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Abstract: This paper shows computational method, whichyaalV-visible-spectrophotometric
data produced during DNA thermal denaturation erpemt. This analysis provides useful infor-
mation about the stability of the secondary stmectif a DNA or RNA and aids in the choice of the
sequences for antisense oligomers or PCR primesatDetion or renaturation of given sample
can be followed by recording absorbance from 17QamB1L0 nm.
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. UvoD

Nukleové kyseliny se vyziaji znatnym konform&nim polymorfismem. Netvd jen klasickou B-
DNA dvouSroubovici, ale i mnoho dalSich forem, kt¢sou ozn&ovany za alternativni. Alterna-
tivni konformace mohou byt fugké vyznamné, protoZze s&sto uplaiuji pri genové expresi a re-
kombinartnich djich. Nagriklad konformace G-kvadruplexu se v genomu vyskynha biologicky
vyznamnych mistech, jako jsou telomerni sekvende,kvadruplexy dokézi blokovat funkci telo-
merazy,¢imz v disledku zabrauji proliferaci nadorovych buk. Tyto alternativni konformace,
jako nagiklad guaninové a cytozinové kvadruplexy, DNA teip}, vlasenky a Z-DNA, také nabizi
velky potencial pro autoregwiai funkci DNA. Proto je ufeni struktury nukleovych kyselin, po-
piipack jakychkoli jinych molekul, zdkladnim krokem nezbwyin k porozunini jejich funkei [3].

. NAVRH ALGORITMU PRO ANALYZU UV ABSORP CNICH SPEKTER

Pomoci navrZzeného algoritmu je mozné analyzovat diakana ze spektrofotometru Cary 4000 od
firmy Varian. Tento spektrofotometr poskytuje data formatu csv. Bkteré firmy poskytuji k
spektrofotometru vlastni software. Jakidkfad Ize uvést nastroj HyTher, nebo KaleidaGragh o
firmy Synergy Software. V mnohatipadech vSak tatofmmocara analyza neni vhodnd, protoze
muZze vést ke zkreslené interpretaci dat.

2.1. PRUBEH EXPERIMENTU

Meé&iime-li absorbanci vzorku DNA pro &itou vinovou délku i sowasném zativani, pozorujeme
zmeny odrazejici konformai prechody ve zkoumaném vzorku. Zafnim vzorku DNA v roz-
mezi 30 — 100°C dojde k poruSeni vodikovych vatelh @enaturace DNA),fgemz vznikaji sa-
mostatné polynukleotidovi@ttzce. K denaturaci DNA dochazi i v alkalickém predf. Nukleové
kyseliny jsou vyjimé&né svoji schopnosti renaturace, tedgtopnym vytvaenim vodikovych va-
zeb pomalym ochlazovanim denaturovanych vliakero Viéstnosti se vyuziva u hybridizace mo-
lekul DNA.

Analyzou dat ziskanych na zakéadenaturénich experimerit obdrzime termodynamické parame-
try, ze kterych jsme schopni odvodit stabilitu bmickych systérin



2.2. POPIS ALGORITMU

Na vstup programuifchazi soubor generovany spektrofotometrem, ktbsabuje hodnoty absor-
banci ngtenych pi ménici se vinové délce a tepdofTato data nejdve zpracuje cyklus, ktery je
rozctli podle delimiteru a uloZi do vhodnych prémmych. Program poté vykresli spektrum absor-
banci, jak ukazuje graf na obrazku 1. Toto spektslouZi uZivateli jako fehled, podle kterého ur-
¢i vhodnou vinovou délku. Nejvhodjsi jsou ty vinové délky, u kterych na obrazku @zgrujeme
velky rozptyl absorbanci. Pro tyto vinové délkynmetoda nejfesrgjSi a nejcitligjSi. Obvykle se
pouZzivaji hodnoty kolem 250 — 260 nm. Pro kvadmaple typicky vyrazny rozptyl v oblasti 295
nm, jak je tomu patrné na obrazku 1. Program uéivaimo#iuje, bul’ aby zadal fimo vinovou
délku, pro kterou chce, aby pgitta analyza, a nebotrbe zadat rozsah vinovych délek, ve kterém

ocekavéa nalezeni vhodné vinové délky. Pro tento topsagram od&enim Kivek s nejvyssimi a

vhodnou vinovou délku.
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Obrazek 1: Spektrum absorbanci.

Program naslednvykresli Kivku tani, viz. grafy na obrazku 2 a), které znémgirpostupnou dena-
turaci vzorku (pokles absorbance) se zvysujiciepéotou. Podle charakteru experimentizm
kiivka stoupat, nebo naopak klesat. Nyniimne horni a dolni zakladny, které poslouzi jak@tef
renéni hodnoty pro dalSi analyzu. Kazda ze zakladenowidid svinuté, nebo rozvinuté foém
DNA. Horni i dolni zakladna je konstantniévy ose. Tyto konstanty odpovidaji hodhiotaxima
a minima kivky tani. Aplikaci vzorce

& =[Am-A,MIAM-AM] @)

kde [A(T)-Ap(T)] odpovida vzdalenosti od dané hodnotivky tani k dolni zaklad® a [Ay(T)-

Ap(T)] vzdalenosti od horni zékladny k dané hodrdtvky tani, greSkalujeme #vku tani na no-
vou kivku, kterd na y ose nabyva hodnot mezi 0 a 1, oiwdzek 2 b). Tatoikka je popsana
funkci, ktera se za 6 a je popsana v rovnici (1) [1, 2]. Program utfgj2 zarové analyzovat da-
ta z vice denatutaich experimerit a vykreslit do jednoho grafu vicetpehu, coz uZivateli po-
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skytne mozZnost vizuénporovnat jednotlivé ivky a jejich parametry. VSechny vykreslen&-pr
béhy je moZné exportovat ve formétu xIs pro dalSazpwani.
2.3. URCENi TERMODYNAMICKYCH PARAMETR U

Hodnotu mezni teploty J[°C] uréime z grafu funkce, jako teplotu ktera odpovidg = 0,5. Tato
teplota odpovida stavu, kdy jégsré 50% vzorku denaturovanych.

Druhym vyslednym termodynamickym parametrem je IpiggAH [J]), kterd popisuje mnoZstvi
tepla vygenerovaného nebo setiovaného denatumaim prechodem $ konstantnim tlaku. Van't
Hoffovu entalpii vyjadime jako
AH,,, =(2+ 2n)RTnf[ﬁj , )
or T=T,

kde n je molekularita a R je rovnovazna plynovastanta [1, 2].
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Obrazek 2: a) Kiivky tani. b) Funkcb preskalované ikvky tani.
. ZAVER

Praktickym vystupem této prace je program, ktemaepvava genomicka data z spektrofotometru
uzivaného p analyze denatutaich experimerit uréujicich stabilitu zkoumanych vzatkDNA a
RNA. Tento program automatizuje a ushaie uzivatelentizenou analyzu vystupnich dat, kterou
by jinak uzivatel rdné a zdlouhaw provadl v nékterém z tabulkovych editar
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