°C) 2T _(°C) 3T (°C) \|elocita di rampa rampa
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 87,1 0,0
5] 30 87,1 87,0 86,6 86,9 02
6 40 86,6 87,0 87,0 86,9 02
T, media ( C). (P N o) 86,9 87,0 86,9
Tutte le velocita di rampa
(n = 6), Tutte le velocita di 02 02 0,2
rampa
B 0,035
Velocita di rampa
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, media= 86,9 °C
0,000

0,76 m.=__-f—;’,/

30 35 40 45 50 55 60 65
Temperatura (°C)

70 75 80 85 90 95

76 78 80 82 84 86 88 90 92 94

Temperatura (°C)

Figura 3. Assorbanza di DNA di sperma di aringa in funzione della temperatura (A) e la derivata prima corrispondente (B) in funzione della velocita di rampa

della temperatura.



Calcolatore integrato della
workstation Cary UV per il lisciamento
e il calcolo delle derivate

Il software della workstation Cary UV
include funzioni di lisciamento e derivata
come ausilio al calcolo della temperatura
di fusione. Il lisciamento puod essere
applicato per ridurre l'interferenza e il
rumore negli spettri; la funzione derivata
calcola la derivata prima.

Le funzioni di lisciamento e derivata
utilizzano la tecnica Savitzky-Golay.®
Entrambe le funzioni richiedono le
dimensioni di filtro e d'intervallo. La
dimensione del filtro definisce il numero
di punti usati per generare ciascun punto
di output. Se per I'analisi dei dati viene
usato un valore dell'intervallo differente
dall'intervallo della raccolta, i dati
calcolati saranno impostati sull'intervallo
specificato. Si raccomanda di assicurarsi
che gli intervalli di lisciamento e derivata
corrispondano all'intervallo di raccolta.

E possibile salvare i calcoli di
lisciamento e delle derivate insieme
al metodo. | calcoli saranno in seguito
applicati automaticamente al termine
dell'acquisizione dei dati (Figura 4).

Conclusione

Lo spettrofotometro UV-Vis Agilent
Multizone Cary 3500 & stato usato

per misurare il punto di fusione (T ) di
campioni di DNA di sperma di aringa

a sei diverse velocita di rampa della
temperatura. | punti di fusione misurati
in corrispondenza di ciascuna delle
velocita di rampa erano tutti compresi tra
+0,2 °C. Questo livello di riproducibilita
indica che i laboratori possono usare
velocita di rampa della temperatura piu
elevate rispetto al protocollo standard

di 0,5 °C/min, riducendo cosi in modo
significativo i tempi degli esperimenti
senza compromettere la qualita dei
risultati. Questo studio ha dimostrato
che un esperimento, che in passato
richiedeva 2,5 ore, potrebbe essere
completato in circa 10 minuti utilizzando
UV-Vis Cary 3500.

Figura 4. Calcolatore integrato della workstation Agilent Cary UV per il lisciamento e il calcolo delle derivate.

Grazie alla multicella a otto

posizioni dello spettrofotometro
UV-Vis Cary 3500, e stato possibile
misurare simultaneamente almeno
tre replicati di campione e lo standard,
contribuendo cosi a ridurre i tempi di
analisi complessivi dell'esperimento.

Il software della workstation Agilent Cary
UV include funzionalita integrate per

il calcolo della temperatura di fusione

di DNA (lisciamento e derivata) per la
rapida produzione di risultati utilizzabili. |
calcoli, che possono essere salvati con il
metodo, sono automaticamente applicati
e visualizzati dopo la raccolta dati.

Alte velocita di rampa della temperatura
possono essere adottate anche in altre
misurazioni dell'assorbanza nello spettro
UV-Vis in funzione della temperatura,
offrendo notevoli vantaggi in termini

di produttivita per i laboratori che
effettuano esperimenti a temperatura
controllata. Il fatto di poter misurare
tutte le otto posizioni delle cuvette
contemporaneamente offre ulteriori
miglioramenti di produttivita per i
laboratori interessati allo studio della
risposta di campioni liquidi alle variazioni
di temperatura in assenza di altre
variabili sperimentali.

Il software della workstation Cary UV puo
essere integrato con il software Openlab
Agilent. OpenLab offre controlli tecnici
per acquisire, elaborare, creare report

e archiviare in sicurezza i dati. Questi
controlli sono richiesti in laboratori che
sono tenuti a rispettare le linee guida per
la conformita degli standard FDA 21 CFR
Parte 11, Allegato 11 dell'UE, GAMP5,
come anche ISO/IEC 17025 ed EPA 40
CFR Parte 160.
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